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EPA
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Lista de Abreviaturas

Significado
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Etilmercurio.
Metilmercurio.
Ionizacién quimica.
Acido 2,5-dihidroxibenzoico.
Material de referencia certificado (dogfish muscle)
Acido dietilenetriaminopentacético.
Ditizona.
Acido etilendiaminotetraacetico.
Rendimiento de extraccion.
Estandar interno.
Agencia de Proteccién Medioambiental de EE. UU.
Ionizacién por electronebulizacion.
Espectrometria de masas con ionizacién por electronebulizacion.
Espectrometria de masas con fuente de ionizacién por electronebulizacién y
separador de masas de tiempo de vuelo y quadrupolo.
Administracién de Alimentos y Medicamentos de EE. UU.
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asistida por matriz.
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MP-AES

MS
MS/MS
OMS
ORC
PLS2
SELDI
SE-MS
SIDMS
TOF-MS
UE

uv
UV/Vis
DDTC

asistida por matriz y separador de masas de tiempo de vuelo.
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Regidn ultravioleta-visible del espectro electromagnético
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RESUMEN

Los metales y metaloides se encuentran en la naturaleza en diferentes estados de oxidacién,
como compuestos inorgdnicos, asociados a materia orgdnica. Debido a diferentes propiedades
fisicoquimicas de estas formas y especies, su determinacion tiene relevancia ambiental y bioldgica.
En este sentido, el objetivo de la reciente drea de investigacion denominada metalémica, es
caracterizar de la manera mas completa posible la cantidad y el comportamiento de la totalidad de
metales/metaloides en un sistema dado. En estos estudios, se enlaza la informacion sobre distribucion
y especiacién analitica de los elementos con el impacto que ejercen en los organismos vivos. En
cuanto a las herramientas utilizadas en metalémica, se deben mencionar diferentes tipos de técnicas
de separacion y técnicas de espectrometria de masas atémica y molecular con el fin de obtener la
cuantificacién de los elementos de interés y la caracterizacién molecular de sus especies o
biomoléculas con las que forman diferentes tipos de unién.

El presente trabajo de tesis ha sido enfocado al desarrollo de procedimientos analiticos y su
aplicacién en el drea de matalémica. En este sentido, se han elegido cuatro elementos de interés en
esta darea: Hg, Cr, Cu y Pb. En cuanto al tipo de muestras, se planteé analizar tejidos de pescado y
tequilas, ademds de llevar a cabo el estudio mecanistico de la reduccién de Cr(VI) en soluciones
modelo. Para lograr dicho propésito, se utilizaron diferentes herramientas analiticas, incluyendo: ICP-
MS, MP-AES, espectrometria UV/Vis y espectrometria de masas con ionizacién suave (ESI-QTOF-
MS y MALDI-TOFMS).

Se decido trabajar con pescado fresco y atiin enlatado debido a que los organismos marinos
tienden a acumular contaminantes medioambientales y forman una fuente importante de estos
xenobidticos (ademds de algunos elementos esenciales) en la cadena alimenticia del hombre. Con
este enfoque, se determiné mercurio total, las especies de mercurio (Hg** y MeHg") y cobre total. Por
otro lado, se realiz6 la determinacién de cobre y plomo en tequila, ya que son dos de los metales
regulados por la Norma Oficial Mexicana; esta bebida mexicana tradicional es de amplio consumo
tanto en el pais como en el extranjero y se requieren procedimientos analiticos que permitan controlar
el cumplimiento de la norma. Finalmente, también dentro del tema principal de metalémica, se realizé
un estudio de reduccién de cromo hexavalente por el dcido oxdlico en presencia de Mn(Il), para
entender el papel de manganeso en este proceso y abrir una posibilidad de desarrollar un método de

remediacién amigable al medioambiente.
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CAPITULO I

I.1. Introduccion

I.1.1. Metalomica

La metaldmica es un drea relativamente reciente que apenas se estd estableciendo en el campo
de interdisiplina adoptando de manera provisional la siguiente definicion: “metalémica es un estudio
integral de metales/metaloides en un sistema bioldgico (célula, tejido, 6rgano, organismo) u de otra
indole (sistema geoquimico, ecosistema, medioambiente), incluyendo las posibles interacciones con
otros componentes del sistema con el fin de conocer los mecanismos responsables de sus efectos en
organismos vivos” [1-3]. Las herramientas utilizadas en los estudios metalémicos abarcan diferentes
técnicas de separacidn y sus acoplamientos principalmente con espectrometria de masas atémica y
molecular, ya que estas plataformas permiten la caracterizacion estructural de diversos compuestos y
su cuantificacion con base en el contenido de los elementos de interés [2]. En este sentido, los estudios
metaldmicos abarcan diferentes temas que se relacionan con la evaluacién y con un mejor control del
impacto que tienen los elementos traza en organismos vivos. Asimismo, es necesario conocer posibles
fuentes de elementos para organismos vivos, su captacion, distribucién, rutas de biotransformacién e
interacciones con biomoléculas u otros componentes del sistema vivo. Es por ello que las tareas

analiticas en el drea de metalémica incluyen:

- Determinacion de concentraciones totales

- Distribucién de elementos entre compartimientos del sistema (6érganos, tejidos, fracciones
subcelulares, etc.)

- Andlisis de especiacion

- Identificacién/cuantificacion de especies quimicas que juegan un papel en el impacto del(los)

elemento(s) de interés en el sistema estudiado.

Aunque término metaldmica se refiere a estudio de metales/metaloides en sistemas vivos, las
muestras que son de interés incluyen no solamente tejidos y fluidos bioldgicos sino también
materiales medioambientales y alimentos debido a que estas son principales fuentes de formas y
especies de elementos para seres vivos. En este contexto, las biociencias relacionadas con el estudio
integral de metales/metaloides se han estudiado de forma independiente en muchos campos
cientificos, los cuales se muestran en la Fig. 1 en tres grupos: (i) ciencias basicas como fisica, quimica,
biologia, etc; (ii) ciencias aplicadas como toxicologia, ciencia en alimentos, ciencia nutricional,
higiene publica y otras; (iii) ciencias futuras que consisten en ciencia de la salud y ciencia

medioambiental verde. Donde estas tltimas son campos muy importantes para la sustentabilidad de
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los seres humanos y la naturaleza. En este sentido y como se muestra en la Fig. 1 la metalémica es
una ciencia integrada, enfocada a metales y vinculada con todas las ciencias bdsicas y aplicadas lo

cual la convierte en una ciencia multidisciplinaria y con una amplia diversidad [4].
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Fig. 1. Diversos campos cientificos estudiados en relacién con la metalémica [4].

Como ya se menciond, todos los campos cientificos que se muestran en la Fig. 1 estdn
relacionadas con al menos un punto comin de interés que es la elucidacion del papel de
metales/metaloides. Por lo tanto, es deseable que metalémica, se promueva con el trabajo cooperativo

de los campos cientificos relacionados con el estudio de metales/metaloides en las diversas dreas.

Dentro del dominio de metaléomica, el presente trabajo de tesis aborda tres siguientes
enfoques:
1. Desarrollo y aplicaciéon de nuevos procedimientos para la determinacién total de
concentraciones totales de algunos elementos en alimentos y bebidas.
2. Avance en la metodologia analitica para la especiacién de mercurio con aplicacién en el
andlisis de tejidos de pescado, como resultado de contaminacién medioambiental.
3. Desarrollo y aplicacién de procedimientos analiticos para estudiar mecanismo de reduccién

de Cr(VI) por el dcido oxdlico, en el contexto de remediacién medioambiental.

I.1.2. Metales contaminantes de interés en este trabajo

Mercurio
El mercurio (Hg) es un metal pesado que se encuentra localizado en el grupo 12 de la tabla

periédica, su niimero atémico es 80 y su masa atémica es 200.59 g mol™'. E1 Hg est4 clasificado en el
67" lugar en orden de abundancia de los elementos en la corteza terrestre. Es un metal que es liquido

a temperatura ambiente. E1 Hg tiene siete isétopos naturales estables: "**Hg(0.15%), '**Hg(9.97%),
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Hg(16.87%), *Hg(23.1%), **'Hg(13.18%), ***Hg(29.86%) y ***Hg(6.87%), entre los cuales el
més abundante *?Hg corresponde a menos de un tercio del mercurio total [5]. En la naturaleza, el
mercurio se presenta en las formas orgdnicas e inorgdnicas. Como inorgédnico, se encuentra
principalmente como mercurio elemental y sales de Hg**, mientras que las especies orgdnicas,
consideradas las especies mas toxicas de este elemento, son los alquilcompuestos con cadenas cortas
y largas de grupos alquilo y arilo [6].

La contaminacién con mercurio puede ocurrir por las emisiones naturales geoquimicas y/o
antropogénicas [7]. Algunas fuentes antropogénicas de mercurio son la produccién del metal, las
industrias de produccion de pulpas y dlcali-clorados, tratamiento de lodos y la quema de composta
entre otras. Las entradas naturales a la atmdsfera incluyen la desgasificacién y encapsulamiento de
algunas particulas, principalmente en &4reas mercuriales, las erupciones volcdnicas, incendios
forestales, emisiones biogénicas de compuestos y particulas voldtiles y la desgasificacion de algunas
superficies acudticas [8]. En la actualidad las principales fuentes de contaminacién de mercurio son
las industrias de papel, agricultura y farmacéutica [9].

El mercurio elemental (Hg") es transportado en forma gaseosa alrededor de la tierra,
convirtiéndose en un contaminante global y lo podemos encontrar en el agua y sedimentos en su
forma mayoritaria como mercurio iénico o inorganico (Hg”") y sus sales (formando enlaces con CI,
S* y 4cidos orgdnicos) y el mercurio orgdnico como metilmercurio (CHsHg") que se encuentra en
pescado y mamiferos marinos [6, 10]. Asi mismo, el mercurioesta presente como agente blanqueador
en productos de cuidado personal, en productos farmacéuticos; las soluciones de limpieza para lentes
de contacto pueden contener etilmercurio (CH;CH,Hg"). Los compuestos 6rgano-mercuriales son de
especial importancia debido a su fcil penetracion a través de las membranas bioldgicas, su eficiente
acumulacién, su alta estabilidad y por consiguiente su permanencia por largo tiempo en tejidos,
haciendo dificil su eliminacién [7, 8].

Desde el momento en que el Hg’ es inhalado, es rdpidamente oxidado por la corriente
sanguinea a Hg”* (el cual exhibe un diferente grado de toxicidad) y subsecuentemente, mediante
proceso de biometilacién, es convertido a metilmercurio (CHsHg") 1a cual es una especie de mercurio
mads téxica [11]. Muchos compuestos derivados del mercurio inorganico son nefrotéxicos, es decir,
pueden llegar a deteriorar el funcionamiento de los rifiones; comparado con el CH3Hg" (donde la
mayoria de los compuestos 6rgano-mercuriales son neurotéxicos, es decir, actian a nivel del sistema
nervioso) [10]. En este sentido, la toxicidad, el proceso bioquimico y la biodisponibilidad del
mercurio dependen significativamente de la forma fisicoquimica del elemento, presente el medio de
estudio [12]. Las diferentes especies de mercurio tienen diferentes efectos toxicolégicos y por tanto

distintas rutas de detoxificacién en el cuerpo humano. Asf, el Hg” puede penetrar dentro de las células
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donde posteriormente se oxida produciendo las formas de Hg** provocando dafios en el rifién [7]. Por
otro lado, el CH3;Hg" se absorbe ficilmente en el tracto gastrointestinal y subsecuentemente se
distribuye entre varios de los tejidos corporales, incluyendo el cerebro, a través del sistema de
transporte de aminodcidos neutrales, induciendo dafio a las células neuronales [7, 11]. Las formas
mds toxicas y abundantes de mercurio en el medioambiente se encuentran como CHzHg".
Asimismo, la toxicidad de metilmercurio estd bien documentada y en términos generales se
relaciona con el caricter liposoluble de la especie, los cual facilita su permeacién a través de las
membranas bioldgicas y su posterior acumulacion en diferentes 6rganos y tejidos (higado, rifiones,
cerebro) [11-13]. El monitoreo de Hg** y CH3;Hg" en el ambiente y en muestras biomédicas es
fundamental para poder determinar el grado de contaminacién y su impacto para la salud humana. En
este contexto, las muestras de interés incluyen aguas naturales, suelos, lodos, diferentes tipos de
organismos marinos y también muestras clinicas. En particular, el Hg** y CH3Hg" se encuentran
principalmente en pescado y otros organismos marinos los cuales se convierten en la primera fuente
de suministro de metilmercurio para el ser humano al ser consumidos por este. Una vez que se han
verificado y reconocido los riesgos tanto toxicolégicos como ambientales producidos por las especies
naturales,: diferentes agencias gubernamentales han establecido concentraciones maximas
permisibles de mercurio en productos comestibles marinos y derivados [14]. En particular, la US
Food and Drug Administration (FDA) ha regulado el nivel de concentracién permitida en pescado a
1 mg kg de masa fresca [15]. De acuerdo con esto, existe una fuerte demanda por procedimientos
analiticos que puedan proveer de informacién precisa y confiable concerniente a estas dos especies
mercuriales, del mercurio total y de sus especies quimicas en los complejos formados en matrices

bioldgicas.

Cromo
El cromo (Cr) es un metal de transicién que se encuentra localizado en el grupo 6 de la tabla

periédica, su niimero atémico es 24 y su masa atémica es 51.996 g mol”. El Cr es el 17™ elemento
mads abundante en la superficie de la tierra [16]. En estado metélico es color blanco plateado, duro y
quebradizo. Es relativamente suave y dictil cuando no esté tensionado o se encuentra muy puro. El
cromo posee cuatro isétopos estables: °Cr (4.35%), **Cr (83.78%), **Cr (9.050%) y **Cr (2.37%)
[17]. El cromo elemental no se encuentra en la naturaleza, sus estados de oxidacion van desde -2 hasta
+6. El cromo divalente (Cr(II)) es inestable, debido a que es facilmente oxidado a la forma trivalente
por el oxigeno atmosférico [18, 19]. Por tanto, las formas trivalente (Cr(IIl)) y hexavalente (Cr(VI))
son los estados de oxidacidén mds estables del cromo en la naturaleza. Dependiendo de su estado de
oxidacion, el cromo puede ejercer diferentes efectos en los organismos vivos. Se ha demostrado que,

los compuestos de Cr(VI) son de diez hasta cien veces mds téxicos que los de Cr(IIl), ademds de que
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se tiene reportado que el Cr(VI) es mutagénico y carcinogénico [20, 21]. En este sentido, la
contribucién relativa de Cr(IIl) y de Cr(VI) en los diferentes comportamientos del medioambiente
depende de la fuente del elemento (minerales naturales o fuentes antropogénicas), y de los pardmetros
quimicos del medio, tales como el potencial redox, el pH, la presencia de agentes acomplejantes, etc.
[22]. El equilibrio entre los estados hexavalente y trivalente de cromo esta descrita por la siguiente
ecuacion [18]:

Cr,07” + 14H" + 6 = 2Cr’* + TH,0 E’=133eV

De esta manera, el potencial estdndar de reduccion de Cr(VI) se ve reflejado en el alto poder
oxidante de este i6n (E° = 1.33 eV). Es por ello que, en solucién las especies de Cr(IIl) son
termodindmicamente mds estables que las de Cr(VI), en sistemas bioldgicos rara vez ocurre la
oxidacién de Cr(IIl). En contraste, la reduccién de Cr(VI) por efectos bioldgicos, se encuentra
ampliamente documentada en la literatura [16, 23].

En cuanto a la distribucién de cromo en ambientes naturales, en el caso de aguas naturales,
la variedad de especies de Cr(IIl) incluye iones libres (Cr(H»0)s’*), hidroxicomplejos (Cr(OH)*,
Cr(OH),*, Cr(OH)3s) 6 Cr(OH)y), complejos mono- y poli-nucleares (Cra(OH),* Cri(OH)s™* 6
Cr4(OH)s™, asi como especies aniénicas (CrO,’, CrOs") [16]. En relacién al pH, a pH < 3.6 la especie
mayoritaria de Cr(Ill) es Cr(H.0)s’*. A medida que incrementa el pH, las moléculas de agua son
remplazadas sucesivamente con iones hidréxido, hasta que se produce la precipitacién [17, 24]. De
esta manera, el Cr(IIl) tiende a precipitar a pH > 4 como hidréxido (Cr(OH)3) (pKsp estandar de
Cr(OH); es 30) [25], o en forma de hidréxidos mixtos en combinacidn con otros metales como hierro
y aluminio [22, 26, 27]. Sin embargo, se ha demostrado que ciertos compuestos, tales como 4cido
citrico, el 4cido dietilenetriaminopentacético (DTPA), 4cido etilendiaminotetraacetico (EDTA) y el
acido fulvico, tiene la de formar complejos solubles de Cr(IIl) a pH > 4 (pH entre 6 y 7) [28].

Por su parte, los compuestos de Cr(VI) son mds solubles en agua que los de Cr(III). El Cr(VI)
puede existir en el medio ambiente en forma de oxianiones tales como cromato (CrO4>), bicromato
(HCrOy) y dicromato (Cr207), entre los cuales pueden haber diferentes especies con diferentes grados
de protonacion dependiendo de pH del medio [29]. Con respecto al pH, a pH < 6.5 las especies
mayoritarias de Cr(VI) son HCrO4 y Cr,07*; a pH > 6.5 la especie principal es CrO,* [24].

Los valores tipicos de cromo total en suelo no contaminado se encuentran en un rango de 30
a 300 pug g [30]. Sin embargo, los niveles de Cr(III) y Cr(VI) pueden incrementar, principalmente a
causa de la inadecuada disposicion de los desechos industriales que contienen cromo. En el supuesto
de que los compuestos de Cr(Ill) son termodindmicamente estables, una practica cominmente
realizada en varios paises a los desechos de las tenerias, es su confinado al aire libre [31]. Sin

embargo, se han detectado niveles elevados de Cr(VI) en aguas superficiales y subterrdneas de este
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tipo de dep6sitos en India, china y Australia [16]. Por otra parte, en el aire los niveles normales de
cromo, se hallan entre 10 — 50 g m™ [30] aunque en capas de aire préximas a zonas contaminadas con
cromo o industrias que utilizan compuestos de cromo, se han detectado particulas de Cr(VI) y Cr(III)
de aproximadamente 0.2 — 10.0 pm de didmetro. Al estar expuesta la poblacién humana, se tiene el
riesgo de que estas particulas al ser inhaladas se pueden acumular en los pulmones de los seres vivos.

En este sentido y debido a que la presencia de Cr(VI) constituye un riesgo para la salud de la
poblacién, es necesario contar con estrategias de remediacién que sean eficientes en disminuir los
niveles de cromo en los diferentes compartimentos del medioambiente. Entre los mecanismos
empleados para tratar los compuestos de Cr(VI), los procesos basados en agentes reductores han sido
estudiados extensivamente ya que el Cr(VI) puede reaccionar con varias especies quimicas,
reduciéndose al estado de oxidacién Cr(IIl), el cual se estabiliza facilmente en fase sélida. Sin
embargo, atin muy poco se sabe sobre las especies de cromo intermediarias formadas durante dicha
reduccidn, por lo cual es necesario conocer estos mecanismos de reaccién como un punto clave en el

desarrollo de un procedimiento de remediacién lo cual requiere el uso de herramientas de metalémica.

Cobre
El cobre (Cu) es un metal de transicién que se encuentra localizado en el grupo 11 de la tabla

periédica, su nimero atémico es 29 y su masa atémica es 63.546 g mol”'. El Cu ocupa el 25% lugar
en abundancia en la corteza terrestre. En estado metélico es maleable y ductil, se caracteriza por su
brillo y color rojizo y después de la plata, es el elemento con mayor conductividad eléctrica y térmica.
El cobre se encuentra principalmente en forma de compuestos minerales y posee dos isotopos estables
%Cu (69.1 %) y ®Cu (30.9 %). Los estados de oxidacién del cobre varian desde 0 hasta +4. Los
compuestos en el estado de oxidacién +3 y +4 soy muy poco estables reduciéndose con mucha
facilidad [32]. En este sentido, en la naturale se conocen compuestos en estados de oxidacién +2 y
+1. El Cu(Il) es el mas estable, dando lugar a numerosos compuestos simples y de coordinacién. El
Cu(I) es menos estable oxiddndose con facilidad a Cu(Il) [33, 34]. En general, los haluros forman una
amplia variedad de complejos, predominando los iones CI°, Br" y I frente al Cu(I), mientras que en el
caso del Cu(Il) el ligando CI es el mas comin. Asimismo, para el Cu(Il) son més frecuentes los
ligandos con O, N y S, mientras que para el Cu(I) son mds frecuentes los ligandos con P y S [32].

La estabilidad relativa de ambos estados de oxidacién en disolucién acuosa viene
determinada, en principio, por los siguientes valores de potencial:

Cu'cag) + € > Cuyy E’=0.52V
Cu* g +e > Cutyg E’=0.153V
De acuerdo con esto, el proceso de dismutacién del Cu(l) en agua y la correspondiente

constante de equilibrio son los siguientes:
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2CU* ey == Cugy) + Cu?' ey~ E°=0.37  K=(Cu®uq)/(Cu'ag)? = ~ 10°

Por tanto, en disolucién acuosa s6lo pueden existir bajas concentraciones de Cu*(gq (< 107
M) debido a su tendencia a dismutarse para dar Cu**q) y el metal libre [33].

El cobre estd ampliamente distribuido en la naturaleza y forma parte de la mayoria de los
organismos vivos. Aunque puede encontrarse en forma elemental, cominmente, estd presente en
minerales que contienen sulfuros, arsénidos, cloruros y carbonatos [35]. Aparte, el Cu se emplea
principalmente en la plomeria y en las industrias eléctrica y electrénica. Algunos compuestos de Cu
son también usados como componentes de fungicidas e insecticidas, como pigmentos y como
catalizadores en diversas industrias. La mayor fuente de contaminacién ambiental por Cu es,
precisamente, la mineria para su extraccion. El Cu liberado al ambiente, generalmente se adhiere a la
materia orgdnica del suelo y en sedimentos. Sin embargo, algunos compuestos de cobre son solubles
por lo cual puede encontrarse también en el agua [36]. Ademas, se puede encontrar en el aire, liberado
por procesos naturales (tormentas de polvo o incendios forestales) o por procesos antropogénicos
como la actividad industrial o minerfa.

Por otro lado, el cobre es un elemento esencial del metabolismo humano y es necesario como
micronutriente para los seres humanos, animales y plantas, jugando un papel importante en diversas
funciones enzimadticas; sin embargo, tanto su exceso como su déficit producen una variedad de efectos
toxicos. Las concentraciones de cobre fuera del intervalo de esencialidad se asocian con el aumento
de estrés oxidativo [37]. De manera de ejemplo, la concentracién promedio de cobre en aguas
naturales de rios, lagos y océanos, es de 4-10 ug I"' [38]. No obstante, mediante procesos biolégicos
el cobre pude ser bioacumulado por los organismos vivos aumentando su concentracién en varios
ordenes de magnitud respecto a nivel fisioldgico. Cabe sefialar que los organismos marinos han
desarrollado varias estrategias adaptativas como lo son la regulacion activa de la absorcién del metal,
la distribucioén, el metabolismo y su excrecion [39]; sin embargo si estas estrategias fallan o hay una
ingesta excesiva de Cu, la toxicidad del cobre estd directamente relacionada con la actividad de los
iones libres del cobre y el ciclo redox Cu(Il)/Cu(I). Aunado a esto, se ha observado un efecto sinérgico
entre toxicidad de cobre en presencia de otros metales como cadmio, plomo, zinc o mercurio. Es por
ello que es importante avanzar el desarrollo de nuevos procedimientos analiticos para la
determinacién de cobre junto con otros metales pesados en materiales pertenecientes a la cadena

alimenticia del hombre.

Plomo
El plomo (Pb) es un metal pesado, que se encuentra localizado en el grupo 14 de la tabla

periédica, su niimero atémico es 82 y su masa atémica es 207.2 g mol™. EI Pb ocupa el 36" lugar de

abundancia en la corteza terrestre. En estado metélico es de color gris azulado, flexible, ineldstico y
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se funde con facilidad. E1 Pb posee cuatro isotopos estables **Pb (1.48 %), *°Pb (23.6 %), **’Pb (22.6
%) y *Pb (52.3 %) [40]. El Plomo forma compuestos en los que su estado de oxidacién es de +2 y
+4, el mas comiin de ellos es de +2. Los compuestos de Pb** presentan enlaces covalentes, mientras
que los de Pb**, son iénicos principalmente. El Pb se encuentra de forma natural en el medio ambiente,
y rara vez se encuentra en su estado elemental, sino formando parte de algunos minerales, el mas
comun es el sulfuro de plomo (PbS, galena), y otros minerales de interés comercial como el carbonato
de plomo (PbCOs, cerusita) y el cromato de plomo (PbCrOs, crocoita) [41]. Ademds de formas
inorgénicas, el plomo también forma compuestos organometilicos y de coordinacién. El plomo
inorgdnico (Pb**) es, en general, muy téxico para el metabolismo ya que es un inhibidor de enzimas,
sin embargo las especies orgdnicas, consideradas las especies mds toxicas de este elemento, son los
alquilcompuestos con cadenas cortas como el tetraetilo y el tetrametilo de plomo [42].

Entre las principales fuentes de contaminacién medioambiental por plomo, destacan la
explotacion minera, la metalurgia, las actividades de fabricacién y reciclaje de pinturas, y la
persistencia de alquil-plomo debido a extensivo uso de gasolinas con plomo en el pasado [43]. Mds
de tres cuartas partes del consumo mundial de plomo corresponden a la fabricacién de baterias de
plomo-acido para vehiculos de motor. Ademds, este metal también se utiliza en muchos otros
productos, como pigmentos, pinturas, materiales de soldadura, vidrieras, vajillas de cristal,
municiones, esmaltes cerdmicos y medicamentos tradicionales [44, 45]. Asimismo, puede contener
plomo el agua potable transportada a través de tuberias de plomo o con soldadura a base de este metal.
En este sentido, las personas pueden verse expuestas al plomo en su trabajo o en su entorno,
principalmente a través de la inhalacién de particulas de plomo generadas por la combustién de
materiales que contiene este metal o por la ingestién de polvo, agua o alimentos contaminados (por
ejemplo, alimentos envasados en recipientes con esmalte de plomo o soldados con este metal) [46].

Cabe destacar que el plomo estd considerado como uno de los elementos quimicos mads
toxicos para el hombre, el cual se acumula en los huesos y en el tejido adiposo y es dificil de eliminar
de estos depdsitos [47-49]. Los nifios son especialmente vulnerables a los efectos téxicos del plomo,
llegando a consecuencias graves y permanentes en su salud, afectando en particular al desarrollo del
cerebro y del sistema nervioso [50-53]. El plomo también causa dafios duraderos en los adultos, por
ejemplo aumentando el riesgo de hipertension arterial y de lesiones renales [54, 55]. En las mujeres
embarazadas, la exposicién a concentraciones elevadas de plomo puede ser causa de aborto natural,
muerte fetal, parto prematuro, bajo peso del nifio al nacer y malformaciones del feto [56]. Es por ello,
que la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha incluido al plomo dentro de una lista de diez
productos quimicos causantes de graves problemas de salud publica [S7]. Asimismo, existen

Organismos Normativos Nacionales e Internacionales encargados de regular los niveles maximos de

22



plomo, por ejemplo la Norma Oficial Mexicana NOM-002-SEMARNAT-1996 ha establecido limites
maximos permisibles, como promedio mensual, para descargas directas a los sistemas de
alcantarillado urbano o municipal de 1 mg 1" para Pb [58]. En particular, desde noviembre del 2006,
la Agencia de Protecciéon Medioambiental (EPA, por sus siglas en inglés) ha regulado el nivel de
concentracién permitida en dulces de 0.5 a 0.1 mg I"' [59]. Ademds, la Unién Europea (UE) ha
elaborado una propuesta de reglamento para establecer limites de plomo y cadmio en alimentos [60].
En dicho proyecto se establecen limites maximos para distintos alimentos que oscilan entre 0.02
mg/kg (alimentos infantiles, café, té y bebidas refrescantes) y 1.0 mg/kg (pescados: moluscos
bivalvos y crusticeos) [60]. Es por ello que es importante avanzar el desarrollo de nuevos
procedimientos analiticos para la determinacién de concentraciones totales de plomo en matrices tales

como alimentos o bebidas.

1.1.3. Herramientas analiticas utilizadas en estudios metalomicos

Como ya se ha mencionado, las herramientas analiticas utilizadas en los estudios metalémicos
abarcan diferentes técnicas de separacion y sus acoplamientos principalmente con espectrometria de
masas atdmica y molecular. En este sentido, la capacidad analitica de un equipo de espectrometria de
masas (MS) depende de su configuracién y en particular, del tipo de fuente de ionizacién, y del
separador de masas. Cuando se utiliza una fuente de iones muy energética, como es por ejemplo el
plasma de argén acoplado inductivamente, se producen principalmente iones positivos con carga +1
de dtomos (metales, metaloides y algunos no-metales). Por su parte, las fuentes de ionizacién suave
tales como ionizacién por electronebulizacién (ESI) o desorcién/ionizacion laser asistida por matriz
(MALDI) producen iones de moléculas sin o con muy poca fragmentacién y ademads se pueden formar
aductos de estos iones. Existen también dispositivos de ionizacién de cardcter intermedio, donde la
fragmentacion de moléculas es mayor respecto a ESI o MALDI, tal es el caso de ionizacién por
impacto de electrones (EI) o, con mucho menor fragmentacién de iones, ionizacién quimica (CI).
Entre diferentes tipos de separadores de m/z, cuadrupolo y trampa idnica operan como filtros de iones,
mientras que los separadores de tipo sector de campo magnético y/o electrostdtico y de tiempo de
vuelo funcionan como analizadores. Hoy en dia, la configuracién del sistema de ionizacién y
separacién de masas permite repetir el ciclo de ruptura de los iones produciendo sus fragmentos lo
que se denomina espectrometria de masas en tindem MS/MS y permite obtener informacién
estructural mas completa.

Dependiendo de la configuracion del instrumento, MS provee informacién cualitativa y
cuantitativa sobre composicién atémica y molecular de la muestra, incluyendo la capacidad de

caracterizacion estructural de los compuestos.
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La principal ventaja de espectrometria de masas atémica es su capacidad de cuantificacién
de metales, metaloides y algunos no-metales con muy alto poder de deteccién, amplio intervalo de
linealidad, practicamente sin interferencias quimicas y con capacidad isotdpica. En el caso de
espectrometria de masas molecular, ademads de su posibilidad del andlisis cuantitativo, se obtiene la
caracterizacion estructural mediante la medicién de la masa exacta de especies moleculares, su padrén
isotépico y padrones de fragmentacién. Gracias a su excepcional selectividad, se pueden
caracterizar/cuantificar varios compuestos presentes en una sola muestra; sin embargo, la importante
limitacidn en este caso es el efecto de la matriz de muestra sobre eficacia de ionizacion, la necesidad
de utilizar equipos de alta resolucién para poder distinguir entre iones con muy similares valores m/z
y también imposibilidad de distinguir entre isémeros Opticos o geométricos de compuestos. Para
eliminar al menos parcialmente estos problemas, se realiza una etapa previa de tratamiento de muestra
y separacion de compuestos de interés antes de la introduccién de la muestra al espectrometro de
masas.

En este contexto, la sensibilidad analitica para los elementos metélicos (incluidos los
metaloides) puede llevarse a cabo obteniendo niveles de ppt o sub-ppt si se utiliza la espectrometria
de masas con ionizacién en plasma acoplado inductivamente (ICP-MS). Sin embargo, la informacién
directa para los elementos obtenidos por ICP-MS es solo su informacién de concentracién total, ya
que la informacién molecular se pierde porque las especies quimicas se descomponen en el plasma
de argén a alta temperatura (alrededor de 7000 - 8000 K). Ademds, en analisis bioldgicos y
ambientales, la informacion de las especies quimicas o moleculares es generalmente mds importante
que la de las concentraciones totales de los elementos, porque la toxicidad para los sistemas biolégicos
depende de sus formas quimicas. Por ejemplo, es bien sabido, que el arsénico inorgdnico (arsenito y
arsenato) es toxico y/o cancerigeno, mientras que los arsenicales metilados son menos téxicos [61].
En el caso del cromo, bajas concentraciones de Cr(Ill) favorecen el metabolismo de glucosa y
triglicéridos, pero el Cr(VI) es téxico debido a su fuerte cardcter oxidante. También, la sustancia
causal de la enfermedad de Minamata era metilmercurio, no mercurio inorgdnico. Por lo tanto, la
identificacién y cuantificacién de especies quimicas, incluidos los estados de oxidacién de los
elementos, son realmente necesarios para dilucidar sus funciones y actividades bioldgicas/fisiol6gicas
en los sistemas bioldgicos. La tecnologia analitica para la identificacion y cuantificacién de especies
quimicas se define como especiacién quimica [62-65].

A lo largo de varias décadas, se han desarrollado numerosos procedimientos analiticos para
la especiacién quimica y se han aplicado ampliamente para la elucidacion de las formas quimicas e
incluso para biometales [62-66]. En la Fig. 2 se puede observar que los sistemas analiticos para

especiacion quimica generalmente consisten de tres partes principales: la separacién, la
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deteccién/cuantificacion y la identificacién de especies quimicas. Hoy en dia, se puede seleccionar
una variedad de métodos de separacién, dependiendo de los tipos de especies quimicas, desde
moléculas pequenas hasta moléculas grandes (proteinas y otros biopolimeros), asi como de sus
propiedades quimicas. Como método de deteccion, ICP-MS es el mas utilizado. Asimismo, se pueden
utilizar espectréometros de masas de tipo cuadrupolar (Q-MS), con analizador de tiempo de vuelo
(TOF-MS) o de sector de campo magnético y/o electrostatico (SF-MS).

Como se menciond anteriormente, ICP-MS proporciona la informacién del elemento, pero
no puede proporcionar la informacién molecular. Por lo tanto, las especies o moléculas quimicas
generalmente se identifican haciendo referencia a los tiempos de retencién para los compuestos
estandar (conocidos) observados en los cromatogramas obtenidos por HPLC-ICP-MS. Por otro lado,
MALDI-MS y ESI-MS se utilizan frecuentemente para la identificacion directa de especies quimicas

o moleculares.

SDS-PAGE |+ o T
: (Medicién de la intensidad isotépica )
Electroforesis en gel N %
IDy2D — @QTOESH
Enfoque ||

isoeléctrico

Ablacién ldser

( ICP-MS

Separacion L
deteccion

Nebulizacién

Exclusién de tamafio |«

— Identificacién - (_ Medici6n de la relacion isotGpic
[ Fase reversa | ~__ (TORMS) —
Afinidad [« Estudio de elementos
traza
! *| MALDI-MS
MALDI-q-TOF
ortogonal

HPLC
nanocapilar
CID-MS

" (Q-¢-Q. Q-¢-TOF)

2-HPLC
Intercambio de cationes /
fase reversa

| CzE
CEC 7 ’
ES)

Fig. 2. Procedimientos analiticos empleados en el andlisis de especies quimica [4].

1.1.4. Espectrometrias atomicas

La determinacién de metales/metaloides a nivel traza forma una parte importante de los
estudios metalémicos y las técnicas de espectrometria atdmica son frecuentemente empleadas para
este proposito. La espectrometria de masas con ionizacién en plasma acoplado inductivamente (ICP-
MS) es la técnica mds poderosa y ampliamente aceptada debido a su capacidad para el andlisis
multielemental, su alta selectividad y sensibilidad tanto como su fécil acoplamiento con diferentes
técnicas de separacion. Algunas aplicaciones de esta técnica incluyen la determinacién de los

elementos totales presentes en pequeias cantidades en alimentos, muestras medioambientales,
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biolégicas o clinicas, lo que proveen la informacidn necesaria respecto a la ingesta diaria, la
acumulacion, distribucién y la excrecién de los elementos en los organismos vivos. Los estudios de
especiacion realizados mediante esta técnica han sido de gran ayuda para la determinacién del proceso
de farmacocinética de algunos elementos terapéuticos y también para elucidacién del metabolismo
de metales/metaloides en organismos vivos y de mecanismos moleculares responsables de sus efectos
benéficos y/o téxicos [67-71].

ICP-MS es una técnica analitica descubierta a principios de 1980 y la cual es aplicada para la
determinacién de elementos traza y ultra-traza, con limites de deteccion del orden de partes por trillén,
capacidad multielemental e isot6pica, amplio intervalo de linealidad y muy pocas interferencias
quimicas [67, 69, 70]. Por otro lado, ademds de alto costo de operacién, un punto débil de ICP-MS
son interferencias espectrales causadas por especies isobdricas, iones poliatomicos, iones de doble
carga u 6xidos. Utilizando el quadrupolo como filtro, la resolucién es baja (tipicamente una unidad
de masa atomica) e insuficiente para distinguir iones interferentes de los analitos; tipica estrategia
para eliminar interferencias poliatdmicas se basa en tecnologia de celdas de colisién/reaccién, por
ejemplo la celda de tipo octapolo (ORC). En este dispositivo, un octapolo transmite el haz de iones y
de manera perpendicular se hace pasar un flujo de gas; tipicamente helio para colisiones o hidrégeno
para reacciones. En la modalidad de colision, los iones poliatdmicos de mayor tamafio sufren
colisiones con mayor frecuencia que los iones atdmicos mds pequefios, perdiendo de esta manera
parte de su energia cinética. Al aplicar una barrera de potencial a la salida de la celda, los iones con
menor energia cinética son eliminados. En el modo de reaccién, los iones poliatémicos son
disociados, o se modifica su relacién m/z al colisionar y reaccionar con gas en la celda (hidrégeno).

Para el andlisis de especiacion, es necesaria la separacion previa de los compuestos antes de
su introduccién al ICP-MS que debido a sus caracteristicas analiticas se ha convertido en la
herramienta mas empleada en estudios de especiacién quimica. Hay que sefialar tambien el fécil
acoplamiento de ICP-Ms con diferentes tipos de técnicas de separacion cromatografias y
electroforéticas.
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Fig. 3. Espectrometro de masas con plasma acoplado inductivamente como fuente de ionizacidn,
equipado con filtro de masas tipo cuddrupolo. Se aprecia un acercamiento a la interfase existente entre

deionizacion a presion atmosférica y las condiciones de vacio interior.
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En la Fig. 3 se muestra el esquema de un espectrometro de masas con plasma acoplado
inductivamente como fuente de ionizacién y equipado con un filtro de masas tipo cuadrupolo, se
puede observar que la interface debe permitir la entrada de los iones generados bajo condiciones de
presién atmosférica, hacia el alto vacié requerido para la transmisién, separacion y deteccién de los
iones formados. Esto se logra a través de 2 conos metélicos con aberturas en la punta, llamados
“sampling cone” y “skimer cone”, la abertura del primero es tipicamente de 1 mm de didmetro,
mientras que en el segundo es de 0.4 mm. Los iones y moléculas provenientes del plasma que
atraviesan los conos, entran con una temperatura muy alta y al enfriarse, se contraen ayudando a
sostener el vacio. Una vez dentro del espectrometro de masas, los iones son conducidos por una serie
de lentes i6nicas hacia la zona de alto vacio donde se introducen a un filtro o analizador de masas, el
cual separa o filtra los iones de acuerdo a su relacion m/z. Posteriormente son detectados y registrados
por un transductor electrénico [69].

Sin embargo y a pesar de las ventajas de la técnica de ICP-MS en términos de alta selectividad
y alto poder de deteccidon, en el drea de la metalémica, también hay un interés especifico en el
desarrollo de herramientas analiticas, menos susceptibles a efectos de memoria (relacionados con el
sistema de introduccién de muestra), faciles de realizar, de alto rendimiento y econdmicas. Una
opciéon mas econdémica y con mayor compatibilidad con altas concentraciones de disolventes
orgénicos y altas concentraciones de sales es el uso de la espectrometria de emisién atémica de plasma
por microondas (MP-AES).

Un espectrometro de emision atémica con plasma de nitrégeno sostenido por microondas, en
particular el de Agilent MP-AES 4100, tiene distintas ventajas sobre equipos que emplean ICP (OES
y MS) y sobre espectréometros de absorcion atémica. EI MP-AES no requiere del uso de gases
inflamables, toxicos, u oxidantes como el oxigeno, utilizado para crear la flama como ocurre en
procedimientos basados en espectrometria de absorcion atémica por llama (FAAS). Ademds, el
plasma de microondas excitado magnéticamente proporciona mejor sensibilidad, rango dindmico
lineal, limites de deteccion y velocidad de andlisis que FAAS y tiene la capacidad de realizar andlisis
multi-elementales superando en este aspecto todas las técnicas de absorcién o fluorescencia atémica.
Asimismo, a diferencia de ICP que utiliza Ar para la generacion del plasma, el MP-AES utiliza plasma
sostenido por nitrégeno, disminuyendo drdsticamente los costos de operacion. Incluso, se han
realizado estudios satisfactorios de esta técnica en aplicaciones para la industria minera, de alimentos,
en agricultura, quimica y petroquimica [72].

Como ya se ha mencionado, el MP-AES funciona mediante un plasma estable que es
sustentado por energia de microondas. Esto proporciona la posibilidad de procesar ficilmente

matrices complejas, como sustancias con un alto contenido de sélidos, combustibles y compuestos
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organicos [73]. Para formar el plasma, el equipo cuenta con un alimentador de corriente de alto voltaje
con una potencia fija de 1 kW, y de un magnetrén de 2.45 GHz que son utilizados para generar un
campo electromagnético. Una guia de microondas concentra este campo magnético axial y el campo
eléctrico alrededor de la antorcha (Fig. 4 A), enfocando la energia de microondas en esta zona para
la generacién del plasma y su sostenimiento. Un generador de nitrégeno alimenta el plasma de
microondas evitando el uso de fuentes adicionales de gas. El efecto superficial del campo magnético
producido por el magnetrén provoca que el plasma adopte una forma toroidal y se hace posible la
introduccién de muestras liquidas por el canal central directamente al interior del plasma, facilitando
de esta manera los procesos de descomposicién, atomizacion y excitacion. Para la ignicidn del plasma
se utiliza un flujo momentdneo de Ar de 1.5 1 min™ a 210 kPa, sin embargo, cada ciclo de ignicién
utiliza dnicamente ~ 75 ml de argén pues una vez que el plasma estd operando, automdticamente el
flujo de argdn cambia a nitrégeno para el sostenimiento del plasma [74]. El plasma de microondas de
nitrégeno alcanza una temperatura promedio cercana a los 5 000 K. A esta temperatura, la emision
atomica es intensa para la mayoria de los elementos dando como resultado buena capacidad de
deteccion [75-78]. El plasma estd orientado verticalmente para mejorar el andlisis de muestras
complejas e incluye un sistema de visualizacion axial para lograr una alta sensibilidad y mejores

limites de deteccién, mismos que se optimizan para cada longitud de onda.

Fig. 4. (A) Esquema interno de generacién del plasma en el MP-AES Agilent 4100. Lineas azules:
campo magnético. Lineas rojas: campo eléctrico. 1: Magnetrén de 2.45 GHz. 2: Orientador de

microondas; (B) Esquema interno del sistema 6ptico del MP-AES Agilent 4100.

Como ya se ha mencionado antes, el MP-AES posee un sistema pre-Optico que enfoca la
radiacion emitida por los dtomos excitados del plasma, para permitir su observaciéon axial como
muestran las flechas rojas en la Fig. 4A, donde se muestra el paso 6ptico. El MP-AES cuenta con un
monocromador (disefio Czerny-Turner) (Fig. 4A), con 600 mm de longitud focal y una rendija de
difraccién hologréfica con 2 400 lineas mm™. Las longitudes de onda a las que funciona el sistema
Optico estdn en el rango de 178 - 780 nm. Asimismo, MP-AES cuenta con un detector de tipo
dispositivo de acoplamiento de carga (por sus siglas del inglés Charge coupled device — CCD) en

estado sélido (Fig. 4A) sensible a longitudes en la regiéon UV. Tiene una resolucién de 532 x 128

28



pixeles, disefiado especialmente para detecciéon de bajas intensidades de radiacién con >90 % de
eficiencia cudntica de sensibilidad de pico. El arreglo del detector CCD almacena el espectro del (los)
analito(s) y el fondo espectral vecino, permitiendo una correccién simultdnea del fondo[73].
MP-AES también puede ser acoplada, con facilidad, a diferentes técnicas de separacion lo
que posibilita la realizacién de andlisis de especiaciéon quimica conservando las ventajas de poder
trabar con altas concentraciones de disolventes organicos y altas concentraciones de sales en

comparacién de ICP-MS.

1.1.4. Espectrometria de masas con ionizacién suave

ESI-MS y MALDI-MS son las dos principales técnicas utilizadas en espectrometria de masas
con ionizacién suave, y en las cuales se enfocé el presente trabajo de tesis, utilizdndolas en el modo
de introduccién directa de la muestra. Esto debido a que el trabajo de tesis ha sido enfocado en el
desarrollo de procedimientos simples, rdpidos, en escala micro, utilizando principios de la quimica
verde y econdmicamente viables para tener una alternativa a espectrometrias atomicas. A
continuacion, se describen estas dos técnicas en funcién de su proceso de ionizacion el cual representa
la parte esencial de estas espectrometrias de masas.

Ionizacion por electronebulizacion (ESI). ESI es una técnica de ionizacién a presion
atmosférica, producen la cual se aplica un fuerte campo eléctrico a una solucién del analito que pasa
a través de un tubo capilar con bajo flujo (normalmente 1 — 10 ul min™"). El campo eléctrico se obtiene
aplicando una diferencia de potenciales de 3 — 6 kV entre el capilar y el contraelectrodo, separados
por 0.3 — 2 cm, produciendo un campo eléctrico del orden de 10° V m™ (Fig. 5). Este campo induce
una acumulacién de carga en la superficie del liquido ubicada en el extremo del capilar, que se
rompera para formar gotas altamente cargadas. Un gas inyectado coaxialmente a baja velocidad de
flujo permite que la dispersion de la atomizacién esté limitada en el espacio. Estas gotas pasan por un
flujo de gas inerte (frecuentemente nitrégeno, 180°C), o a través de un capilar caliente para eliminar

las tltimas moléculas de disolvente [79].
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Fig. 5. Diagrama de dispositivos de electronebulizacion, utilizando skimmers para la focalizacion
iénica y una cortina de gas nitrégeno calentado para la desolvatacion (derecha), o con un capilar

calentado para la desolvatacién (izquierda).

La nebulizacién comienza mediante un voltaje de inicio, que para una determinada fuente,
depende de la tension superficial del disolvente. De manera de ejemplo, en una fuente en la cual hay
un voltaje de inicio de 4 kV para el agua la tension superficial serd 0.073 N m™, mientras que para un
voltaje de 2.2 kV se estima una tensién superficial de 0.023 N m™ para el metanol y con 2.5 kV para
el acetonitrilo la tensién superficial es de 0.030 N m™ [80]. Asimismo, si se examina con un
microscopio la gota naciente formada en la punta del capilar mientras incrementa el voltaje, se puede
observar, que a bajos voltajes, la gota parece esférica, luego se alarga bajo la presion de las cargas
acumuladas en la punta del capilar con el campo eléctrico mds fuerte; al llegar a cierta tension
superficial, la forma de la gota cambia a una geometria cénica (cono de Taylor) y ocurre su particién
[79].

El solvente contenido en las gotas se evapora, lo que hace que las gotas disminuyen su tamafio
y que su carga por unidad de volumen aumente. La deformacion de las gotas ocurre bajo la influencia
de un fuerte campo eléctrico. La gota se alarga bajo la fuerza resultante de la acumulacion de carga
en la punta del capilar, y finalmente se produce un nuevo cono de Taylor. De este cono de Taylor,
son liberadas unas 20 gotas mds pequeiias. Normalmente, una gota de primera generacion del capilar
tendrd un didmetro aproximado de 1.5 pm y llevara alrededor de 50 000 cargas elementales o cerca
de 10 C. Las gotas de descendencia tendran un didmetro de 0.1 um y llevardn de 300 a 400 cargas
elementales. El volumen total de las gotas de descendencia es de aproximadamente el 2% de la gota
inicial pero contiene el 15% de la carga. La carga por unidad de volumen es asi multiplicada por un
factor de 7. La gota inicial se reducird atin mds por la evaporacién del solvente y producird otras
generaciones de descendencia.

Estas gotas pequefias y altamente cargadas continuardn perdiendo disolvente, y cuando el

campo eléctrico en su superficie se vuelva lo suficientemente grande, ocurrird la desorcidn de los
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iones de la superficie [80]. Las cargas en exceso se acumulan en la superficie de la gota. En volumen,
los analitos y electrolitos cuyas cargas positiva y negativa son iguales en nimero estdn presentes a
una concentraciéon un poco mayor que en la gota inicial. La desorcién de las moléculas cargadas
ocurre desde la superficie. Esto significa que la sensibilidad es mds alta para compuestos cuya
concentracion en la superficie es mds alta y por lo tanto, mds lipéfilas. Cuando la gota contiene
moléculas muy grandes, como proteinas por ejemplo, las moléculas no se desorberdn, sino que se
liberardn por evaporaciéon del solvente. Esto parece ocurrir cuando la masa molecular de los
compuestos excede de 5000 a 10 000 Da. Los iones obtenidos a partir de moléculas grandes
transportan un mayor nimero de cargas si hay varios sitios ionizables presentes. Normalmente, una
proteina tendrd una carga por cada 1000 Da aproximadamente, al menos que existan muy pocos
aminoécidos bdsicos. Las moléculas pequefias, de menos de mil Dalton, producirdn principalmente
iones monocargados. ESI también puede usarse en el caso de moléculas sin ningtn sitio ionizable a
través de la formacién de aductos con sodio, potasio, amonio, cloruro, acetato u otros.

ESI tiene caracteristicas importantes: por ejemplo, es capaz de producir iones con carga
multiple a partir de moléculas grandes. La formacién de iones es el resultado del proceso
electroquimico y de la acumulacién de carga en las gotas. La corriente de ESI estd limitada por el
proceso electroquimico que se produce en la punta del capilar y es sensible a la concentraciéon més
que a la cantidad total de muestra [79].

Ademés, el andlisis por ESI, se puede llevar a cabo en el modo positivo o negativo,
dependiendo de las propiedades de los analitos. Aunque en principio, se obtiene el i6n de molécula
sin fragmentacidn (protonada o un aducto con catién en el modo positivo), al aumentar el voltaje en
la punta del cono del capilar se puede inducir fragmentacién de iones (“in-source ionization’)

obteniendo espectros MS/MS.

Ionizacion por desorciéon con laser asistida por matriz (MALDI). El proceso ocurre en
dos pasos; en el primero, el compuesto a analizar se disuelve en un solvente que contiene en solucién
pequeias moléculas orgdnicas, llamadas matriz. Estas moléculas deben presentar una fuerte absorcién
de energia emitida por laser. La mezcla muestra-matriz se deposita en una placa y se seca. El resultado
es un depdsito de matriz-analito co-cristalizados. Las moléculas de analito estdn integradas en toda
la matriz y aisladas entre si.

El segundo paso se lleva a cabo al incidir con intensos pulsos de ldser de corta duracién sobre
el deposito; manteniendo las condiciones del vacio, ocurre ablacién del material sélido. El
mecanismo exacto del proceso MALDI no estd completamente dilucidado [81, 82]; sin embargo se
sabe que, la irradiacion ldser induce un calentamiento rapido de los cristales mediante la acumulacién

de una gran cantidad de energia en la fase condensada a través de la excitacién de las moléculas de la
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matriz. El calentamiento rdpido provoca la sublimacién localizada de los cristales de la matriz, la
ablacioén de una porcién de la superficie del cristal y la expansion de la matriz en la fase gaseosa,
arrastrando el analito intacto a la fase gaseosa [83]. El proceso de ionizacién puede ocurrir en
condiciones de vacio en cualquier momento durante este proceso, pero el origen de los iones
producidos en MALDI todavia no se comprende por completo [84, 85]. La Fig. 6. muestra un

diagrama del proceso de ionizacion por desorciéon de MALDI.

Irradiacion

s Desolvatacion °

> K ——p o

Desorcion \
W
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Transferencia de protones

Producto @

Fig. 6. Esquema del principio de procesos MALDL

Entre las vias de ionizacién quimica y fisica sugeridas para MALDI se encuentran la
fotoionizacién en fase gaseosa, la transferencia de protones en estado excitado, las reacciones entre
ion-molécula, la desorcién de iones preformados, etc. El mecanismo de formacién de iones mads
ampliamente aceptado implica la transferencia de protones en la fase sélida antes de la desorcién o la
transferencia de protones en fase gaseosa en la pluma en expansién a partir de moléculas de matriz
fotoionizadas. Los iones en la fase gaseosa son luego acelerados por un campo electrostatico hacia el
analizador de masas, tipicamente del tiempo de vuelo.

MALDI es més sensible que otras técnicas de ionizacién por laser. Puesto que, el nimero de
moléculas de la matriz excede ampliamente las del analito, las moléculas del analito quedan separadas
en la fase sélida evitando la formacién de clusteres que inhiben la aparicién de iones moleculares. La
matriz también minimiza el dafio de la muestra por los pulsos del laser al absorber la mayor parte de
la energia incidente y aumenta la eficiencia de la transferencia de energia del ldser al analito. Entonces
la sensibilidad (abundancia de iones) también incrementa. MALDI también es mds universal que las
otras técnicas de ionizacién por ldser; en primer lugar porque la energia de laser es absorbida por la
matriz quimica y no directamente por el/los analitos. Dado que el proceso es independiente de las
propiedades de absorcién y del tamafio molecular del compuesto a analizar, MALDI permite la
desorcién e ionizacion de analitos en un amplio intervalo de masas moleculares hasta cientos de kDa.
Por ejemplo, MALDI permite la deteccién de femtomoles de proteinas con masa molecular de hasta
300 000 Da (86, 87].

La espectrometria de masas MALDI se ha convertido en una poderosa herramienta analitica
para polimeros sintéticos y biopolimeros [88]. Los espectros MALDI tipicos incluyen principalmente

la especie molecular monocargada por protonacién en modo de iones positivos. Los compuestos
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desprotonados mds facilmente se detectan generalmente en modo de iones negativos. En el espectro
pueden onservarse también algunos iones con carga midltiple, algunos multimeros y muy pocos
fragmentos. Los compuestos que no son facilmente protonados pueden ser cationizados,
frecuentemente afladiendo una pequefia cantidad de cationes alcalinos, de cobre o de plata a la
muestra.

El uso de MALDI para obtener imagenes de materiales bioldgicos es otra aplicacion
interesante [89, 90]. De hecho, MALDI se ha utilizado para mapear la distribucién de biomoléculas
especificas en tejidos; permite, por ejemplo, el estudio de péptidos, proteinas y otras biomoléculas
directamente en secciones de tejido.

A diferencia de la mayoria de otras fuentes de ionizacién que producen un haz de iones
continuo, MALDI es una técnica de ionizacién pulsada que produce iones en haces mediante un
proceso intermitente. La naturaleza pulsada de la fuente MALDI es muy adecuada para el analizador
de tiempo de vuelo (TOF). Ademds, el analizador TOF tiene la capacidad de analizar iones en un
amplio rango de masa y, por lo tanto, puede analizar los iones de gran masa generados por MALDL.
En conjunto, esto explica por qué la mayoria de los espectros MALDI se han obtenido con
espectrometros MALDI-TOF. Sin embargo, no existe una razén fundamental para limitar el uso de
fuentes MALDI con los analizadores TOF. Las fuentes MALDI también se han acoplado a otros
analizadores de masas, como los espectrometros de masas de trampa de iones o con transformada de
Fourier.

Por otro lado, entre los diferentes laseres utilizados en MALDI, los laseres UV son los mas
comunes debido a su facilidad de operaciéon y su bajo precio. Los laseres de N, (A = 337 nm) se
consideran estandar, aunque también se usan laseres Nd:YAG (A = 266 o 355 nm). MALDI también
puede usar laseres IR como Er: YAGlasers (A =2.94 um) o laseres de CO> (A = 10.6 pm). En la Tabla
1 se presenta un resumen de las longitudes de onda del laser y las amplitudes de pulso utilizados
habitualmente para MALDI. No es la densidad de potencia el pardmetro mds importante para producir
una corriente de iones significativa, sino la energia total en el pulso del laser a una longitud de onda
dada [91]. En general, la densidad de potencia requerida corresponde a un flujo de energia de 20 mJ
cm™. La duracién de pulso de los ldseres varian de unas pocas decenas de nanosegundos a unos pocos
cientos de microsegundos. El didmetro del haz laser en la superficie de la muestra varia de 5 a 200
um. Es importante determinar el umbral de irradiacién y la potencia del pulso del laser que da como
resultado el inicio de la desorcién de la matriz. Las especies moleculares del analito generalmente se
observan con irradianciones ligeramente altas, pero una mayor potencia del ldser conduce a una

fragmentacién mds extensa e induce una pérdida de resolucién de masa.
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Tabla 1. Algunos laseres comunes utilizados para MALDI.

Laser Longitud de onda | Energia (eV) Duracién de pulso
Nitrégeno 337 nm 3.68 <1 ns a pocos ns
Nd: YAG p3 355 nm 3.49 5ns
Nd: YAG p4 266 nm 4.66 Sns
Er: YAG 2.94 um 0.42 85 ns
CO, 10.6 pm 0.12 100 nm + 1 ps

Los espectros MALDI obtenidos con laser UV o IR son esencialmente idénticos para la
mayoria de las muestras analizadas, aunque laseres IR ofrecen espectros mas simples y con menor
intensidad de sefiales.

La seleccion de la matriz y la optimizacién del protocolo de preparacion de la muestra son
los pasos mds importantes en el andlisis porque la calidad de los resultados depende de una buena
preparacion de la muestra. Sin embargo, los procesos de preparacion ain son empiricos. La seleccion
de la matriz MALDI se basa en la longitud de onda del laser utilizada. Ademas, la eficacia de matriz
depende del tipo de analito y puede diferir entre los analitos que tienen estructuras aparentemente
similares. Las matrices MALDI deben cumplir una serie de requisitos simultineamente. Estas son:
una fuerte absorcién del haz de ldser, una masa lo suficientemente baja como para ser sublimable,
estabilidad al vacio, la capacidad de promover la ionizacién del analito, la solubilidad en solventes
compatibles con el analito y la falta de reactividad quimica. Sin embargo, estas caracteristicas
generales para la seleccién de una matriz son dificiles de cumplir y no son suficientes. De hecho, se
ha estudiado una gran cantidad de compuestos como posibles matrices y se ha ejemplificado su
capacidad para funcionar como una matriz MALDI, pero solo muy pocas han resultado ser buenas
matrices para varios grupos de los analitos. Las matrices UV-MALDI mds comunes se enumeran en
la Tabla 2 con el tipo de compuestos para los que son recomendadas. Las matrices utilizadas con
laser IR, tales como urea, dcidos carboxilicos, alcoholes e incluso agua, mientras que las matrices

UV-MALDI deben ser altamente aromaticas. [92].

Tabla 2. Algunas matrices UV-MALDI mds comunes.

Analito Matriz Abreviacion
Acido a-ciano-4-hidroxicindmico HCCA
Péptidos/proteinas Acido 2,5-dihidroxibenzoico DHB
Acido 3,5-dimetoxi-4 hidroxicindmico SA
Oligonucledtidos Trihidroxiacetofenona THAP
Acido 3-hidroxipicolinico HPA
Acido 2,5-dihidroxibenzoico DHB
Carbohidratos Acido a-ciano-4-hidroxicindmico HCCA
Trihidroxiacetofenona THAP
Acido trans-3-indoleacrilico IAA
Polimeros sintéticos Ditranol DIT
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Acido 2,5-dihidroxibenzoico DHB
Moléculas orgdnicas Acido 2,5-dihidroxibenzoico DHB
Moléculas inorgénicas Trans-2-(3-(4-tert-butilfenil)-2-metil-2 DCTB
propenyliedene)malononitrilo
Lipidos Ditranol DIT

Se han descrito diferentes métodos de preparacion de muestra para MALDI [93, 94]. El
método mds ampliamente utilizado se ha llamado gota seca (dried-dloplet), el cual consiste en mezclar
una solucién de matriz saturada (1-5 pl) con un volumen muy pequefio (1-2 pl) de una solucién de
analito/muestra. Luego, se coloca una gota (0.5-2 ul) de la mezcla resultante en un pocillo de la placa
MALDI. La gota se seca a temperatura ambiente y cuando el liquido se ha evaporado por completo
para formar cristales, la muestra estd lista para su introduccion al espectrémetro de masas.

MALDI presenta algunas desventajas, como una baja reproducibilidad de disparo a disparo
y una fuerte dependencia del método de preparacién de la muestra. Cada disparo de ldser elimina
alguna capa del depdsito en el lugar donde el laser irradia. Esto puede producir variacién en la
adquisiciéon de varios espectros de una misma muestra. Ademads, la posicién de impacto en la
superficie del depdsito puede conducir a variaciones de sefales adquiridas. Una mejor homogeneidad
del depdsito proporciona una mejor reproducibilidad de la sefial. Esto es muy importante si se quieren
obtener resultados cuantitativos. La mantener la misma posicién del impacto de ldser, la muestra
puede agotarse después de aproximadamente 50 disparos, pero unos pocos disparos de laser suelen
ser suficientes para adquirir un espectro razonable. Cuando se necesita una sefial intensa y estable, la
placa MALDI se mueve durante la adquisicion del espectro para exponer continuamente la muestra
fresca al punto de irradiacién del laser.

MALDI es relativamente menos sensible a la contaminacién por sales, tampones, detergentes,
etc. en comparacion con otras técnicas de ionizacién y, lo que es importante en el contexto de este
trabajo, no se presentan efectos de memoria [93]. El analito debe incorporarse a los cristales de la
matriz. Este proceso generalmente puede servir para separar en fase sélida el analito de los
contaminantes. Sin embargo, las altas concentraciones de tampones y otros contaminantes
comuinmente encontrados en las soluciones de analito pueden interferir con el proceso de desorcién
e ionizacién de las muestras. En este sentido, la purificacidn previa para eliminar los contaminantes
conduce a una mejora en la calidad de los espectros de masas. Por ejemplo, la eliminacién de iones
alcalinos ha demostrado ser muy importante para lograr una alta eficiencia de desorcién relativa
simplicidad de los espectros.

La modificacién en las superficies derivadas de las placas utilizadas en MALDI ha permitido
la introduccién de nuevas técnicas, como la ionizacién por desorcion laser mejorada en superficie

(SELDI, por sus siglas en inglés, Surface-enhanced laser desorption ionization) [95]. La superficie
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de la placa MALDI desempefia un papel activo en la unién del analito mediante interacciones

hidrofébicas o electrostaticas, mientras que los contaminantes se eliminan por enjuague.
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CAPITULO I
I1.1. Objetivo general

Avanzar en el conocimiento sobre concentraciones de metales/metaloides y sus especies
potencialmente disponibles para organismos vivos a partir de diferentes tipos de muestras, mediante

desarrollo y aplicacién de procedimientos analiticos.

I1.2. Objetivos particulares

1. Afinar procedimiento analitico de determinacién de metilmercurio y mercurio inorganico por
cromatografia de liquidos acoplada con ICP-MS, para su aplicacién en el andlisis de tejido

de pescado y atiin enlatado.

2. Elucidar mecanismo de reduccién de Cr(VI) por el 4cido oxdlico en presencia de ion

manganeso, mediante el desarrollo y aplicacion de diferentes procedimientos analiticos.
3. Desarrollar procedimientos analiticos basados en el uso de espectrometria de masas con

ionizacién suave, para la determinacion de trazas de metales contaminantes en alimentos y

bebidas.
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CAPITULO III. Parte experiméntalo
A continuacion, se presentan los materiales, reactivos, equipos y softwares utilizados durante
el desarrollo del presente trabajo de tesis:
II1.1. Material y reactivos
Reactivos
% Metanol grado LC-MS (Sigma, Milwaukee, USA).
¢ Acetonitrilo Grado HPLC.
« Tolueno, Sigma-Aldrich.
« Acetona, Sigma.
% Ciclohexano, sigma.
% Cloroforma, Sigma.
¢ Trietilamina, Fluka.
+«+ Dicromato de potasio, Sigma.
« Sulfato de manganeso, Sigma.
« Hidréxido de sodio, Sigma.
+«+ Hidréxido de potasio, Sigma.
% Acido oxalico, Sigma.
% Acido férmico, Sigma.
% Acido nitrico, Fluka.
% Acido perclérico, Baker.
% Acido clorhidrico, Merck.
% Acido trifluoroacético (TFA), Sigma.
¢ Yoduro de metilmercurio, Sigma.
¢ Cloruro de mercurio, Sigma.
¢ Nitrato de bismuto, Sigma.
« Nitrato de indio, Sigma.
+«+ Nitrato de plata, Sigma.
< Nitrato de plomo, Sigma-Aldrich.
< Sulfato de cobre, Sigma-Aldrich.
% Acido o-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA), Sigma.
« Ditizona, Sigma.
« Formiato de amonio, Sigma.

«+ Sal disédica del 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA), Sigma.
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L-cisteina, Sigma-Aldrich.

N-acetilcisteina, Sigma-Aldrich.

Dietilditiocarbamato de sodio (NaDDTC), Sigma

Material de referencia certificado DORM-2 (dogfish muscle), Consejo Nacional de
Investigacion, Canada.

Mezcla de estandares internos de espectrometria de masas con ionizacién en plasma acoplado

inductivamente (ICP-MS), Agilent Technologies.

Material

Vasos de precipitado.

Tubos de ensayo.

Tubos eppendorf de 1.5 y 2.0 ml.
Tubos falcon de 15 y 50 ml.
Agitadores magnéticos.
Agitador de vidrio.

Celdas de cuarzo 1 ml UV-Vis.

I11.2. Instrumentacion analitica y equipos.

Espectrofotémetro Spectronic 3000 Diode Array Milton Roy (resolucién 0.35 nm, Miltan
Roy Inst. Co.).

Espectrometro de emisién atémica con excitacién en plasma de microondas, modelo 4100
MP-AES, Agilent Technologies.

Cromatografo de liquidos de alta resolucién espectrofotométrica de arreglo de diodos (HPLC
series 1200, Agilent Technologies).

Espectrometro de masas: maxis impact ESI-QTOF-MS equipado con Data Analisis 4.1,
Bruker Daltonics.

El espectrémetro de masas: ICP-MS modelo 7500ce de Agilent Technologies (Tokio,
Japén).

Sistema de digestién por microondas, Discover SP-D (CEM).

Espectrometro de masas: MALDI-TOFMS modelo AutoFlex speed de Bruker Daltonics.

II1.3. Softwares y programas

7
0.0

7
0.0

Microsoft Excel 2010.
The Unscrambler (CAMO).
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FlexControl 3.4 de Bruker Daltonics.
FlexAnalysis 3.4 de Bruker Daltonics.

Data analysis 4.1 de Bruker Daltonics.

Offline Data analysis de Agilent Technologies.

Chromatographic Data analysis de Agilent Technologies.

GRAMS AL
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CAPITULO IV. Resultado y Discusion

IV.1. Mecanismo de reduccion de cromo hexavalente(VI) por acido oxalico en presencia de

manganeso(Il).

IV.1.1. Introduccién

Los procesos de reduccién de Cr(VI) han sido estudiados extensivamente; sin embargo, ain
muy poco se sabe sobre las especies de cromo intermediarias formadas durante dicha reduccidn.
Como una parte del proyecto de tesis, se propuso estudiar el dcido oxdlico como donador de electrones
y estudiar el mecanismo de reaccion en presencia de i6n Mn(II) como un posible catalizador.

Los estudios mecanisticos, centrados en la reduccion de cromo hexavalente a cromo trivalente
frecuentemente se han llevado a cabo y ahora estd bien establecido que la ruta especifica por la cual
ocurre la transferencia de tres electrones, depende de la identidad y disponibilidad de agentes
reductores, condiciones de pH y también de la presencia de especies co-reductoras [96, 97]. Los
resultados obtenidos en estos estudios han sido de gran importancia en quimica orgdnica, porque
algunos tipos de intermediarios de cromo (Cr(V) o Cr(IV)) actian como oxidantes o catalizadores de
varias reacciones [98, 99]. En particular, el 4dcido oxdlico ha servido como una molécula prototipo
para estudiar la oxidacién de compuestos organicos por acido crémico, y el rol catalitico de Mn(II)
en estas reacciones ha sido reportado [100, 101]. Por otra parte, la reduccién de Cr(VI) en condiciones
fisiologicas es de alta relevancia bioldgica, porque las especies intermediarias formadas en el
transcurso de este proceso, promueven el estrés oxidativo y el dafio al ADN [102, 103]. Uno de los
aspectos mds estudiados es la remediacion del medioambiente contaminado por Cr(VI), y en este
campo también es necesario el entendimiento detallado de los mecanismos de reduccién de cromo a
fin de asegurar eficiente conversion de Cr(VI) a Cr(Ill) y, subsecuentemente, la
estabilizacién/eliminacién de Cr(III) por su sorcién sobre fase solida o como precipitado de Cr(OH)3
[104, 105]. En este sentido, la factibilidad de los 4cidos orgdnicos como donadores de electrones
durante la reduccién de Cr(VI) se ha estudiado en soluciones modelo, en suelos [106-109] y en
cultivos microbioldgicos [110]. Se ha demostrado que los 4cidos citrico, tartérico, salicilico,
ascorbico y oxalico son capaces de reducir Cr(VI) lentamente en condiciones ligeramente acidas (pH
3-5); sin embargo, los procesos pueden ser acelerados con la presencia de agentes co-reductores
adecuados y/o iones de metales de transicion que pueden ciclar entre sus dos estados de oxidacién
(por ejemplo Fe(Ill)/Fe(Il)) [105, 111-113]. Especificamente, la accién catalitica de manganeso
divalente (Mn(Il)) durante la reduccién de Cr(VI) por 4cidos citrico, ascérbico y tartdrico se ha

reportado en estudios llevados a cabo en modelos abidticos y en suelo a pH < 5 [105, 114].
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La espectrofotometria UV/Vis y espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica
fueron las primeras herramientas analiticas que se utilizaron para estudiar el mecanismo de reduccién
de Cr(VI) [105, 111, 113-116] . En estudios mas recientes, se han empleado ademads las técnicas de
resonancia magnética nuclear, espectroscopia de absorcién de rayos-X y espectrometria de masas
debido a su capacidad de la caracterizacidon estructural especificamente de intermediarios de reaccion
durante la reduccién de Cr(VI) [114-119]. En particular, de especies polares y/o cargadas la
espectrometria de masas con ionizacion por electronebulizacion (ESI-MS) y espectrometria de masas
en tandem (MS)" proporcionan informacion de masa exacta, padron isotdpico y patrén de
fragmentacién molecular, requeridas para su identificacion inequivoca. A diferencia de otras técnicas
con capacidad de caracterizacién estructural, la espectrometria de masas ofrece un andlisis rdpido y
simultdneo de varios intermediarios reactivos de vida corta presentes en la mezcla de reaccién sin
requerimiento de su separacidn/aislamiento. Gracias a la excepcional selectividad de instrumentos de
alta resolucion, la solucién puede ser introducida por infusién directa, y los cambios de intensidad
para iones individuales pueden ser monitoreados en tiempo real y simultidneamente para varias
especies. Cabe destacar que en fuente de ionizacién suave (ESI), los iones intactos pasan de la
solucién a la fase gaseosa, mientras especies polares se convierten en sus iones protonados sin
alteracion de los enlaces covalentes existentes e interacciones fuertes no covalentes [120, 121].

En el presente trabajo se utilizaron diferentes herramientas analiticas, con el fin de obtener
una mayor comprension del mecanismo de reduccién de Cr(VI) por acido oxdlico en presencia de
manganeso divalente. Esta reaccién ha sido estudiada en diferentes contextos fisicoquimicos; sin
embargo, el mecanismo preciso responsable del efecto favorable de manganeso en el curso de
reduccién de Cr(VI), aun no es claro [100, 122]. Cabe destacar que, para tener consistencia, se
utilizaron técnicas instrumentales basadas en diferentes principios fisicoquimicos lo que proporciond
buena confiabilidad del modelo propuesto. En particular, se ha utilizado una combinacién de
espectrofotometria UV/Vis, cromatografia de liquidos con deteccién espectrofotométrica y
espectrometria de emisién atémica, por primera vez en un estudio del mecanismo de reduccién de
Cr(VI) y se realiz6 también el estudio por espectrometria de masas de alta resolucién. En particular,
separacion cromatografica acoplada con espectrometria de emisién atdmica con excitacion en plasma
de nitrégeno sostenido por microondas (MP-AES) se utiliz6 para la deteccion de especies de cromo
y manganeso y para su cuantificacién durante el curso de la reaccién; mientras la espectrometria de

masas permitio la identificacion en tiempo real de los intermediarios y productos de reaccion.
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IV.1.2. Parte experimental

Reactivos y soluciones. Todos los reactivos quimicos fueron de grado reactivo analitico;
agua desionizada (18.2 MQ cm, Labconco, USA) y metanol grado LC-MS (Sigma, Milwaukee,
USA). Dicromato de potasio, sulfato de manganeso, dcido oxalico y dcido férmico fueron de sigma.

Soluciones stock de cromo hexavalente (0.2 M Cr(VI)), manganeso divalente (0.25 M
Mn(Il)) y 4cido oxdlico (1 M) fueron preparadas de los reactivos anteriores utilizando agua
desionizada. Las mezclas de reaccién fueron obtenidas mediante adicién de 200 pl de solucién de
dcido oxalico a un tubo Falcon conteniendo 10 ml de agua desionizada, vortex, adicién de 50 ul de
Cr(VI), vortex y adicién de alicuotas apropiadas de Mn(II) (O ul — 80 ul); finalmente el volumen fue
llevado a 15 ml con agua desionizada. Las soluciones fueron analizadas inmediatamente y en
sucesivas corridas durante un periodo de tiempo hasta 2 h.

Espectrometria UV/Vis. Espectros de absorcién (250 nm — 650 nm) de 1a mezcla de reaccién
fueron adquiridos usando un espectrofotometro Spectronic 3000 Diode Array Milton Roy (resolucion
0.35 nm, Miltan Roy Inst. Co.).

Analisis HPLC-DAD. Las mezclas de reaccion fueron analizadas por cromatografia de
liquidos de alta resolucidn en fase reversa con deteccidon espectrofotométrica de arreglo de diodos
(HPLC series 1200, Agilent Technologies); a partir de la preparaciéon de cada solucidn, inyecciones
sucesivas (20 pl) fueron repetidas cada 10 minutos durante 1 hora. La columna cromatogréfica fue
Luna C18 (250 x 4.6 mm, 5 um, Phenomenex); elucidn isocrética fue llevada a cabo con fase movil
con 0.1 % v/v de 4cido férmico en 0.5 % v/v de metanol, con el flujo de la columna de 0.8 ml min!
y deteccién en un rango de longitud de onda 250 nm — 700 nm. Basado en muiltiples inyecciones, a
lo largo del texto para cada sefial cromatogréfica se reporta su tiempo de retenciéon promedio con
respectiva desviacién estandar.

Analisis HPLC-MP-AES. El anterior sistema cromatografico fue acoplado en-linea, a través
de un corto tubo PEEK®. Se utiliz6 el nebulizador de teflén y cdmara de rociado ciclénica de un solo
paso y el equipo MP-AES 4100, Agilent Technologies, como se describi6 anteriormente. Las
condiciones de funcionamiento del instrumento fueron las siguientes: presiéon de nebulizacién 220
kPa, presion de nitrégeno 140 psi, posicién de lectura 0, tiempo de integracién 1 s, longitud de onda
425.433 nm y 403.076 nm, para la deteccion especifica de cromo y manganeso respectivamente.
Basado en muiltiples inyecciones, para cada sefial cromatogréfica se reporta el tiempo medio de
retencion con su respectiva desviacién estandar.

Analisis ESI-QTOFMS y MS/MS. Se utilizé un espectrometro de masas con dispositivo de
ionizacién ESI y analizador de masas de cuddruplo y tiempo de vuelo maxis impact ESI-QTOF-MS,

Bruker Daltonics, equipado con Data Analisis 4.1, el cual se utiliz6 con la introduccién de la muestra
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por infusién directa (3ul min™). ESI fue operado en modo negativo con voltaje de rociado de 4500 V,
flujo de gas de nitrégeno 4 1 min™, nitrégeno como gas de secado (180 °C) y presién del gas
nebulizador de 0.3 bar. Los espectros de la mezcla de reaccidon se adquirieron en el intervalo de
relacion m/z 80 - 400, la adquisicidn se repitio siete veces durante 90 minutos. Para la calibracién de

masa interna, se uso el ion molecular de H,Cr,O7, m/z 216.85379.

IV.1.3. Resultados y discusion

Mediciones espectrofotométricas. Una serie de soluciones conteniendo 0.67 mM de Cr(VI)
y dcido oxdlico en exceso con respecto al cromo hasta en una relaciéon molar de 50:1 fueron
preparadas; el pH de estas soluciones fue en un intervalo de 2.9 — 3.1. Los espectros de absorcién
UV/Vis mostraron dos bandas con médximos en 350 nm y 445 nm, respectivamente; no se observaron
cambios de su forma ni intensidad durante al menos cuatro horas, lo que coincide con los reportes
anteriores, en donde la reduccion de Cr(VI) por dcido oxélico fue favorecida cinéticamente en medio
acido (pH < 1.6) [115]. A continuacidn, diferentes concentraciones de Mn(II) fueron adicionadas a la
solucién de dicromato en un rango de relacion molar de Cr(VI):Mn(II) de 16:1 a 1:2; estas soluciones
presentaron esencialmente el mismo perfil espectral como Cr(VI) sin ningiin cambio en los espectros
registrados sucesivamente durante dos horas. Finalmente, diferentes alicuotas de Mn(Il) fueron
adicionadas a la mezcla Cr(VI) + acido oxalico obteniendo la relaciéon molar de Cr(VI):Mn(Il) de
16:1; 8:1; 4:1; 2:1; 1:2 y los espectros UV/Vis fueron registrados. Para cada solucion, la absorbancia
registrada a 350 nm se representé graficamente en funcién del tiempo durante 1.5 h (Fig. 7).

0.5
0.4 7
0.3
0.2

0.1

Absorbancia, 350 nm

Tiempo, min

Fig. 7. Efecto del aumento de las concentraciones de Mn(II) sobre el grado de reduccién de Cr(VI)
0.67 mM en la presencia de 4cido oxdlico 1 M, medida como absorbancia a 350 nm durante un periodo
de tiempo de 90 min; los graficos corresponden a lo siguiente: Cr(VI):Mn(II) relaciones molares:(-o-

)16:1; (-A\-) 8:1; (- 0-) 4:1; (-W-) 2:1; (-@-) 1:1; (-0O-) 1:2.
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En consistencia con estudios anteriores [100, 122], Mn(II) causé una disminucién gradual de
la sefal de absorcion de Cr(VI) conforme aumentaba el tiempo del contacto y la cinética de reduccién
fue claramente favorecida por el incremento en la concentracién de Mn(II). En todos los experimentos
posteriores, se utilizé una solucién mixta de Cr(VI) 0.67 mM, acido oxalico 13.3 mM y de Mn(Il)
0.33 mM; esta composicién (relacién molar de dcido oxdlico : Cr(VI) : Mn(Il) 20:1:2, pH 3.0) fue
seleccionada con el fin de promover la cinética de reaccion y para facilitar la deteccién de especies
intermediarias por diferentes técnicas instrumentales. Los espectros de absorciéon UV/Vis de la
solucién anterior se presentan en la Fig. 8a; estos espectros, se adquirieron repetidamente durante una
hora, mostrando cambios graduales en comparacion con el perfil espectral inicial. Para cada espectro,
la absorbancia se midi6é a 295 nm, 350 nm, 445 nm, y 540 nm y los valores obtenidos fueron
graficados en funcién del tiempo como se muestra en la Fig. 8b-e. La intensidad de absorbancia de
Cr(VI) a 350 nm disminuye rdpidamente y después de 60 minutos la reduccién practicamente fue

completa (comparar Fig. 8c y Fig. 7).
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Fig. 8. Los resultados obtenidos para la mezcla de reaccién: Cr(VI) 0.67 mM, dcido oxdlico 13.3 mM
y Mn(II) 0.33mM, midiendo absorbancia de las soluciones a diferentes tiempos de contacto. (a) Los
espectros de absorcidn adquiridos durante 1h desde la preparacién de la solucidn. (b); (¢); (d); (e) Los

valores de absorbancia registrados cada 10 min a 295 nm; 350 nm; 445 nm; 540 nm, respectivamente.
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El incremento inicial y posterior caida de las absorbancias medidas a 295 nm y 445 nm,
observado en la Fig. 8b y Fig. 8d, respectivamente, sugiere la formacién de al menos dos
intermediarios de cromo, que corresponden muy probablemente a Cr(V) o Cr(IV) [103, 117]. Se
preveia que la absorbancia a 540 nm se incrementaria conforme pasaba el tiempo, confirmando la
formacién de Cr(III) como el producto final de reduccidn; sin embargo, esta sefial presentd cambios
similares como aquellas que se midieron a 295 nm y 445 nm (comparar Fig. 8e con Fig. 8b, d), el
efecto que fue atribuido a la superposicion espectral de diferentes especies poco absorbentes de
CrdID), Cr(IV) y Cr(V) [123].

A pesar de evidente utilidad de los resultados anteriores para la confirmacién de la reduccién
de Cr(VI) en presencia de dcido oxdlico y Mn(Il); estos experimentos no proporcionan suficiente
evidencia experimental para una interpretacién mecanistica debido a las bandas de absorcién anchas,
asi como una baja selectividad y sensibilidad de las mediciones espectrofotométricas llevada a cabo
directamente en la mezcla de reaccion.

Analisis por HPLC-DAD. Las mezclas de reaccion fueron analizadas por cromatografia de
liquidos en fase inversa con detector espectrofotométrico de arreglo de diodos. En particular, se
utilizaron condiciones de separacion suaves con el fin de preservar la identidad de las especies (ver
seccién experimental). La solucién de Cr(VI) + 4cido oxalico asi como la solucién de Cr(VI) fueron
analizadas 2-3 minutos después de su preparacién y los cromatogramas registrados a 350 nm se
presentan en la Fig. 9a. Los espectros de absorcién adquiridos en el médximo de cada pico
cromatogréafico, se presenta en la Fig 9c-e. La mezcla de reaccién con adicién de Mn(Il) fue inyectada
al sistema cromatografico a 2-3 min, 15 min y 60 min después de su preparacion y los respectivos
cromatogramas se muestran en la Fig. 9b.

En ausencia de Mn(Il), el principal pico cromatogréfico es eluido a 5.05 + 0.01 min y el
espectro de absorcién en el dpice de este pico, es caracteristico para Cr(VI) (Fig. 9a, e). En el andlisis
de la mezcla de Cr(VI) + dcido oxdlico, aparecieron dos sefiales adicionales con menor intensidad y
con tiempos de retencién de 4.09 = 0.03 min y 4.46 + 0.04 min respectivamente (Fig. 9a). Con base
en los espectros de absorcion (Fig. 9c, d), estas especies pueden corresponder a los estados de
oxidacién intermedios generados durante la reduccion de Cr(VI) y las cuales también se observaron
en las mediciones espectrofotométricas directas (Fig. 8a, b). Las intensidades de estos picos se
mantuvieron practicamente sin cambios durante al menos 2 h, sugiriendo que el proceso de reduccion
de Cr(VI) se inici6 de inmediato, pero intermediarios generados en esta etapa no pudieron ser
reducidos probablemente debido a una barrera cinética. Efectivamente, hay reportes sobre la
formacion del intermediario Cr(V) de una vida larga durante la reduccién de Cr(VI) por dcido oxdlico

y ademads la reduccién de Cr(VI) a Cr(V) es considerada como la etapa limitante durante la reduccién
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de Cr(VI) [99, 124, 125]. Por otra parte, la formacién de Cr(IV) durante la reduccién de Cr(VI), asi
como la generacién de intermediarios de cromo de valencia mixta también se han considerado [101,
126].

En presencia de Mn(Il), el perfil de elucién fue similar al descrito anteriormente (el nimero,
posicién y forma de las sefiales cromatograficas), sin embargo en este caso, las intensidades de los
picos individuales cambiaron con el tiempo (Fig. 9b). La sefial cromatografica correspondiente a
Cr(VI) (tiempo de retencién 5.05 + 0.02 min) fue disminuyendo en inyecciones sucesivas y
desapareci6 totalmente después de 60 min, lo que confirma que el manganeso favorece el proceso de
reduccién. En la primera inyeccién, dos picos eluidos con més cortos tiempos de retencion en la Fig.
9b, presentan espectros de absorcion idénticos a los registrados sin adiciéon de Mn(II) (Fig. 9c, d), sin
embargo, sus intensidades fueron menores en presencia de Mn(II) (Fig. 9a, b). A pesar de la falta de
la resolucién, se puede observar que las dos sefiales débiles presentan diferentes cambios de
intensidad en sucesivas corridas cromatograficas: el primero de los picos (4.09 £ 0.03 min) aumentd
lentamente a lo largo del tiempo, mientras que el segundo (4.46 £ 0.04 min) inicialmente aumento
para después disminuir (Fig. 9b). Al mismo tiempo, los espectros adquiridos en el dpice de los dos
picos cromatograficos presentan cambios graduales. Estos resultados sugieren que el producto final
de la reduccion (Cr(III)) probablemente co-eluye con los intermediarios de reaccion en el primero de
los dos picos de baja resolucién, mientras que la segunda sefial cromatogréfica contiene solo una
especie intermediaria de cromo. También es claro que el Mn(Il) activa la reduccién de las formas
intermediarias de cromo. Estos resultados son consistentes con varios estudios anteriores que reportan
la capacidad del Mn(II) de mejorar la reduccién de Cr(IV) y Cr(V) [101, 127, 128].

La formacién de Cr(IIl) como el producto de reaccién final se muestra en los cromatogramas
de la Fig. 9b obtenidos a 540 nm. Estos, presentan dos sefiales con un tiempo de retencion de 2.57 +
0.01 min y 4.06 £ 0.03 min, respectivamente, y sus intensidades incrementan gradualmente en
inyecciones sucesivas de acuerdo con la generacion de dos productos finales de reaccién de Cr(I1I)
(Fig. 10a). Los espectros de absorcién adquiridos del dltimo cromatograma (60 min de agitacién de
los reactivos, Fig 10b, 10c) fueron idénticos y mostraron dos méaximos de absorbancia en 415 nm y
570 nm, lo que coincide con el espectro reportado previamente de Cr(IIl) en solucién del dcido

oxalico [129].
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Fig. 9. Resultados de HPLC-DAD obtenidos para la mezcla de reaccién a diferentes intervalos de
tiempo desde su preparacién (a) Cr(VI) 0.67 mM (____ ) y Cr(VI) 0.67 mM + 4cido oxalico 13.3 mM
(----): cromatogramas adquiridos después de 2-3 min con deteccién a 350 nm (b) Cr(VI) 0.67 mM,
dcido oxalico 13.3 mM y Mn(II) 0.33 mM: cromatogramas adquiridos inmediatamente ("), después
de 15 min (---) y 60 min (—) de su preparacién a 350 nm. (c); (d); (e) Espectros de absorcion
obtenidos en los maximos de los picos cromatograficos (a) con tiempos de elucién a 4.09 min; 4.46

min; 5.05 min, respectivamente.

Cabe destacar que la segunda sefial cromatografica (4.06 + 0.03 min, Fig. 10a), también estd
presente en el cromatograma registrado en 350 nm (4.09 £ 0.03 min, Fig. 9b), confirmando una co-
elucién de un producto minoritario de Cr(III) con algunos intermediarios de la reaccidn.

Finalmente, los espectros de absorcién adquiridos en dpices de las sefiales cromatograficas,
asi como los cambios de las intensidades de sefiales a lo largo del tiempo fueron consistentes con los
resultados obtenidos en las mediciones espectrofotométricas directas, lo que indica que el proceso
cromatografico no tuvo efecto alguno sobre el proceso de reduccidn y no afect6 la identidad de las
especies; sin embargo, las especies que eluyen entre 4 min y 4,5 min no pudieron ser asignadas de
manera inequivoca. Ademds, las mediciones espectrofotométricas no permiten la deteccién de los

compuestos de manganeso.
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Fig. 10. Resultados de HPLC-DAD obtenidos para la mezcla de reacciéon: Cr(VI) 0.67 mM, 4cido
oxalico 13.3 mM y Mn(Il) 0.33mM a diferentes intervalos de tiempo desde su preparacion. (a)

Cromatogramas adquiridos inmediatamente (......), después de 15 min (---) y 60 min ( ); longitud

de onda de deteccién 540 nm. (b); (c) Espectros de absorcion obtenidos en los maximos de los picos
cromatograficos que eluyen a tiempos de 2.57 min y 4.06 min, respectivamente; tiempo de reaccion

60 min.

Analisis por HPLC-MP-AES. Para proporcionar evidencia experimental sobre la presencia
de cromo y manganeso en las especies separadas cromatograficamente, la espectrometria de emision
atémica (MP-AES) fue utilizada como detector especifico elemental. Los cromatogramas obtenidos
para la mezcla de Cr(VI) + 4cido oxalico + Mn(II) en seis inyecciones sucesivas se presentan en la
Fig. 11; utilizando la linea de emisién de Cr (425.433 nm), se obtuvieron cuatro sefiales
cromatogréficas (Fig. 11a) con tiempos de retencién de 2.50 + 0.001 min, 4.18 + 0.02 min, 4.44 +
0.02 min y 5.68 + 0.02 min. Este perfil de elucién fue practicamente idéntico al obtenido para cromo
con detecciéon UV/Vis (Fig. 9a, b; Fig. 10a); sin embargo, las sefiales cromatograficas tuvieron un
ligero retraso en relacion con HPLC-DAD debido a las diferencias en la configuracion instrumental.
Para la deteccion especifica de manganeso se utilizé una linea de emision a 403.076 nm, y se
observaron dos picos cromatogrificos que se eluyeron con un tiempo de retencién de 2.30 £ 0.02 y
4.58 + 0.03 min, respectivamente (Fig. 10b). Como se muestra en la Fig. 10c, las sefiales
cromatogréficas adquiridos para Cr y Mn en este mismo andlisis cromatografico no se superponen,
lo que indica que no hay especies que contienen ambos elementos durante la reduccién de Cr(VI).

Este resultado es relevante, porque el mecanismo responsable del efecto observado del Mn(II) atin no
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es claro y algunos autores sugirieren la formacion de especies intermediarias que contienen en su
estructura dtomos de Cr, Mn y oxalato [100, 122].

Las soluciones de iones metdlicos individuales (Cr(VI), Cr(IIl), Mn(II)) en ausencia y en
presencia de 4cido oxdlico fueron también analizados por HPLC-MP-AES y cada cromatograma
mostré un s6lo pico cromatografico, que se mantuvo sin cambios durante varias inyecciones. Con
base en los tiempos de retencidon obtenidos para los estdndares anteriores, las sefiales de cromo,
eluidas a 2.5 £ 0.01 min y 5.68 + 0.02 min fueron asignadas a Cr(Ill) y Cr(VI), respectivamente;
mientras que otras dos sefiales poco separadas (4.18 + 0.02 min, 4.42 + 0.02 min) corresponderian a
las especies intermediarias de Cr generadas durante la reduccién (Fig. 11 b), como se discuti6 en la
seccién anterior. Para el manganeso, el primer pico cromatografico eluido a 2.30 £ 0.02 min (Fig.
11b) corresponde a Mn(II). De acuerdo con los resultados por HPLC-DAD (Fig. 9, 10), la intensidad
de los picos cromatograficos obtenidos con deteccion MP-AES varia en sucesivas corridas analiticas
(Fig. 11 a,b).

Para confirmar la importancia del Mn(II) durante la reduccién de Cr(VI) por 4cido oxdlico
(pH 3.0) y también para la evaluacién cuantitativa de las especies elementales en diferentes etapas de
este proceso, se llevé a cabo el siguiente experimento: una solucién de Cr(VI) 0.67 mM y &cido
oxdlico 13.3 mM fue preparada (15 ml) y se introdujo repetidamente al sistema cromatografico con
deteccion MP-AES durante una hora (4 inyecciones); luego una pequefia alicuota (20 ul) de una
solucién estandar de Mn(Il) se afladié produciendo una concentracién final de manganeso de 0.33
mM, y esta mezcla se analiz6 durante 80 min en intervalos de 10 min. En la Fig. 11d, los resultados
se presentan como cambio de concentraciones de Mn y Cr correspondientes a cada una de las sefiales
cromatogréficas en funcién del tiempo (escala de tiempo en el eje X). Como se observa en la Fig.
11a, en ausencia de Mn(Il) la concentracién de Cr(VI) permanece practicamente sin cambios, con
solo trazas detectadas para intermediarios de cromo (dos picos minoritarios poco separados de Cr,

Fig. 11a, se integraron juntos).
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Fig. 11. Resultados de HPLC-MP-AES obtenidos de la mezcla de reaccién: Cr(VI) 0.67 mM, 4cido
oxdlico 13.3 mM a la que se le adicioné Mn(II) 0.33mM después de 1 h desde su preparacion. (a)
Cromatogramas obtenidos para Cr (425.433) inmediatamente después de la adiciéon de Mn(II) (—) y
después de 15 min (----), 30 min (--), 60 min (). (b) Cromatogramas obtenidos para Mn (403.076),
inmediatamente después de la adicién de Mn(I) (—) y después de 15 min (----), 30 min (-'-), 60 min
(). (c) Cromatogramas obtenidos después de 1 h de la adicién de Mn(II) con deteccién especifica
de Cr (----) y Mn (—). (d) concentraciones correspondientes a cada pico cromatogrifico en
inyecciones sucesivas: (-4&-) — Cr(VI) sefal te;= 5.68 min; (- ® -) — Cr(III) sefial tyee= 2.50 min; (-W)
— Cr(intermediario) sefal tret= 4.18 min + tret = 4.42 min; (-O-) — Mn(II) sefial tree= 2.30 min; (-A-)

— Mn(intermediario) sefial, ty;=4.58 min.

Después, de la adicién de Mn(Il), la reduccién de Cr(VI) comenzé inmediatamente y se
completé después de una hora. Al mismo tiempo, la concentracion de Cr(Ill) increment6
gradualmente; las concentracion de cromo obtenidas para las dos sefiales poco separadas presentaron
una tendencia similar, sin embargo el incremento fue mucho menos pronunciado, lo que confirma
que las especies intermedias fueron cuantificadas junto con el segundo producto de Cr(IIl) (Fig. 9b,
Fig. 10a). Asimismo, el porcentaje de recuperacién de Cr en cada corrida cromatogréfica, calculado

como la suma de las concentraciones que se encuentran en cada pico con respecto a la concentracién
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introducida en la columna (0.67 mM), estaba en el rango de 80 — 113 % lo que indica una aceptable
confiabilidad de los datos analiticos. Se obtuvieron resultados interesantes para el manganeso; la
disminucién de la concentracidn inicial de Mn(Il) fue acompaifiada por la formacién de una segunda
especie de este elemento, pero después de una hora a partir de la adicién de manganeso, hubo una
tendencia hacia la recuperacién de Mn(II) y la disminucién de la segunda especie, lo que es un claro
indicativo de un cardcter intermediario de éste ultimo. Cuando las dos formas de manganeso estin
presentes, la intensidad de emision registrada entre sus respectivas seflales cromatogréficas fue mayor
que la linea de base (Fig. 11b), lo que sugiere que las especies intermedias pueden ser inestables
durante el proceso cromatografico. Con base en la integracion de las dos sefiales de Mn, el porcentaje
de recuperacion fue de 65 — 102 %; estos valores relativamente mds bajos en comparacién con la
recuperaciéon de Cr deben ser atribuidos a la elucidon continua del elemento anteriormente
mencionado.

En resumen, en los resultados obtenidos en esta parte del estudio se demuestra que el Mn(II)
es requerido para una rapida y eficiente reduccién de Cr(VI) por dcido oxdlico a pH 3. El proceso de
reduccién involucra la generacién de especies intermediarias de Cr y dos compuestos de Cr(III)
formados como producto final. Durante el transcurso de la reaccion, el Mn(II) activa la reduccién de
especies intermediaria de cromo; al hacerlo, se convierte a una forma diferente (probablemente
Mn(IIl)) que al parecer vuelve a convertirse en la especie inicial de Mn(Il) al final del proceso de
reduccién. Cabe mencionar, que no se detectd ninguna especie que contenga ambos elementos.

Analisis por ESI-QTOFMS. Para la elucidacion final de las estructuras moleculares
implicadas en la reduccion de Cr(VI), la mezcla de reaccion se prepar6 de la misma forma que para
HPLC-MP-AES y se analizé mediante espectrometria de masas de alta resolucién con infusién
directa. Los cambios de abundancia para cada sefial m/z fueron seguidos por mediciones repetidas;
los dos primeros se realizaron para la mezcla de Cr(VI) + 4cido oxdlico (2-3 min después de la
preparacion y a los 10 min), luego se anadié Mn(Il) a la mezcla y se adquirieron los espectros de
masas en cinco mediciones sucesivas entre 10 y 90 min. Los espectros obtenidos en ausencia de
Mn(II) no presentaron diferencias importantes; sin embargo, después de la adiciéon de Mn(Il) se
observo un cambio gradual de intensidad durante el tiempo para varios valores m/z y aparecieron
nuevas seflales que corresponden a especies de manganeso. Once sefiales fueron seleccionadas para
un andlisis posterior; en base a los valores m/z experimentales de iones moleculares, se generaron sus
respectivas férmulas moleculares y espectros tedricos (Data Analysis 4.1). Los resultados obtenidos
se presentan en la Tabla 3; se puede observar que el error de masa estuvo en el rango de 0.18 a 2.39
ppm, lo que confirma la asignacién precisa de especies. Tres compuestos fueron identificados como

cromo hexavalente (A, B, C), dos eran intermedios pentavalentes (D, E), uno era intermediario
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tetravalente (F) y tres correspondian a cromo trivalente (G, H, I). Para el manganeso, se identificaron
una especie divalente (J) y una especie trivalente (K). Para cada compuesto, la abundancia de su ion
molecular se adquiri6 siete veces durante 90 min y los resultados obtenidos se presentan en la Fig. 12
y la Fig. 13, junto con las estructuras moleculares respectivas. Se puede observar en la Fig. 12a que
antes de la adiciéon de Mn(II), habia tres compuestos hexavalentes en equilibrio: cromato (especie
principal, A), complejo Cr(VI)-mono-oxalato (B) y dicromato (C). Después de la adiciéon de Mn(Il),
las cantidades de A, B y C disminuyeron gradualmente hasta desaparecer completamente después de
aproximadamente una hora, lo que estd de acuerdo con los resultados de las mediciones directas de
UV/Vis. (fig. 8c), HPLC-DAD (Fig. 9b) y HPLC-MP-AES (Fig. 11d). Como se indicé desde el
principio, no se pretendia la resolucién cromatografica de especies individuales y A, B, C en las
Figuras mencionadas anteriormente eluian siempre en forma de un amplio pico cromatografico.
También se ha mencionado anteriormente que solo se observé un pico cromatogréfico para la solucién

de Cr(VI) + acido oxalico.

Tabla 3. Asignacién de compuestos que contienen cromo y manganeso, basados en las mediciones

de masa exactas realizadas en la mezcla de reaccién por infusién directa ESI-QTOF-MS.

m/z

Compuesto | Experimental tedrica A, ppm Formula neutra
A 116.9283 116.9285 2.39 H,Cr"0,
B 188.9132 188.9133 0.23 H,C.Cr"0,
C 216.8538 216.8538 0.00 H>Cr,"0;,
D 243.8950 243.8953 1.22 CsCrV0y
E 171.9105 171.9105 0.49 HC.Cr'V'0g
F 1729187 1729184 1.91 H,C,Cr"™0g
G 227.9002 227.9004 0.76 HC4Cr"™Os
H 317.8957 317.8957 0.18 H;CeCr'"0y,
I 155.9156 155.9156 0.19 HC-Cr'"Og
J 231.9057 231.9054 1.36 H,CsMn"MOy
K 230.8979 230.8977 0.96 HC:Mn"MOg

Se detectaron dos compuestos intermedios de cromo pentavalente, complejo de Cr(V)-bis-
oxalato (D) y Cr(V)-mono-oxalato (E) en ausencia de Mn(II) pero sus abundancias en los espectros
de masas no cambian hasta que se haya agregado manganeso a la solucién; luego, la formacién de los
dos intermedios aumentd y después de aproximadamente 20 minutos, ambas especies comenzaron a
desaparecer gradualmente (Fig. 12b). Se obtuvieron resultados similares por HPLC-DAD (Fig. 9a, b)
y por HPLC-MP-AES (Fig. 11a, d). En particular, los resultados de ESI-MS confirmaron la presencia
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de dos intermedios Cr(V) en picos cromatograficos poco resueltos eluyendo entre 4.0 y 4.5 min. La
deteccion e identificacion de cromo tetravalente (compuesto F) fue una contribucién importante de
este estudio, porque demostrd que el proceso de reduccion involucraba tres procesos de transferencia
de un electrén. Esta tarea fue desafiante por muchas razones; Se ha informado de que Mn(II) es un
catalizador de la reduccién de Cr(IV) [101, 119] y Cr(IV) generalmente se considera un intermediario
de vida corta [97, 130] y por tanto, solo se pueden esperar cantidades minimas en la mezcla de
reaccién. Ademds, los compuestos E y F difieren solo en un dtomo de hidrégeno y sus patrones
isotdpicos parcialmente se superponen; Cabe destacar que dificultades similares en la deteccion de
Cr(IV) por ESI-MS habian sido reportadas antes [97, 130]. En la Fig. 12c, se presenta el cambio de

la intensidad del i6n molecular a lo largo del tiempo para el complejo F (complejo Cr(IV)-mono-

oxalato).
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Fig. 12. Resultados de la espectrometria de masas moleculares: estructuras moleculares de ocho

compuestos de cromo (A-K) y cambios de su abundancia a lo largo del tiempo. (a) A, B, C. (b) D, E.
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Como productos finales de la reduccién de Cr(VI), se detectaron tres compuestos de Cr(IIl);
en el orden decreciente de abundancia, G, H e I se identificaron como complejos de Cr(III)-bis-

oxalato, Cr(Ill)-tri-oxalato y Cr(IIl)-mono-oxalato, respectivamente. L.os iones moleculares de los
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tres compuestos presentaron un aumento gradual de la abundancia después de la adicién de Mn(II) a
la mezcla de reaccién (Fig. 12d). Estos resultados también fueron consistentes con datos de HPLC-
DAD (Fig. 10a) y HPLC-MP-AES (Fig. 11a, d); sin embargo, debe notarse que antes solo se
observaron dos formas de Cr(Ill), muy probablemente debido a una selectividad insuficiente de
herramientas analiticas y bajas concentraciones de H e I. Dos compuestos de manganeso, J y K, se
identificaron como complejo Mn(Il)-bis-oxalato y complejo Mn(Ill)-bis-oxalato, respectivamente
(Tabla 3, Fig. 13). De acuerdo con los resultados de HPLC-MP-AES (Fig. 11d), el aumento inicial
de la sefial J después de la adicién de Mn(II) se sigui6 por su disminucién temporal con una tendencia
de recuperacién al final del proceso de reducciéon (Fig. 13). El cambio de abundancia para el
compuesto K se parecia al observado para la forma intermedia de Mn en el anélisis HPLC-MP-AES
(Fig. 11d); sin embargo, la intensidad relativa de K en los espectros de masas fue mucho mayor con
respecto al intermediario de Mn en los cromatégramas de MP-AES (comparese la Fig. 13 y la Fig.
11d). Esta diferencia no fue sorprendente, porque el intermediario de Mn se degradé parcialmente
durante el proceso cromatografico (elucién de Mn continua entre dos picos bien definidos), mientras
que la infusién directa y la fuente de ionizacién suave en el andlisis de espectrometria de masas

aparentemente tuvieron un efecto insignificante en la integridad de K.
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Fig. 13. Resultados de la espectrometria de masas moleculares: estructuras moleculares de dos

compuestos de manganeso (J, K) y cambios de su abundancia a lo largo del tiempo de reaccién.

Mecanismo de reduccién propuesto. Como se indic6 por diferentes analisis llevados a cabo

en este trabajo, en ausencia de Mn(Il), la reduccién de Cr(VI) practicamente no se produjo y solo
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pequenas cantidades de intermediarios de Cr(V) y Cr(IV) son detectadas. Las reacciones que tienen
lugar en la mezcla de Cr(VI) con 4cido oxdlico (pH 3) se comprendieron como se muestra en el
Esquema 1. La identificacién de B como uno de los compuestos de Cr(VI) estd de acuerdo con el

primer paso generalmente aceptado de oxidacién de Cr(VI) de sustratos orgdnicos [126, 131].
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Esquema 1. Reacciones que se producen en la mezcla de Cr(VI) y 4cido oxalico (pH 3).

La reduccién de Cr(VI) por el dcido oxdlico produce didxido de carbono, lo que sugiere que
el compuesto F se puede formar directamente a partir de B mediante transferencia de dos electrones;
la liberacién de ion hidrégeno en este proceso no se veria obstaculizada (pH 3). En cuanto al cromo
pentavalente, el compuesto E podria generarse a partir de compuestos F y B; como ya se menciond
antes, los intermedios de cromo de valencia mixta se han propuesto en otros estudios [126] asi como
la formacién de Cr(V) a partir de Cr(VI) y Cr(IV) [132]. Dicha ruta de generacién de Cr(V) estd
respaldada por una abundancia relativamente alta de compuestos pentavalentes en comparacién con
el compuesto F tetravalente (Fig. 12). Cuando se afiadié Mn(II) a la mezcla de reaccién, comenzaron
a cambiar las abundancias de compuestos de cromo ya existentes y se observo la generacién de nuevos
compuestos de Mn(IIl) y Cr(Ill), lo que indica que el papel de Mn(Il) fue acelerar el proceso de
reduccién representado en el Esquema 1. En base a los resultados presentados en las secciones
previas, el mecanismo de reduccién de Cr(VI) en presencia de Mn(Il) se ha propuesto como se

muestra en el Esquema 2.
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Esquema 2. Mecanismo de reaccion propuesto para la reduccién de Cr(VI) con 4cido oxalico en
presencia de Mn(II).
La acomplejacién de Mn(II) por ligandos orgdnicos pequeiios tales como citrato u oxalato se

habia propuesto como un requisito previo para la transferencia de electrones durante la reduccién de
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Cr(VI) [105, 106, 122] y, de hecho, el compuesto J se identific6 como complejo de Mn(Il)-bis-
oxalato. La formacién del complejo Mn(Il)-bis-oxalato acompafiada de una mayor abundancia de
intermediarios de Cr(V) y Cr(IV) sugiere que se transfirié un electrén de J a especies de cromo B, D
o E, convirtiendo Cr =O contenido en sus estructuras a Cr-OH. La unica especie de Cr(IV) no
detectada por ESI-MS corresponde al compuesto F que a diferencia de las estructuras para los
intermedios anteriores de Cr(IV), no presentaba un enlace Cr=0. Se esperaba que Mn(II) actuara por
igual en todas las reacciones de transferencia de un electrén, por lo que la conversién de F en X por
la pérdida de H,O se propuso como un compuesto no cargado y no polar el cual no pudo ser
confirmado por ESI-MS, pero se detectd su producto de reduccién (I) (Tabla 3, Fig. 12d). La reaccion
de esterificacién entre el 4cido oxdlico y el grupo -OH en I produciria el compuesto G que es la
principal especie de Cr(IlI) detectada por ESI-MS; que es consistente con el estudio anterior, donde
la evaluacion cuantitativa del consumo total de dcido oxdlico indic6 su requerimiento no solo para la
reduccién de Cr(VI) sino también para la acomplejacion de Cr(IIT) [115]. La generacién de diferentes
complejos de Cr(IIl) con oxalato durante la reduccién de Cr(VI) también ha sido reportada [100].

Al final del proceso de reduccidn, se observé la recuperacién de Mn(II) de Mn(III) por HPLC-
MP-AES (Fig 11d) y por ESI-MS (Fig. 13), confirmando que las especies de Mn trivalente es
inestable, reactivo y aparece solo en presencia de aceptor de electrones (B, D, E, X). De acuerdo con
el mecanismo de reaccién propuesto en este trabajo, el dcido oxalico era capaz de reducir Cr(VI) a
Cr(IV) mediante transferencia de dos electrones y simultdneamente generar CO»; pero la progresion
de este proceso se vio obstaculizada. Cuando se afiadié Mn(Il), la especie reductora activa parecia ser
el complejo Mn(I)-bis-oxalato (J); la transferencia de un electrén de J a B, D, E o X, produjo la
conversion de Cr=0 a Cr-OH y la formacién de éster de oxalato ciclico de Mn(IIl) (K). La capacidad
de Mn(Il) para la reduccién de Cr(VI), Cr(V) y Cr(IV) se ha observado en otros estudios [115, 126].
también es relevante que el efecto favorable de Mn(II) durante la reduccién de cromo (VI) por dcidos
orgéanicos se informé que era mds pronunciado a acidez mas bajas [133], que confirma que se requiri6
la interrupcion del enlace -OH en el complejo Mn(I)-bis-oxalato para la transferencia de electrones
(pH 3). La ruta de reaccion propuesta (Esquema 2) apunta al papel catalitico del manganeso divalente,
a menudo descrito en la literatura [126, 132] sin embargo, la formacion de cualquier especie de Cr-

Mn mixta en el curso de la reaccién no se observé en este trabajo.
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IV.1.4. Conclusiones

En ese trabajo, una combinacién de diferentes técnicas analiticas fue utilizada con el fin de
obtener una mejor comprension sobre el mecanismo de reaccién en el cual el manganeso divalente
desempefia una funcién muy importante durante la reduccién de cromo hexavalente por dcido oxalico
en solucién acuosa (pH 3). En particular, las mediciones espectrofotométricas UV/Vis directas
indican que el Mn(Il) es necesario para una reduccién rdpida y eficiente; especificamente, en la
solucién de Cr(VI) 0.67 mM, 4cido oxalico 13.3 mM y Mn(II) 0.33 mM, la reduccién se completd en
1 h. Para mejorar la selectividad de las mediciones UV/Vis, se utilizé cromatografia de liquidos con
deteccion DAD. Los resultados obtenidos para la mezcla de reacciéon en sucesivos andlisis
cromatograficos demostraron la formacién de al menos dos intermediarios de cromo y también al
menos dos productos finales de Cr(IIl). Este mismo sistema de separacion fue acoplado a MP-AES
para la deteccion especifica de cromo y manganeso; al hacerlo, se logré la cuantificacion de dos
elementos en compuestos separados cromatogrificamente y se confirmé la formacién de
intermediarios de cromo y dos productos de Cr(IIl). Ademads, un intermediario de Mn fue detectado.
Lo mds importante fue que se descartd la formacién de cualquier intermediario conteniendo dos
elementos. Por otro lado, MP-AES no proporcioné identidad de especies individuales, y esta
informacién crucial se obtuvo mediante espectrometria de masas de alta resolucion. Especificamente,
por infusién directa de la mezcla de reacciéon a ESI-QTOFMS, los espectros de masas se adquirieron
en tiempo real, durante el curso de la reaccion. Se identificaron once compuestos (A-K) y para cada
uno de ellos, se evaluaron los cambios de la intensidad del i6n molecular durante el tiempo de
reaccion. La combinacion de técnicas analiticas, basadas en diferentes principios fisicoquimicos,
proporcioné resultados consistentes y complementarios que permitieron disefiar un mecanismo
confiable de reduccién. Se propone que el 4dcido oxdlico en si sea capaz de transferir dos electrones
causando la reduccién de B = F y laliberacién de CO,. Como se muestra en el Esquema 1, la reaccién
posterior entre B y F produciria dos moléculas D; sin embargo, solo se detectaron pequefias e
invariables cantidades de intermedios de cromo en el tiempo, lo que indica que el progreso de la
reaccion se vio obstaculizado. En presencia de Mn(II), se encontré el complejo Mn(II)-bis-oxalato (J)
como una especie reductora activa; el mecanismo de reaccién propuesto implica la transferencia de
un electrén desde J a cualquier compuesto de cromo que contenga un enlace Cr=0, lo que da como
resultado su reduccién a Cr-OH y la generacioén de complejo de Mn(I1I)-bis-oxalato (K). Al final del
proceso de reduccion, se observo la conversion de K a J, lo que confirma el papel catalitico de Mn(II).

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el dcido oxdlico en

combinaciéon de Mn(I[) podria ser una opcidn interesante para la remediacién de ambientes
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contaminados, ya que la reduccién de Cr(VI) en este sistema no requiere condiciones dcidas fuertes

y el producto de oxidacion final (CO,) es relativamente inofensivo.
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IV.2. Especiacion analitica de mercurio en atin enlatado y pescado fresco mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucién con deteccién por ICP-MS con Bi** como estandar

interno y N-acetilcisteina como agente acomplejante.

IV.2.1. Introduccién

El mercurio inorganico (Hg*") y el metilmercurio (CH3;Hg") son las especies principales de
este elemento que se encuentran en los organismos marinos y por lo cual el consumo de pescado es
la principal fuente de metilmercurio para los seres humanos. En este sentido y una vez que se han
evaluado los riesgos ambientales y toxicoldgicos relacionados con estas especies, diferentes
organismos gubernamentales establecieron maximas concentraciones permisibles de mercurio en los
productos relacionados con los alimentos [14]. En particular, la Administracién de Alimentos y
Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos ha regulado el nivel de concentracién permitida en
pescado a 1 mg kg de masa fresca (wm) [15]. Por esa razén, existe una fuerte demanda en el
desarrollo de procedimientos analiticos que proporcionen datos confiables tanto de mercurio total
como de sus especies quimicas en estas complejas matrices bioldgicas.

En el andlisis de especiacién, se puede observar una preferencia por el uso de la separacién
de cromatografia liquida acoplada a un detector de elementos especifico [134-136]. En particular, la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con espectrometria de masas de plasma acoplada
inductivamente (ICP-MS) ofrece las siguientes ventajas: (i) para cromatografia de liquidos no es
necesario derivatizar las especies de mercurio, (ii) se pueden utilizar diferentes mecanismos de
separacion, (iii) el acoplamiento entre HPLC y ICP-MS es ficil, (iv) ICP-MS ofrece bajos limites de
deteccidn, sin interferencias y tiene capacidad para el andlisis isotépico [135, 137, 138]. Si bien la
parte de separacion/cuantificacién del procedimiento analitico no es problematica, en la actualidad,
la extraccién cuantitativa de mercurio inorgénico y orgdnico sin afectar la distribucién natural de las
especies sigue siendo un desafio. En este sentido, se han estudiado varios procedimientos en
condiciones 4cidas o alcalinas y se ha considerado el uso de agentes acomplejantes como por ejemplo:
L-cistefna, 2-mercaptoetanol, tiourea, ditiocarbamato de pirrolidina de amonio, dietilditiocarbamato
de sodio o ditizona [8, 135, 138-140]. Recientemente, las extracciones asistidas por ultrasonido y
microondas se han empleado frecuentemente, ya que ofrecen un mejor rendimiento de la muestra y
requieren cantidades mds bajas de los reactivos [8, 135, 137, 141]. Sin embargo, a menudo se ha
reportado que la precisiéon de los resultados finales se ve comprometida por posibles pérdidas de
especies voldtiles durante la digestiéon a alta temperatura y presidon elevada, interconversion de
especies o contaminacién de las muestras [142, 143]. En este contexto, se han estudiado diferentes
estrategias para superar las limitaciones anteriores, incluido el uso de condiciones de extraccion

suaves [139, 140, 144] y el uso de estdndar interno [145-147]. Por otro lado, la espectrometria de

61



masa con cuantificacioén por dilucién isotdpica especiada (SIDMS, por sus siglas en inglés especies
specific isotope dilution mass spectrometry) ha sido recomendada como una técnica de cuantificacién
y una herramienta de diagndstico, que permite evaluar y corregir las transformaciones de las especies
y la recuperacién no cuantitativa de las mismas [143, 148-150]. Aunque, SIDMS empleada en la
especiacion de mercurio ha sido aceptada como un método estandarizado por la EPA de EE. UU.
(Método 6800) [7, 151], existen ciertos factores que limitan el uso de la misma como lo son:
incertidumbres debidas a las relaciones de cantidad de isétopos medidas y las asociadas con la
abundancia de is6topos naturales de Hg [152], asi como la disponibilidad de estdndares enriquecidos
con is6topos estables y el alto costo del andlisis. Cabe mencionar, que para facilitar el manejo de la
muestra y para fines de confiabilidad analitica, los resultados de la cuantificacién generalmente se
refieren a la masa de muestra seca o liofilizada [8]. Sin embargo, los niveles regulados, establecidos
por organismos gubernamentales, se expresan siempre como los niveles de concentracién en masa
himeda para facilitar la evaluacién de las porciones comestibles [14].

En este trabajo, se propone un mejoramiento a un procedimiento de especiacion de mercurio
por HPLC-ICP-MS establecido previamente en el grupo de investigacion [153], en el cual se utiliza
el ion bismuto como estdndar interno, para corregir las imprecisiones cometidas durante todo el
procedimiento. Una de las mejoras que se propuso fue el uso de N-acetilcisteina en vez de L-cisteina,
como agente acomplejante de las especies de Hg** y CHs;Hg'. Puesto que cistefna utilizada
previamente es del origen natural, el problema persistente en los andlisis fue la contaminacién de este
compuesto con mercurio. Es por ello que en este trabajo se propuso utilizar N-acetilcisteina - un
compuesto sintético el cual contiene mas bajas concentraciones de mercurio, lo que permitié
disminuir la sefial del blanco, ademaés de que el uso de N-acetilcisteina mejord un poco la separacién
cromatografica de las especies de mercurio y del EI de bismuto. Otra mejora que se realizd al
procedimiento fue el uso de sistema de digestién por microondas reduciendo el riesgo de pérdidas del
analito por volatilizacién y posibles contaminaciones. Ademas, en contraste al trabajo anterior, para
llevar a cabo la especiaciéon de mercurio la calibraciéon fue realizada siguiendo el protocolo de
preparacion de las muestras [153]. Finalmente, se realizé la especiacion de mercurio en muestras de
atin enlatado, donde los resultados obtenidos son comparables con otros estudios reportados y con

los valores establecidos por diferentes organismos gubernamentales.

IV.2.2. Parte experimental
Reactivos y soluciones. Todos los reactivos fueron grado analitico; agua desionizada (18.2
MQ cm, Labconco, USA), metanol grado HPLC y tolueno grado analitico (Sigma-Aldrich). Las

soluciones estdndar de las dos especies de mercurio a una concentracién de 1000 mgHg 1" se
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prepararon disolviendo yoduro de metilmercurio (CHsHgl, Sigma) en metanol y cloruro de mercurio
(HgCl,, Sigma) en 4cido nitrico al 1% v/v y se almacenaron en frascos &mbar a 4°C.

La solucién patrén del estandar interno (1000 mgBi 1) fue preparada por disolucién de
nitrato de bismuto (Sigma) en 1% v/v de acido nitrico. Todas las soluciones de trabajo fueron
preparadas diariamente mediante dilucién apropiada.

Se utilizaron los siguientes reactivos; acido perclérico (Baker), dcido fosférico (Aldrich),
dcido nitrico (Fluca), 4cido clorhidrico (Merck), L-cisteina (Sigma-Aldrich), N-acetilcisteina (Sigma-
Aldrich), fosfato de amonio dibésico (Sigma), trietilamina (Fluka), hidréxido de potasio (Sigma),
hidréxido de sodio (Fluka) y material de referencia certificado DORM-2 (dogfish muscle, valor
certificado para mercurio total: 4.64 + 0.26 mg kg'; y metilmerurio: 4.47 + 0.32 mg kg") fue del
Consejo Nacional de Investigacién, Canada.

Analisis HPLC-ICP-MS. Se utilizé un cromatdgrafo de liquidos de Agilent serie 1050, el
eluyente de la columna fue transportado directamente al sistema de introduccién del espectrometro
de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) via tuberia de corta longitud. La columna
cromatografica fue Gemini C18 (150 x 3 mm, 5 um) de Phenomenex. El espectrémetro de masas fue
modelo 7500ce de Agilent Technologies (Tokio, Japén) equipado con el nebulizador convencional
tipo Meinhard para la determinaciéon de mercurio total y el nebulizador MiraMist Teflon para el
andlisis de especiacion de mercurio. La cdmara de niebla tipo Peltier fue operada a 2°C. El
procedimiento de tuning fue realizado diariamente usando la solucién diluida de Agilent la cual
contiene Li, Y, TIl, Ce en una concentraciéon de 1 ug 1" cada uno. Las condiciones de operacion

instrumental para el ICP-MS y el sistema cormatografico se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones instrumentales del sistema HPLC-ICP-MS para la especiacién de mercurio en

tejido de pescado fresco y atin enlatado.

ICP-MS. Determinacién de mercurio total
Potencia 1500 W
Gas nebulizador 0.91 ml min™
Gas make-up 0.17 ml min™
Introduccién de la muestra Meinhard nebulizer
Conos muestra y skimmer Platino
Isotopos monitoreados 2WHg 2%Hg *“Bj
Modo de adquisicién Spectrum analysis
Tiempo de integracion 100 ms
HPLC-ICP-MS. Analisis de especiacion de mercurio
Columna cromatografica C18 (150 x 3 mm, 5 pm)
2.5 mmol I"! N-acetilcisteina, 12.5 mmol 1"!
Fase movil (NH4)>HPOs, 0.05% trietilamina, pH 7:metanol
(96:4, vIv)
Temperatura Ambiente
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Flujo 0.6 ml min™
Volumen inyectado 20 ul
Potencia 1500 W
Gas nebulizador 0.91 ml min™
Gas make-up 0.17 ml min™
Introduccién de la muestra MiraMist Teflon® nebulizer
Conos muestra skimer Platino
Isotopos monitoreados 2WHg 2%Hg *“Bj
Modo de adquisicién Time-resolved anlysis
Tiempo de integracion 60 ms

Digestion de muestras y determinacion de Hg total por ICP-MS. Se colocé una alicuota
(250 mg) de muestra fresca en un tubo de vidrio (10 ml), a la cual se le adicionaron 250 pl de solucién
estdndar interno (2 mg 1" In, Y, Bi, Rh; 5 mg 1" de Sc; y 10 mg I"' de Li), 1 ml de 4cido nitrico
concentrado y 750 ul de agua desionizada. La digestiéon asistida por microondas se llevé a cabo
utilizando el equipo Discover SP-D (CEM) con el siguiente programa: temperatura 150 °C, rampa de
temperatura 3 min, tiempo de reaccién 6 min, presién maxima 300 psi y agitacion alta. Después, las
muestras fueron centrifugadas (13000 g, 10 min), y 200 ul de cada muestra se diluyd 25 veces con
agua desionizada para ser introducidas en el sistema de ICP-MS. Los isotopos *’Hg y **?Hg fueron
monitoreados y sus senales fueron normalizados por la del estandar interno (**’Bi). La calibracién se
realizé usando soluciones estdndar mixtas que contenian 0, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10, 25, 50 ug 1! de Hg
y el estdndar interno de Bi 10 pg I"".

Especiacién analitica de mercurio por HPLC-ICP-MS. Se pesaron alicuotas de 250 mg
de tejido fresco en tubos de vidrio de 10 ml, 25 pl de estdndar interno (1000 pgBi I"") fueron
adicionados y se procedié a su homogenizacién (politron) en presencia de 4cido perclérico (1.3 ml,
0.6 mol I'"), N-acetilcisteina (500 ul, 0.75 mol I'') y 500 ul de una mezcla tolueno:metanol (1:1, v/v)
de 0.5 a 2 minutos, dependiendo de la muestra. Enseguida las muestras fueron colocadas en un bafio
de ultrasonido por 1 h, centrifugadas durante 10 min a 3 000 x g y se tomaron 1000 ul de la fase
acuosa a la cual se le agregaron 70 ul de hidréxido de potasio 9 mol 1" para neutralizar el exceso de
dcido perclérico (precipitacion del KClO4) y 30 ul de 4cido acético para ajustar a un pH 5.
Nuevamente, las muestras fueron centrifugadas durante 10 min 10 000 x g. Después de Ia
centrifugacion, el sobrenadante se diluyé con la fase mévil (1:2, v/v) y se introdujo al sistema HPLC-
ICP-MS.

Las condiciones de separacion y deteccion se resumen en la Tabla 4. La calibracién fue
realizada de manera similar a la preparacion de las muestras mediante soluciones estdndar que
contenfan Hg" y CH;Hg" en concentraciones de 0, 2.5, 5, 10, 25 y 50 pug 1" de mercurio cada uno y

10 pug 1" de Bi** como estdndar interno.
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Para los experimentos de recuperacion, junto con el EI al tejido fresco se agregaron las
especies mercuriales (Hg* y CH;Hg") para obtener concentraciones de 5 y 10 ug I'! de Hg en

soluciones finales. El blanco siempre se corrié en paralelo con las muestras.

IV.2.3. Resultados y discusion

El objetivo de este trabajo fue, afinar el procedimiento desarrollado anteriormente [153],
enfocandose en la disminucion de la sefial del blanco y llevando a cabo la digestién en un sistema de
microondas.

En la preparacién de la muestra se utilizé una etapa de homogenizacién/extraccién con 4cido
perclérico, tolueno-metanol y N-acetilcisteina. La N-acetilcisteina fue utilizada en sustitucién de
cistefna, para acomplejar Hg** y CH3;Hg* formando los compuestos solubles en agua. En cuanto al
EIL se opté por el mismo i6n bismuto que en trabajo anterior debido a su afinidad al grupo sulfhidrilo
presente en la N-acetilcisteina (similar a la del mercurio) y debido a su ausencia en la muestra original
(se verifico experimentalmente). Cabe resaltar que el tratamiento de muestra se realiza en tres fases:
(1) el precipitado de proteinas (4cido perclérico), (2) eliminacién de lipidos descartando la (fase
orgénica (tolueno) (3) recuperacion de la fase agua-metanol que contiene los complejos de las
especies de mercurio y del bismuto con N-acetilcisteina extraidos de muestra. La sefial analitica se
define como la relacion entre el drea del pico cromatogréafico de la especie de mercurio respecto al
drea del pico cromatografico de bismuto, lo que permite reducir los errores analiticos relacionados
con cambios en rendimientos de extraccidon, mediciones de volimenes, imprecisiones en la interface
HPLC-ICP-MS, etc.

Se analizaron seis marcas diferentes de attin enlatado y tres tipos diferentes de pescado fresco
las cuales fueron adquiridas en mercados locales de la ciudad de Guanajuato, México. Estas muestras
fueron diregidas y analizadas por ICP-MS para obtener el contenido total de mercurio (c(Hg) en ug
de Hg por kg del tejido fresco) y asi poder evaluar el rendimiento de extraccion de las especies de
mercurio en las muestras. Aparte, se determiné el porcentaje de humedad en las muestras el cual
estuvo en un rango del 77.8 — 82.1 %. En la Tabla 5 se presentan los resultados obtenidos, del
contenido total de mercurio, para tres réplicas de cada muestra, asi como el resultado obtenido para
el material de referencia DORM-2. Por otro lado, los resultados obtenidos en las muestras se
encuentran en el intervalo de concentraciones de mercurio total reportado por la FDA obtenido en el
programa de monitoreo (1999-2004): 230 — 1670 ugHg kg masa fresca para musculo en el Golfo de
México [154]. Ademds, los resultados en este estudio estuvieron en el rango de no detectables — 667
ugHg kg' (referido a masa himeda) y fueron consistentes con los reportado en Turquia (no

detectables — 114 ugHg kg™') [155], Libia (200 — 660 ugHg kg™) [156] y en EE.UU (53 — 740 ugHg
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kg™) [157]. Finalmente, la concentracién encontrada para Hg total en DORM-2 fue 4.51 + 0.25 mg

kg, de acuerdo con el valor certificado 4.64 + 0.26 mg kg ™.

Tabla 5. Resultados de la determinacién de Hg total en diferentes marcas de atiin enlatado y pescado
fresco comercializado en la ciudad de Guanajuato, México, asi como el resultado obtenido para el
Material de Referencia DORM-2, obtenidos por ICP-MS. Se presentan los valores promedios con sus

respectivas desviaciones estdndar, basados en tres repeticiones independientes.

Muestra Hg total, promedio + DE, pg kg
Attin A 259 +3.1
Atin B 17.8+3.6
Atin C 391 £20
Atiin D 107 + 14
Atin E 319 +29
Atin F 85.3+294
Pescado carpa (Cyprinus carpio) 123 +£2.7
Pescado huachinango (Lutjanus campechanus) n.d
Aleta de mantarraya 667 £9
DORM-2" (4.64 +0.26 mg kg) 451+0.3

*mgHg kg™

Los resultados obtenidos por ICP-MS confirman que la determinacién de Hg en atin
enlatado y pescado fresco es necesaria para el control de la calidad de los alimentos, sin embargo es
necesario llevar acabo el estudio de especiacién en estas muestras para asi conocer el contenido de
CH3Hg", la que es una de las especies mds toxicas de mercurio y la que mayormente se encuentra en
productos marinos.

Debido al cambio de cisteina por N-acetilcisteina, fue necesario revisarlas condiciones de
separacién cromatogréfica reportadas anteriormente, para lo cual se tomaron en cuenta dos aspectos:
(1) la resolucién y separacion de las especies de mercurio en tiempo relativamente corto y (2)
compatibilidad de la composicidon de la fase mévil con la deteccion por ICP-MS. Para ello, se decidié
utilizar una elucion isocrética, baja concentracion de sales inorgdnicas y del modificador orgédnico
con el fin de asegurar la estabilidad del plasma, obtener una sefial de linea base baja y estable, asi
como buena sensibilidad en la determinacién de mercurio.

Las condiciones de la celda fueron optimizadas variando el flujo de He y midiendo la relacién
entre la sefial del mercurio y sefial de blanco.

En una primera instancia fueron estudiados los blancos obtenidos utilizando N-acetilcisteina
y L-cisteina con el fin comparar el efecto de la posible contaminacién por Hg?*. En la Fig. 14. se
presentan los cromatogramas de HPLC-ICP-MS obtenidos para estos dos compuestos acomplejantes
en donde se observa que la intensidad de la sefial para Hg** es 5 veces mayor para L-cisteina en

comparacién con la N-acetilcisteina por lo cual esta dltima se utilizé para realizar los estudios de
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especiacion de mercurio con EI de Bi. Asi mismo, se observé que con N-acetilcisteina se obtiene una

mejor retencién en la columna de Hg** y de Bi**.
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Fig. 14. Cromatograma HPLC-ICP-MS obtenido en el andlisis de soluciones blanco con: a) N-

acetilcisteina y b) L-cisteina (condiciones de separacion y deteccion se presentan en Tabla 4).

En la Fig. 15. se presenta como ejemplo un cromatograma obtenido en el andlisis de una
solucién estandar de las dos especies de mercurio (25 ugHg I de cada una) con EI de Bi (10 ugHg
1'"). El tiempo total de separacién en linea de las especies se obtuvo en 4.0 minutos. Los tiempos de
retencion obtenidos fueron para mercurio inorgdnico de 2.25 £ 0.05 min y metilmercurio de 3.20 £
0.07 min (n=5) respectivamente. La elucién de bismuto fue con el tiempo de retencién de 2.52 +0.09
min. Los tiempo de elucién de las especies de mercurio y bismuto indican una mejor separacion
cromatografica en comparacion con el procedimiento ya establecido, donde se utiliza L-cisteina y en
el cual el mercurio inorgénico y el bismuto co-eluian a un tiempo de 1.31 £ 0.02 [153]. Por otro lado,
en la Fig. 15 se confirma la formacién de complejos de Bi**, CH;Hg+ y Hg** con N-acetilcisteina,
asegurando la funcién adecuada del EI en la especiacién de mercurio por HPLC-ICP-MS.

El uso de la técnica de ICP-MS permite obtener la informacién cuantitativa de los elementos
(Hg y Bi) debido a su alta selectividad y, por lo tanto, la posibilidad de recompensar por incompleta

resolucién cromatografica.
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Fig. 15. Cromatogramas HPLC-ICP-MS obtenido en el andlisis de una solucién estdndar de las

especies de mercurio (25 ugHgHg 1" de cada una) y de EI (10 ugBiHg 1™).

En la tabla 6 se muestran los pardmetros analiticos obtenidos en el proceso de calibracién. La
cuantificacién de la sefial analitica se defini6 como la relacién entre &areas de los picos

cromatograficos de las especies de Hg respecto al EI de Bi.

Tabla 6. Pardmetros analiticos evaluados para las dos especies de mercurio.

Parametros Hg* MeHg*
Tiempo de retencién + DE, min 2.0£0.05 3.2+£0.07
Rango de calibracién, pgHg I'! 2.5-50 2.5-50

Senal Area de pico
Isotopo Hg MHg
Seiial analitica OHg/®Bi | “Hg/*”Bi WHg/®Bi | *”Hg/*"Bi
R? 0.9987 0.9997 0.9945 0.9998
LD, pgHg I'! 1.0 0.54 1.0 0.63
LC, pgHg I'! 33 1.9 34 2.1

Asimismo, se observan valores mds bajos para los limites de deteccion (LD) y de
cuantificacién (LC) de las dos especies utilizando el isotopo **Hg, por lo cual este isotopo se
selecciond para realizar cuantificacién de especies de mercurio en muestras de atiin enlatado y
pescado fresco. En la Fig. 16. se muestra el cromatograma HPLC-ICP-MS de una de las marcas de
atin enlatado, junto con el cromatograma del blanco y dos cromatogramas obtenidos para la misma
muestra después de adicién de estédndar de cada especie de mercurio (5 y 10 ugHg 1'"); en esta Figura
se observa la elucién de las especies de mercurio con buena concordancia en tiempos de retencién

con los obtenidos para las soluciones estdndar.
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Fig. 16. Cromatogramas HPLC-ICP-MS obtenidos en el andlisis de una muestra de atiin enlatado, el

blanco, dos adiciones estdndar a la muestra de atiin enlatado (5 y 10 ugHg 1) y el EI (10 ugBi 1™").

Se llevo a cabo la cuantificacion del mercurio inorganico y de metilmercurio en pg Hg por
kg de masa fresca utilizando el procedimiento propuesto. La recuperacién de especies de mercurio en
el procedimiento de especiacion (%E) se evalud, utilizando la siguiente formula:

(c(Hg**)+c(CH3Hg™"))
c(Hg)

En estos experimentos se obtuvieron valores de %E entre 91.2 — 115. La cuantificacién de

Y0 E= x100%

las dos especies de mercurio (Hg** y CHs;Hg") en muestras de tejido fresco se llevé a cabo
considerando las dreas de los picos **Hg/*”Bi. Los resultados obtenidos mediante la calibracién se
presentan en la Tabla 7. Ademds, para la validacién del procedimiento propuesto se analizé el
Material de Referencia DORM-2 con el valor certificado para CH;Hg* de 4.47 +0.32 mg kg™ y para
Hg total de 4.64 + 0.26 mg kg cuyos valores fueron en buena concordancia con los resultados
obtenidos por HPLC-ICP-MS y los cuales se presentan en la Tabla 8 y en la Fig. 17. se presenta un
cromatograma HPLC-ICP-MS del Material de Referencia DORM-2 con EI en el cual se observan

similares tiempos de retencion para las especies de mercurio y del EI, a los obtenidos en otro tipo de

muestras.
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Fig. 17. Cromatograma HPLC-ICP-MS obtenido del andlisis del Material de Referencia DORM-2 y
un blanco con EI (10 ugBi I'").
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Tabla 7. Resultados de la determinacién de las especies de mercurio en attin enlatado y tejido de

pescado fresco (n=3).

Muestra Hg total Especies de Hg, promedio + DE, % E
ugHg kg™
ugHg kg'! Hg™ CH;Hg'
Atlin A 259 +£3.1 nd 23.6+1.9 97.7
Atin B 17.8 £3.6 nd 155+3.8 115
Atin C 391 £20 nd 431+ 15 115
Atin D 107 £ 14 nd 109 £11 90.8
Atin E 319 £29 nd 283 £52 113
Attin F 85.3+294 nd 93.5+59 91.2
Pescado carpa 123 +£2.7 nd 11.5+1.1 107
(Cyprinus carpio)
Pescado huachinango n.d nd nd -
(Lutjanus campechanus)
Aleta de mantarraya 667 £ 8 nd 648 £41 103
DORM-2" 4.51+0.25 0.170 +0.022" 4.49+0.18 103
*mgHg kg!

Tabla 8. Resultados de la determinacién de las especies de mercurio en el Material de Referencia

DORM-2 y su comparacién con el valor certificado.

Material de referencia Hg total Hg" CH;Hg*
mgHg kg'! mgHg kg'! mgHg kg'!
DORM-2, valor certificado | 4.64 +0.26 - 4.47 +£0.32
DORM-2, ICP-MS 4.51 +0.25 - -
DORM-2, ICP-MS-HPLC - 0.170 £0.22 | 4.49+0.18

La concordancia entre los valores obtenidos entre ICP-MS y HPLC-ICP-MS y la buena

relacién obtenida por el Material de Referencia DORM-2, es una indicacién de que se obtuvo una

buena exactitud de los resultados para ambas especies. En conclusion, el procedimiento propuesto en

este trabajo que consiste en la adicién de Bi** como EI, el tratamiento de muestra con el 4cido

perclérico, tolueno:metanol y N-acetilcisteina y la separacién/cuantificacion por HPLC-ICP-MS

puede ser utilizado en la especiacién de mercurio en atin enlatado y pescado fresco.

Los factores de recuperacién de las especies Hg** y CH3;Hg" en atiin enlatado y pescado fresco

fueron evaluados aplicando la ecuacién recomendada por la IUPAC [158].

J0RA

__ CDA(Muestra+Estandar)—CDA(Muestra)

Donde:

CA(Estandar)

* 100

CDA: Concentracion detectada de la especie A (Hg?* o CH3Hg*en pg kg™).

CA: Concentracién adicionada de la especie A (Hg?* o CH3Hg*en ug kg™).

RA: Porcentaje de recuperacion de la especie A.
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Mediante el empleo de esta ecuacion se cumplié el objetivo de evaluar los rendimientos de

recuperaciéon de cada especie (Hg*'y CH3;Hg") en atiin enlatado y tejido fresco de pescado. Los

resultados de rendimiento obtenido por HPLC-ICP-MS para estas especies en términos de la

concentracién de mercurio inorganico (c(Hg?*), ugHg kg' masa fresca), de metilmercurio

(c(CHs;Hg"), ngHg kg' masa fresca) se muestran en la Tabla 9. Como se puede observar en esta

Tabla, los porcentajes de recuperacion obtenidos indican aceptable exactitud de los resultados.

Tabla 9. Porcentajes de recuperacion de las especies Hg**, CH3Hg" con adicién en forma separada

para cada especie en attin enlatado y tejido de pescado.

Hg™ CH:Hg" % RA
Muestra (ugHg kg'! masa fresca) + DE | (ugHg kg'! masa fresca) + DE
Adicionada | Detectada | Adicionada | Detectada Hg** | CH3;Hg*
0 Nd 0 235+19
Atin A 50 453+05 50 87.0+2.8 90.5 127
100 93.1+£4.7 100 112+6 93.1 88.4
0 Nd 0 155438
Atin B 50 543+19 50 59.2+1.1 109 87.5
100 112+12 100 108 £ 6 87.5 92.6
0 Nd 0 431 +15
Atin C 50 404 +39 50 481 11 80.9 102
100 76.0+1.8 100 525+2 76.0 94.9
Atin D 0 Nd 0 109 +11
50 41.8+04 50 150 +4 83.5 81.0
100 93.3+9.3 100 202 +13 93.3 92.7
0 Nd 0 283 +52
Atin E 50 42.3+10.3 50 337 +£36 84.6 109
100 86.3+£17.3 100 406 £ 11 86.3 123
0 Nd 0 93.5+59
Atin F 50 454 +4.1 50 152 +12 90.8 116
100 954+1.6 100 193 +3 95.4 123
Pescado carpa 0 Nd 0 11.5+1.1
(Cyprinus carpio) 50 45.7+£43 50 575+14 91.5 91.0
100 95.0+£6.7 100 105 + 14 95.0 93.7
Pescado huachinango 0 Nd 0 nd
(Lutjanus campechanus) 50 435+29 50 47.7+£52 87.0 95.4
100 939+1.5 100 943+23 94.0 94.3
0 Nd 0 648 +41
Aleta de mantarraya 50 45.7+43 50 694 +6 91.5 91.0
100 95.0+£6.7 100 775 £28 95.0 127
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IV.2.4. Conclusiones

Se ha modificado el procedimiento analitico para la especiacién de mercurio inorgdnico
(Hg*") y metilmercurio (CHsHg") en atiin enlatado y tejido de pescado fresco. La novedad consistié
en proponer N-acetilcistefna como un acomplejante de las especies de Hg**, CH;Hg* y Bi** (EI). La
eleccién del EI fue con base en las similitudes entre iones Bi y Hg en términos de tamafio y carga, asi
como la afinidad al grupo —SH en N-acetilcisteina. Por otro lado, la capacidad de andlisis
multielemental de la técnica ICP-MS ha permitido registrar las sefiales de mercurio y del EI
simultdneamente. De manera igual como en el procedimiento original, la homogenizacién y
extraccion de especies de mercurio y de EI se llevo a cabo en una sola etapa, agregando al tejido
fresco el dcido perclérico, la N-acetilcisteina (en lugar de cisteina) y la mezcla tolueno:metanol
inmediatamente antes de la homogenizacién con ayuda de un politrén. Para mejorar el rendimiento
de la extraccion, se coloco la mezcla obtenida en el bafio de ultrasonido.

Se obtuvieron los valores mas bajos de limites de deteccién (LD) para Hg>* y CH3;Hg", 0.54
y 0.63 ugHg 1" respectivamente, utilizando el isotopo ***Hg, asi como una mejor linealidad (R*0.9997
y 0.9998 para Hg** y CH3Hg" respectivamente) en comparacién con los resultados obtenidos para
2Hg. Asimismo, se ha demostrado que el procedimiento propuesto presenta una buena exactitud
debido a la concordancia entre los valores obtenidos entre ICP-MS y HPLC-ICP-MS y los resultados
congruentes con valores certificados para Hg el Material de Referencia DORM-2. Ademas, los
resultados obtenidos en el andlisis de varios productos de pescado adquiridos en mercados locales
para mercurio total estuvieron en el intervalo de no detectable hasta 667 ugHg kg (referido a masa
fresca) lo que indica que todas las muestras analizadas estdn por debajo del nivel de accién establecido
por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos.

El procedimiento propuesto ser recomendado para la determinacién de dos especies de en
muestras de pescado y atin enlatado, proporcionando datos que pueden ser directamente comparados
con valores establecidos por diferentes regulaciones gubernamentales (concentracién de Hg en masa

fresca).
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IV.3. Aplicacion de MALDI-TOFMS en combinacion con el método de minimos cuadrados
parciales (PLS2) para la determinacion de mercurio y cobre en pescado, utilizando ditizona

como agente acomplejante y Ag(I) como estandar interno

IV.3.1. Introduccién

La determinacion de trazas de metales/metaloides en alimentos es muy demandada y existe
un gran nimero de técnicas de espectrometria atémica disponibles para este tipo de andlisis [159].
Entre ellas, destaca la espectrometria de masas con ionizacién en plasma acoplado inductivamente
(ICP-MYS) debido a su alto poder de deteccién, amplio rango dindmico, capacidad multi-elemental e
isotOpica; sin embargo, las interferencias espectrales y el alto costo del andlisis a veces se consideran
como sus puntos débiles [159-162]. Como alternativa, la espectrometria de masas de alta resolucién
(HRMS, por sus siglas en inglés) con una fuente de ionizacién suave puede ser usada con un enfoque
cuantitativo con la ventaja adicional de confirmacién/identificacion de especies quimicas en una
variedad de matrices [162-165].

Las principales caracteristicas de la espectrometria de masas de alta resolucién con
ionizacién/desorcion ldser asistida por matriz (MALDI-HRMS, por sus siglas en inglés) incluyen una
gran rapidez en la adquisicién de los datos, capacidad de andlisis de especies polares y no-polares en
un amplio rango de valores de m/z, simplicidad de procedimientos a microescala y alta sensibilidad.
Esta técnica ha demostrado su potencial para el andlisis de moléculas grandes que contienen metales,
como las metaloproteinas, biomoléculas que contienen metales en su estructura y otro tipo de
compuestos a los que se introduce ion metdlico intencionalmente como un marcador, logrando una
mejor selectividad y detectabilidad de ciertas moléculas [166-170]. Ademas, MALDI-HRMS también
se ha utilizado para estudiar los mecanismos de reaccién y para la elucidacién estructural de
complejos metdlicos [171-174]. Por otra parte, las aplicaciones para la cuantificacion de pequefias
moléculas que contienen metales (por debajo de m/z 800) han sido pocas [175, 176] principalmente
debido al ruido de fondo causado por los iones relacionados con la matriz y la incierta homogeneidad
de la muestra co-cristalizada con la matriz [163, 177].

En los dltimos afios, la investigacion se ha centrado en mejorar el rendimiento analitico de la
desorcidn/ionizacion por laser (LDI) para moléculas pequefias. Se han probado diferentes mezclas de
matrices comerciales y se han propuesto nuevos compuestos quimicos [177-180]; en paralelo, varias
técnicas de LDI asistidas por cierto tipo de superficie fueron desarrolladas y algunas de ellas se usaron
para la determinacién de metales [181]. Estas técnicas estdn libres de matrices voldtiles y
proporcionan una buena tolerancia a las sales u otros contaminantes; sin embargo, la eficacia de la
desorcién/ionizacion del analito depende en gran medida de la naturaleza quimica y del tamaiio del

nanomaterial aplicado en la superficie; ademds, a menudo se ha reportado que LDI es menos eficiente
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con respecto a la matriz quimica convencional [182-185]. A pesar de los avances recientes, MALDI-
HRMS continda siendo una técnica conveniente y facil de utilizar para el andlisis de rutina de
moléculas pequefias en muestras reales [186].

Esta parte de trabajo ha sido enfocada en el analisis de Hg y Cu en pescado fresco y diferentes
marcas de atiin enlatado utilizando MALDI-TOFMS con matriz quimica comercial. El mercurio fue
seleccionado como un tipico metal téxico que se acumula en organismos acudticos y entra en la
cadena alimenticia [187]. El papel esencial del segundo elemento, el cobre, estd bien documentado,
pero su homeostasis puede verse afectada debido a la ingesta dietética insuficiente o excesiva que
conduce al aumento del estrés oxidativo y al aumento del riesgo de varias patologias relacionadas
[188, 189]. La determinacién de estos dos elementos se realiz6 utilizando la técnica convencional de
MALDI combinada con la espectrometria de masas de tiempo de vuelo (TOFMS). La estrategia
aplicada para lograr un rendimiento analitico comparable al de ICP-MS incluye los siguientes pasos:
(i) extraccion de los analitos en forma de sus complejos con ditizona y la eliminacion del exceso de
ditizona; (ii) el uso de plata (Ag(I)) como estdndar interno (EI); (iii) seleccidn de una matriz quimica
adecuada; (iv) ajuste de la relacién entre cantidades de muestra y matriz y de los pardmetros
instrumentales para lograr la mayor relacién sefial/ruido posible; (v) aplicaciéon del método de
minimos cuadrados parciales (PLS2) para la prediccién multivariable de Hg y Cu. Una vez que se
establecieron las condiciones finales, los resultados obtenidos en el analisis de varias muestras de
pescado fresco fueron similares a los obtenidos por ICP-MS. El procedimiento propuesto utilizando
MALDI-TOFMS con cuantificacién PLS2 parece ser una alternativa atractiva para la determinacién
de metales traza en alimentos debido a la dimensién a microescala, la simplicidad, una rdpida
adquisicién/procesamiento de datos, y un menor costo del andlisis en comparaciéon con cualquier

técnica de espectrometria atémica.
IV.3.2. Parte experimental

Material y métodos

Reactivos y muestras. Todos los reactivos fueron de grado analitico de pureza. Agua
desionizada (18.2 MQ cm, Labconco); metanol grado HPLC, acetona, acetonitrilo, ciclohexano y
cloroformo (Sigma) fueron utilizados.

Soluciones estdndar de cobre, mercurio y plata (1000 mg I cada una) fueron de Sigma y la
mezcla de estdndares internos para espectrometria de masas con ionizacién en plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS) fue de Agilent Technologies. Se usaron los siguientes reactivos Sigma:

ditizona (Dz), acido a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA), acido nitrico, dcido clorhidrico, hidréxido
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de amonio, hidréxido de sodio, peréxido de hidrogeno, formiato de amonio, sal disédica del acido
etilendiaminotetraacético (EDTA).

Material de referencia certificado DORM-2 (dogfish muscle, valor certificado para mercurio
total: 4.64 +0.26 pug g™ fue del Consejo Nacional de Investigacién, Canada; también se usaron hojas
de citricos NIST1572 con valores de referencia para Cu 16.5 + 1.0 pg g y para Hg 80 £ 20 pg g™

Seis productos de attin enlatado (A-F) fueron comprados en un mercado local en la ciudad de
Guanajuato, México, y fueron liofilizados antes del andlisis. El tejido de pargo rojo liofilizado se us6
para la evaluacion de los limites de cuantificacion de MALDI-TOFMS; el andlisis por ICP-MS de

esta muestra mostré una concentracién de Cu 183 + 5 ug kg™ y no se detecté mercurio en esta muestra.

Procedimientos de limpieza

El reactivo de ditizona se oxida facilmente y generalmente contiene trazas de iones metdlicos
[190]. En este trabajo, se utiliz6 siempre solucién recién purificada de ditizona 0.01 % m/v en
metanol. Para ello, se extrajeron 250 mg de Dz con 50 ml de cloroformo (vortex, 5 min); enseguida,
se tomo la fase orgdnica y se agregaron 25 ml de hidréxido de amonio (1% m/v). La Dz re-extraida
en la fase acuosa, se precipito mediante la adicién gota a gota de 4cido clorhidrico 6 mol 1" y el
sedimento fue recuperado. El procedimiento se repiti6 tres veces y la solucion se preparé disolviendo
50 mg de polvo seco en 50 ml de metanol (0.1% m/v).

Los tubos de vidrio para la digestion en microondas (10 ml) y los tubos falcén de
polipropileno BlueCap (15 ml) se limpiaron llendndolos con 4cido nitrico al 10 % v/v (24 h) y luego
enjuagando con agua desionizada. Las impurezas residuales de metales traza se acomplejaron con
ditizona (0.01% m/v en metanol) y se extrajeron en cloroformo. Finalmente, los tubos se enjuagaron
tres veces con agua desionizada.

Digestion de muestras y determinacion de Hg y Cu por ICP-MS. Se colocé una alicuota
(200 mg) del material liofilizado en un tubo de vidrio, a la cual se le adicionaron 250 pl de solucién
estdndar interno (2 mg 1" de In, Y, Bi, Rh; 5 mg 1" de Sc; y 10 mg 1" de Li), 1 ml de 4cido nitrico
concentrado y 750 pl de agua desionizada. La digestion asistida por microondas se llevd a cabo
utilizando el equipo Discover SP-D (CEM) con el siguiente programa: temperatura 150 °C, rampa de
temperatura 3 min, tiempo de reaccién 6 min, presién maxima 300 psi y agitacion alta. Después, las
muestras fueron centrifugadas (13000 g, 10 min), y 200 ul de cada muestra se diluyé 25 veces con
agua desionizada para ser introducidas en el sistema de ICP-MS. Se utiliz6 un espectrémetro de masas
de plasma acoplado inductivamente (Modelo 7500ce; Agilent Technologies) con un nebulizador
Meinhard y cdmara de niebla tipo Peltier (2°C), con las condiciones instrumentales de funcionamiento

descritas anteriormente [191, 192]. Los isotopos ®“*Cu, ®Cu, **Hg, *’Hg, '"Ag, '“Ag fueron
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monitoreados y estandarizados por las sefiales de Y y *®Bi respectivamente. La calibracién se
realizé utilizando soluciones estdndar mixtas que contenian 0, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10, 25, 50 pg I de
Hgy Cu y los estdndares internos, Y y Bi (10 pg 1" cada uno). Los limites de deteccién fueron de 51
ng 1" para Cu'y 150 ng I"' para Hg; los limites de deteccién del método se evaluaron usando el tejido
digerido de pargo rojo diluido 20 veces obteniéndose los valores de 11 ng g' y 32 ng g,
respectivamente [193]. Para verificar la exactitud, se us6 el material de referencia Citrus Leaves NIST
1572; las concentraciones de cobre y mercurio encontradas en andlisis por triplicado de este material,
fueron de 16.3 £ 0.5 pgCu gy 76 + 2.4 ugHg ¢ y concordaron con los valores certificados 16.5 +
1.0 ugCu gy 80 + 20 ugHg g™ respectivamente. Para el mercurio total en el material de referencia
DORM-2, se encontraron 4.62 + 0.09 pug g en andlisis por triplicado, y también estuvieron en
consistencia con el valor certificado (4.64 +0.26 ug g").

Mediciones espectrofotométricas UV/Vis. Una serie de soluciones de estandares
individuales (5 ml, 5 mg 1" de Cu(II), Hg(IT) y Ag(I)) fueron preparadas el pH de 1 a pH 7 y cada
una de ella fue mezclada con 1 ml de ditizona (0.01 % m/v en metanol); enseguida se llevé a cabo su
extraccion con 1 ml de ciclohexano y los espectros de absorciéon UV/Vis se obtuvieron utilizando un
espectrofotémetro de microplacas Multiscam GO (Thermo Scientific). Para cada solucidn, se registrd
su maximo de absorbancia; complejo de cobre (548 nm), mercurio (484 nm) y plata (462 nm).

Analisis de los complejos de ditizona por ESI-QTOF y MS/MS. Soluciones estandar de
los iones metalicos individuales (500 ul, 5 mg 1" de Cu, Hg y Ag) se prepararon ajustando el pH 3
con formiato de amonio 1 mol 1", enseguida se afiadieron 100 pl de ditizona (0.01 % m/v en metanol)
a cada tubo y la extraccidn se llevé acabo con 500 ul de ciclohexano. Se recuperd la fase orgdnica y
se elimind el exceso de ditizona con 200 ul de hidréxido de amonio 5 % v/v (vértex, 1 min). La fase
orgénica se evapord (SpeedVac, 30 °C) y se reconstituyé en 500 uL de acetonitrilo. Las soluciones
obtenidas se diluyeron con acetonitrilo:HCOOH 0.1 % v/v para obtener una concentracién final del
metal de 100 ug 1" y se introdujeron directamente por infusién (3 pl min™) a la fuente ESI de un
espectrometro de masas con separador de quadrupolo y tiempo de vuelo (maxis impact ESI-QTOF-
MS equipado con Data Analisis 4.1, Bruker Daltonics). ESI fue operado en modo positivo con voltaje
de rociado de 4500 V, flujo de gas nitrégeno 4 1 min™, nitrégeno como gas de secado (180 °C) y
presion del gas nebulizador de 0.4 bar. La calibracién de masa externa se realizé en base a aductos
de formiato de sodio.

Procedimiento MALDI-TOFMS. Para la digestién asistida por microondas, se colocaron
200 mg de material liofilizado en un tubo de vidrio junto con 1 ml de agua y 1 ml de 4cido nitrico
concentrado; y el programa de digestion se aplicé como se describié anteriormente. Enseguida, los

tubos se transfirieron a una placa de calentamiento, dos porciones de 500 ul de peréxido de hidrégeno
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se afiadieron sucesivamente y las muestras se mantuvieron a 90 °C durante 1 h para completar la
mineralizacién. Finalmente, las muestras se pasaron a tubos falcén de 15 ml, donde se ajusté el pH 3
mediante la adicién de formiato de amonio 1 mol 1" e hidréxido de sodio 10 mol 1", y el volumen se
llevé a 5 ml. Las soluciones de calibracidn se prepararon manteniendo el mismo volumen de 5 ml y
pH 3 (4cido nitrico, formiato de amonio, hidréxido de sodio). Para la calibracién univariante, las
soluciones estdndar mixtas contenian cobre y mercurio a 0, 10, 20, 40, 60 pg ! cada una. Para el
método de minimos cuadrados parciales (PLS2), una serie de 21 soluciones se preparé conteniendo
las concentraciones 0; 10; 20; 40; 60 pg 1! de cada analito y de acuerdo con un disefio factorial medio.
Para la formacion de complejos, se afiadié 1 ml de una solucién de ditizona 0.01% m/v en metanol la
cual contenia estdndar interno (Ag (I)) para garantizar la concentracién de 25 pg 1" de plata en todas
las soluciones analizadas. La extraccion se llevo a cabo con 1.5 ml de ciclohexano y 1 minuto de
vortex; después se recuperd la fase organica y se elimind el exceso de ditizona por re-extraccién con
500 ul de hidréxido de amonio (pH>11). Finalmente, el solvente orgdnico se evapord (30 ° C,
SpeedVac) y el residuo se reconstituy6 en 100 pl de acetona.

Se utilizé un equipo MALDI-TOF-MS modelo AutoFlex speed de Bruker Daltonics con el
software flexControl 3.4 y flexAnalysis 3.4. Este instrumento estd equipado con un Idser
smartbeam™-IINd: YAG (335 nm, 532 nm, 1064 nm). Para la cristalizacién se utilizé el método de
gota seca (dried droplet); se depositaron 0.6 pl de las soluciones de calibracién o del extracto de la
muestra en una placa de MALDI (MTP 384 target plate ground steel BC), de acerrd inoxidable,
seguido de 1 pl de matriz HCCA (2 mg ml™ en acetona:agua 98:2), y se sec6 a temperatura ambiente.
Los espectros de MS fueron adquiridos en el rango de m/z 560 — 725 en modo reflector positivo,
utilizando una intensidad de laser del 20 % y una frecuencia de 1000 Hz.

Para cada muestra depositada en la placa de MALDI, se adquiri6 la suma de espectros a partir
de diez réplicas de 50 disparos de laser. Para la calibracion de masa interna, se utilizé el valor
monoisotopico de m/z 615.044 correspondiente a Ag(I)-Dz.

Analisis estadistico. A los espectros MALDI-TOFMS obtenidos, se les realizo la correccién
de la linea base, los datos espectrales se guardaron en Excel 2007 y fueron exportados al programa
The Unscrambler (CAMO). Este software fue utilizado para realizar la regresiéon de minimos
cuadrados parciales (PLS2).

Para la calibraciéon de un componente, las funciones de regresién lineal se obtuvieron
utilizando Microsoft Excel 2007.

Todos los andlisis se llevaron a cabo por triplicado; se realizé una estadistica descriptiva para

obtener los valores promedio y las desviaciones estandar respectivas. Los resultados obtenidos por
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MALDI-TOF-MS y por ICP-MS se compararon estadisticamente usando la prueba t-test (Statistica

for Windows, Statsoft Inc.) con un nivel de significancia p < 0.05.

IV.3.3. Resultados y discusion
Seleccion del estandar interno, formacion de complejos y condiciones de extraccion.

La ditizona forma complejos 2:1 sin carga con cobre a pH 1-8 [194] y con mercurio a pH 1-4 [194-
197]. Asimismo, se selecciond plata (Ag(I)) como EI porque reacciona con la ditizona bajo
condiciones similares (pH 1-5) [190] y dificilmente se encuentra en los tejidos de pescado enlatado o
fresco. En efecto, plata no fue detectada por ICP-MS en ninguna de las muestras digeridas con 4cido.
Ademds, los unicos otros dos iones metélicos que forman complejos con ditizona sin carga en
condiciones ligeramente 4cidas son paladio y oro [190, 196, 197], los cuales tampoco fueron
detectados en las muestras. Los tres complejos metélicos con ditizona (Cu(Il), Hg(Il) y Ag(l)) se
extrajeron en fase orgdnica; este paso del procedimiento ayuda a eliminar interferencias de especies
polares o cargadas y permite la preconcentracién. Cabe mencionar también, que es importante que la
la formacién de complejos cambie las sefiales del analito en el espectro de masas hacia valores mas
altos de m/z. Las condiciones experimentales para la complejacién y la extraccion se adoptaron a
partir de estudios previos [190] y también fueron estudiados por espectrofotometria UV/Vis. Para los
tres iones metalicos, se prepararon soluciones estandar de sus complejos en un rango de pH de 1-8 y
se midid la absorbancia en maximo de las bandas respectivas para cada complejo: cobre (548 nm),
mercurio (484 nm) y plata (462 nm). Los resultados se muestran en Figura 18, observiandose que las
intensidades relativamente altas de cada uno de los complejos correspondieron a las condiciones de

pH de la fase acuosa cerca pH 3.
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Fig. 18. Efecto de pH de la solucién acuosa sobre la intensidad de las sefiales de 1os complejos después
de su extraccion al ciclohexano (sefial relativa se calculdé normalizando la absorbancia obtenida en
cada una de las soluciones por el valor maximo): cobre (548 nm), mercurio (484 nm) y plata (462

nm).
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Para el anélisis de muestras de alimentos digeridos con 4cido, se ajust6 el pH a 3 mediante la
adicion de formiato de amonio e hidréxido de sodio, obteniéndose un volumen final de 5 ml, como
se describi6 anteriormente. Cabe resaltar que se necesitd una digestiéon mds eficiente de las muestras
para el procedimiento con MALDI en comparacién con el procedimiento por ICP-MS, porque el
estandar interno (Ag (1)) presenta una alta afinidad por las especies organicas que interfieren con la
formacion de su complejo con ditizona. De hecho, después del tratamiento con agua oxigenada, las
sefales Ag(I)-Dz en los espectros de masas presentaron una buena repetibilidad e intensidad, lo que
permitié establecer la concentracion de 25 ug 1" de Ag referida a 5 ml en las soluciones de calibracién
y de la muestra. Entre varios disolventes adecuados para la extraccién de complejos metal-ditizona,
se selecciond ciclohexano debido a la baja solubilidad del ligando en este disolvente (0.14 g1™) [190].
El volumen del disolvente de 1 ml se utilizé para facilitar su evaporacién en un tiempo razonable y
la fluctuacién de la sefial debida a cambios en la eficiencia de la extraccion se ajusté usando el IS.
Finalmente, cabe resaltar que incluso una baja concentracion de ditizona en la fase orgédnica causa
ruido de fondo en un intervalo de masas m/z bajo, por lo que era necesaria su eliminacién por re-
extraccion con hidréxido de amonio.

Espectros de masas de los complejos de Cu, Hg y Ag con ditizona. Para ESI-QTOF-MS
se obtuvieron los complejos individuales (como se describe en la seccién V.1.2). La formacion de
iones con una sola carga se confirmé mediante medicién de su masa exacta; los errores de masa
fueron: 0.2 ppm para Cu (CasH20CuNsS»), 2.7 ppm para Hg (CasH21HgN3gS») y 1.6 ppm para Ag
(C26H20AgN3sS»). En la Fig. 19, se comparan los patrones isotdpicos experimentales con los obtenidos
tedricamente y se presentan las estructuras moleculares respectivas. Nuestros resultados indican que
las especies i6nicas con una sola carga en la fase gaseosa presentan una estequiometria ligando-metal
2:1 y no se produce ninguna fragmentacion en la fuente de ESI, lo que coincide con un estudio previo
[198]. Durante el proceso ESI, el reordenamiento de la carga dentro de las moléculas es usual y en
este trabajo, se observo la reduccidon de Cu(Il) a Cu(I) como ya se ha reportado anteriormente no solo
para los complejos de ditizona [198] sino también para Cu(Il) unido a aminodcidos [199], péptidos
[200], 1,2.4 triazoles [201] u otros ligandos orgdnicos [202, 203].

Los resultados de ESI-QTOFMS y MALDI-QTOFMS sugieren que la estructura de los
complejos metdlicos también se conservaria la misma en ambos procesos de ionizacién. De hecho,
para cada uno de los tres complejos metalicos, las sefiales mds intensas que contienen estos complejos
en los espectros MALDI-TOFMS coinciden con los valores de m/z y con los patrones isotdpicos
obtenidos usando la ionizacién por electronebulizacién. Los patrones isotdpicos experimentales se
muestran en la Fig. 19. Cabe mencionar que, para una mayor claridad en la presentacion de los

resultados, los espectros para soluciones estandar individuales (20 ug 1" Cu (II), 20 pg 1" Hg (II), 25
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ug 1" Ag (I) se adquirieron utilizando las condiciones finales seleccionadas para el procedimiento

MALDI-TOFMS (seccion V.1.2).
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Fig. 19. Patrones isot6picos experimentales obtenidos para los complejos con ditizona por ESI-
QTOF-MS y por MALDI-TOF-MS; Los espectros tedricos calculados y la estructura propuesta de

los iones se presentan para: (a) cobre, (b) mercurio y (c) plata.

En vista de que los procesos redox que ocurren durante la ionizacién suave no son

completamente comprendidos, es particularmente interesante que este mismo ion Cu(I)-Dz en fase
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gaseosa se formo en la fuente ESI y en MALDI. Para los complejo de Cu(ll) analizados por ESI, se
han considerado dos mecanismos: la transferencia interna de electrones del ligando y transferencia
de electrones de la molécula del disolvente [202, 203]. Debido a las condiciones libres de solventes
en MALDI, nuestros resultados apuntan a la transferencia interna de electrones de ligando a metal.
Por otro lado, no hemos encontrado ninguna referencia o trabajo previo sobre la reduccién de Hg(II)
0 Ag(l) durante la ionizacién suave de sus complejos orgdnicos y en este trabajo tampoco se ha
observado tal reduccién.

Aunque se pudieron utilizar dos técnicas de ionizacion para determinar Cu y Hg en forma de
complejos con ditizona, se seleccion6 MALDI debido a su alto rendimiento y rapidez, mejor
eficiencia de ionizacidn, ausencia de efectos de memoria, mayor tolerancia a la matriz de la muestra
y menor costo de andlisis [ 178]. También debe mencionarse el aspecto de la quimica verde de MALDI
en términos de uso reducido de solventes orgdnicos [204].

Configuracion de las condiciones MALDI-TOFMS. La ditizona y sus complejos con tres
iones metdlicos presentan bandas de absorcién en las proximidades de la longitud de onda de
excitacion del ldser Smartbeam™-II Nd: YAG 532 nm, por lo tanto, se explord primero la posibilidad
de la desorcién/ionizacién sin matriz. Puesto que no se observaron sefiales con padrén isotdpico de
ninguno de los metales para la concentracién de 1 mg I"! de cada uno de ellos se opt6 por probar el
dcido 2,5-dihidroxibenzoico (2,5-DHB), dacido a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA) y matriz
universal (mezcla 1:1 de 2,5-DHB y HCCA) como matrices tipicas recomendadas para moléculas de
baja masa molecular en un modo de ionizacién positiva [205]. En la aplicacién de HCCA y 2,5-DHB
en el andlisis de péptidos, se reporta la longitud de onda de excitacién 6ptima de 340 - 355 nm y 320
- 335 nm, respectivamente [206], las cuales coinciden con la longitud de onda del ldser Smartbeam™-
II Nd:YAG 355 nm. Ademas, estas dos matrices y sus mezclas también se han utilizado con éxito en
el andlisis de compuestos que contienen metales [174, 205]. Inicialmente, las matrices fueron
preparadas de acuerdo con los protocolos establecidos por Bruker para la preparacion de las muestras
para MALDI (Bruker, #702557) y se mezclaron en relacién 1:1 (v/v), con la solucién de complejos
metdlicos en acetona, para su co-cristalizacién por el método de gota seca. Para soluciones estandar
de cada uno de los iones, se observ la mejor intensidad de pico, la formacién de iones de con una
sola carga y la ausencia de fragmentacion de complejos utilizando HCCA, por lo cual se selecciond
esta matriz para el posterior desarrollo del procedimiento analitico. Cabe destacar que nuestra
eleccién coincide con las recientes recomendaciones para el andlisis cuantitativo de moléculas de baja
masa molecular por MALDI [186].

El siguiente objetivo fue garantizar una co-cristalizacién homogénea y obtener una relacién

sefial-ruido lo mds alta posible. Manteniendo la concentracién de HCCA a 10 mg ml' y la
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concentracién de los iones metdlicos en la solucién estdndar a 100 ug 1", se probaron diferentes
técnicas de preparacion y depdsito de la muestra en la placa de MALDI, de acerr6 inoxidable, asi
como diferentes solventes [190, 207]. Con base en estos experimentos, se decidié depositar
sucesivamente soluciones de muestra y matriz y ademds usar acetona como solvente volatil en ambos
casos, para que la matriz y los complejos metdlicos sean solubles. También se observé que sin la
acidificacién de la soluciéon de HCCA con acido trifluoroacético o acido formico, las intensidades de
las sefales para los complejos metdlicos eran mayores. La adicién de nitrocelulosa [208] mejor6 la
homogeneidad pero también causé la supresién de la sefial por lo que este aditivo para la co-
cristalizacién no se consideré mds. Por su parte, se estudi6 el efecto de la relaciéon de muestra con
matriz sobre la intensidad de senales y sobre el ruido [207]: después de la evaporacién de ciclohexano,
los complejos metdlicos (100 ug 1" cada uno) fueron reconstituidos en 20, 40, 100, 200 y 400 ul de
acetona y 0.6 ul de la solucién obtenida se mezcl6 con 1 ul de HCCA 10 mg ml™ sin diluir y diluida
2,3, 5, 10 y 20 veces con acetona. Los espectros de masas se obtuvieron utilizando un solo ciclo de
50 disparos de laser y los limites de deteccion (DLs) fueron estimados para cada preparacion; los més
bajos DLs fueron de 0.4 ug I para Cuy 0.8 ug I para Hg los cuales corresponden a una muestra
diluida cinco veces y una matriz diluida cinco veces.

Los limites de deteccién se estimaron en base a la relacion sefial/ruido realizando tres replicas en cada
uno de los casos; los resultados se muestran en la Fig. 20. Cabe mencionar que los valores en Fig. 20
no pueden considerarse como limites de deteccién del método porque se obtuvieron utilizando series
individuales de disparos de laser para diferentes diluciones de concentraciones relativamente altas de

iones metdlicos (100 pg 17).
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Fig. 20. Limites de deteccidn estimados valuados para los tres complejos metdlicos usando diferentes

diluciones de muestra y matriz, respectivamente.

Finalmente, la intensidad del l4ser, el nimero de disparos y el modo de adquisicién de los
espectros se ajustaron bajo el criterio de la obtencién de una relacién sefial-ruido lo més alta posible

y una buena repetibilidad (las condiciones finales seleccionadas se muestran en la seccién V.1.2).
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Como se menciond anteriormente, la baja intensidad del laser con relativamente pocos disparos por
serie fue favorable para mantener el ruido espectral bajo y para obtener una buena repetibilidad,
mientras que la suma de las sefiales obtenidas en sucesivas series proporciond una mejor sensibilidad.
La mejor repetibilidad de la sefial se obtuvo seleccionando el modo “small spiral measuring raster”
de las opciones instrumentales disponibles.

Los espectros de masas obtenidos para un blanco y una mezcla de estdndar (20 pug 1" de Cu
y Hg, 25 pug 1" Ag) utilizando las condiciones finales de adquisicion se presentan en la Fig. 21; se
puede observar que los iones de las moléculas protonadas de Cu, Hg e EI aparecen en regiones de m/z

libres de senales de fondo altas.
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Fig. 21. Espectros MALDI-TOF-MS obtenidos utilizando las condiciones experimentales y de

operacién instrumental seleccionadas finalmente, para (a) solucién estandar conteniendo Cu(Il),

Hg(II) (20 pg I cada uno) y Ag (I) (25 pg 1) y (b) solucién de blanco.

En las Fig. 22a, 22b y 22c¢ se muestran espectros de los complejos metélicos en soluciones
estandar (10 ug 1" Cu, 20 ug I'' Hg y 25 pg 1" Ag) preparadas independientemente en 4 diferentes
dias, mientras que en la Fig. 22d se proporcionan los valores promedio para las sefiales mds intensas
junto con sus respectivas desviaciones estdndar. Las desviaciones estdndar relativas fueron las
siguientes: 3.7% para Cu (m/z 571.06), 6.2% para Hg (m/z 711.12) y 6.5% para Ag (m/z 617.01).
Tomando las sefiales de Cu y Hg normalizadas por EI, las desviaciones estdndar relativas
disminuyeron (3.1% para Cu y 2.2% para Hg), lo que indica que la aplicaciéon de Ag(I)-Dz como

estandar interno mejora la precisién del procedimiento.
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Fig. 22. Repetibilidad de los espectros MALDI-TOF-MS obtenidos para las soluciones estandar
preparadas en cuatro dias diferentes (10 pg 1! Cu, 20 pg 1" Hg, 25 ug I'' Ag): (a) Cu(I)-Dz; (b) Ag(I)-
Dz; (c) Hg(I)-Dz; (d); valores promedios de intensidades de sefial con sus respectivas desviaciones

estandar.

Calibracion de un componente. Se prepar6é una serie de soluciones estandar mixtas que
cubren el rango de concentracién 0 - 60 ug 1" de Cu 'y Hg (25 ug I'' de Ag como EI) y cada una de
ellas fue depositada por triplicado en tres pozos de la placa MALDI. Luego se adquirieron espectros
de cada pozo con tres repeticiones sucesivas y se usaron todas las intensidades individuales de la
seflal mds abundante para obtener la funcién de regresion lineal para cada metal. En la Tabla 10, se
presentan los parametros analiticos que se evaluaron empleando la sefial del analito directamente y
después de la normalizacion con El (m/z 617.01). Como se puede observar, los limites de deteccion
de calibracion fueron de alrededor de una parte por billén, lo que hace que el procedimiento sea
atractivo para la determinacion de elementos traza. Cabe destacar que la aplicacion del complejo de
ditizona-Ag(I) como EI dio como resultado una mejor linealidad de la funcién de calibracién, limites
de deteccidn y cuantificacion ligeramente mejores y una mejor repetibilidad (Tabla 10). Los limites
de deteccion y cuantificacion del método se evaluaron en base a la calibracién realizada en presencia

de matriz de la muestra (muestra de pargo rojo diluida 10 veces) [193]. Para la comprobacién de la
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exactitud, se aplic6 el método de adicién estandar. Especificamente, se afiadieron alicuotas de
soluciones estdndar de Cu y Hg (100 ng de cada metal) a 200 mg de muestra liofilizada de atiin
enlatado A, obteniendo asi 20 pug 1! de cada metal en la solucién a la que se le afiadié ditizona con EI

0500 pg kg™ en la muestra liofilizada.

Tabla 10. Parametros analiticos evaluados en el proceso de calibracion univariante por el método de
regresion lineal utilizando las sefiales mds intensas de Cu y Hg, con y sin normalizacién por EI (m/z

617).

Parametro Cu (m/z 571) Hg (m/z711)

Sin EI Con EI Sin EI Con EI
R? 0.9854 0.9958 0.9856 0.9955
DL, ug1' 0.96 0.71 1.4 1.1
QL, ugl! 3.2 2.4 4.7 3.6
CV, % (20 ug I'" 7.4 3.8 8.4 5.7
Method DL, ug kg 24 18 35 28
Method QL, pg kg™ 80 59 117 91

En la Fig. 23, se presentan los espectros de complejos metdlicos obtenidos en la muestra sin
y con adicién estdndar; También se incluyen espectros de una solucién estandar que contienen 20 pg
I Cu, 20 pug 1" de Hg y 25 ug 1" de Ag. Dado que la abundancia natural de *Hg es 29.74% en
comparacién con 69.15% para ®Cu, se tomaron estos dos isétopos para la cuantificacién de un
componente, en la cual se obtuvieron dos veces mds intensidades de la sefal para el complejo de
cobre a m/z 571 con respecto al complejo de mercurio a m/z 711. Tomando las sefiales normalizadas
con EI, los porcentajes de recuperacion fueron del 101% y 91% obtenidos para Cu y Hg,

respectivamente, lo que indica una precisioén aceptable.
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Fig. 23. Sefiales de metal-ditizona obtenidas por el procedimiento MALDI-TOFMS para aleta de
mantarraya fresca (azul), esta misma muestra con adicién estandar (20 ug 1" de Cu (II) y Hg (II) en

la muestra digerida con 4cido) (negro) y para una solucién estandar conteniendo 20 pg 1" de Cu(Il) y
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Hg(II) (rojo). Las tres soluciones contenfan EI (25 pg 1" de Ag como Ag(I)-Dz): (a) Cu(I)-Dz; (b) Hg
(ID)-Dz; (c) Ag (I)-Dz.

Los resultados cuantitativos por el método de adicién estdndar se presentan en la Tabla 11
junto con las concentraciones de Cu y Hg determinadas en esta misma muestra por ICP-MS; Se
observa una buena concordancia entre los resultados obtenidos por los dos métodos; sin embargo, la
precision de los resultados de MALDI-TOFMS no fue muy buena. Finalmente, la concentracién
encontrada para Hg en DORM-2 fue 4.89 + 0.47 pug g, de acuerdo con el valor certificado 4.64 +
0.26 pug g-1 (t-test, p <0.05).

Tabla 11. Resultados de recuperacién para Cu y Hg determinados por el procedimiento de MALDI-
TOF-MS y calibracién univariante en la muestra de attin enlatado A después de la adicién estdndar y

las concentraciones encontradas en esta muestra por ICP-MS.

Elemento Concentracién del elemento, ug kg™ Recuperacion, Resultados de
Muestra (Muestra + 100ng)* %o ICP-MS, ug kg™

Cobre 188 693 101 242.3
236 801 113 244.6
263 768 101 251.9
290 680 78 248.4
201 761 112 255.1

promedio *SD 236 +38 741 +46 101 + 13 248.5 £4.7
Mercurio 720 782 62 667.2
605 709 104 679.1
655 727 72 673.5
694 765 71 669.3
668 744 76 665.8

promedio +SD 668 +39 1053 +94 91 +14 671.0 £4.8

Aunque se obtuvo un rendimiento analitico aceptable, la cuantificacién univariante presenta
inconvenientes importantes ya que se basa en las intensidades de sefial medidas para un solo ion,
ignorando la informacién analitica existente en todo el espectro y potencialmente correlacionada con
la concentracién del analito; ademads, requiere la integracién manual de sefiales del analito y las
funciones de calibracién deben calcularse independientemente para Hg y Cu. Para evitar estas
limitaciones, la calibracién multivariante es una buena alternativa, y se realiz6 utilizando el método
de minimos cuadrados parciales (PLS2).

Calibracién multivariante (método de minimos cuadrados parciales). El algoritmo PLS2
utiliza espectros de masas de las soluciones de calibracién que contienen concentraciones y
proporciones variables de los analitos, para generar variables latentes (componentes) que permiten
recopilar datos espectrales de alta relevancia para predecir las concentraciones de dos analitos y

reducir la dimensionalidad de los datos [209]. Este particular método multivariante fue seleccionado,

86



debido a su capacidad para manejar las multicolinealidades inevitables cuando se generan datos
continuos tales como los espectros de masas [210, 211]. En la construccién del modelo PLS2
(Unscrambler 7.0), la matriz X consiste en los espectros de masas adquiridos para el conjunto de
soluciones de calibracién, mientras que la matriz Y contiene concentraciones de Cu 'y Hg en cada una
de estas soluciones. Se observd que la eliminacién de sefiales que aparecen fuera de los patrones
isotépicos de los compuestos de interés no tuvo un efecto importante sobre los coeficientes de
regresion, por lo tanto, los espectros completos (m/z 560 - 725) se usaron para la construccién del
modelo PLS2. En el siguiente paso, el ntimero de componentes fue variado, cada modelo fue validado
utilizando la validacién cruzada dejando una muestra a la vez; de acuerdo con los resultados, se
seleccionaron cinco componentes para cada analito. En la Fig. 24. se muestra el modelo PLS2 para
la calibraciéon de Cu y Hg, asi como los resultados de prediccién en la muestra A, muestra A con
adicién estandar (20 pug/l Cu y Hg), material de referencia certificado (DORM-2) y cuatro repeticiones

independientes del blanco.
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Fig. 24. Captura de pantalla de Unscrambler que muestra el modelo PLS2 con resultados para
calibracién de Cu y Hg, validacion cruzada y prediccién en la muestra A, muestra A con adicién
estdndar (20 pg/l Cu y Hg), material de referencia certificado (DORM-2) y cuatro repeticiones

independientes del blanco (B1-B4). Se utilizaron espectros de masa completos.

En la Tabla 12, se resumen los pardmetros analiticos obtenidos para este modelo; buena
linealidad (R*> 0,99) y pendientes similares se obtuvieron para la calibracién en comparacién con la
validacién cruzada; sin embargo, los errores cuadraticos medios de predicciéon (RMSEP 1.667 para
Cu y 2.088 para Hg) fueron mayores que los errores de calibracién (RMSEC 1.261 para Cu y 1.555
para Hg).
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Tabla 12. Pardmetros analiticos evaluados para el modelo PLS2 construido para la determinacion de

Cu y Hg, basado en los espectros MALDI-TOFMS.

Etapa de andlisis Pardmetro Cu Hg
Calibracion Pendiente 0.9896 0.9879
R* 0.9948 0.9939
RMSEC, % 1.261 1.555
Validacion cruzada | Pendiente 0.9899 0.9897
R* 0.9936 0.9923
RMSEP, % 1.667 2.088
Prediccién SD para 5 predicciones de muestra de 0.240 0.297
blanco, ug 1"
Método QL, pg kg™ 63 75
Prediccién de muestra A 259 + 23 643 £21
Prediccién de muestra A + 500 ug kg™ 779 25 1123 £35
Recuperacion, % 104 96
DORM-2 (4.64 +0.26 ugHg g™ 2.41+0.18 4.38 +0.31

Los limites de cuantificacion del método se calcularon con diez desviaciones estandar

obtenidas para cinco repeticiones de prediccion realizadas en solucién del blanco (digestion acida

diluida 10 veces de tejido de pargo rojo) [212]; obteniéndose los valores de 63 ug kg para Cu'y 75

ug kg™ para Hg, los cuales fueron similares a los obtenidos para la calibracién de un solo componente

(59 ug kg™ paraCuy91 ugkg' para Hg). Del mismo modo que se describi6 anteriormente, la muestra

A se utilizé para realizar experimentos de recuperacion, obteniendo valores aceptables del 104% para

Cu y del 96.0% para Hg. La exactitud también se demostré6 mediante la prediccion de Hg en el

material de referencia certificado DORM-2, como se indica en la Tabla 12 (las graficas de prediccion

se muestran en la Fig. 24)
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Fig. 25. Captura de pantalla de Unscrambler que muestra el modelo PLS2 con resultados para

calibracién de Cu y Hg, validacién cruzada y prediccién en la muestra A, muestra A con adicién
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estandar (20 pg/l Cu y Hg), material de referencia certificado (DORM-2) y cuatro repeticiones
independientes del blanco (B1-B4) Sin EI: m/z regién 610-620 excluida.

Finalmente, se observé que la eliminacion de las sefiales del EI de los espectros de masas
(m/z rango 610 - 620) deterioran los resultados de PLS2 (Fig. 25.) lo que indica que el algoritmo
utilizé la fluctuacién de las sefiales de IS entre espectros individuales durante la construccién de
funciones de regresion para los dos analitos.

Analisis de atin enlatado comercializado en México. Se analizaron seis marcas diferentes,
de atin enlatado, mediante el procedimiento MALDI-TOF/MS utilizando la calibracién de un
componente y el método PLS2. En la Tabla 13, se presentan los resultados junto con los obtenidos
por ICP-MS. Para cada método, se reporta el valor promedio con su respectiva desviacién estandar
en base a tres repeticiones independientes. Se observa una buena congruencia entre los promedios y
no se encontraron diferencias estadisticas entre el procedimiento propuesto y por ICP-MS (prueba t,
p <0,05), excepto para los resultados de Hg en la muestra A (PLS2) y la muestra F (calibracién de un
componente). Ademads, se debe destacar que la mejor precisién correspondié a [CP-MS y al método

PLS2 que proporciond una mejor precision con respecto a la calibracion de un componente.

Tabla 13. Resultados de la determinacién de Hg y Cu en diferentes marcas de atin enlatado
comercializado en México, obtenido por MALDI-TOFMS con calibracién de un componente (1), por
el método PLS2 (2) y por ICP-MS (3). Se presentan los valores promedios con sus respectivas

desviaciones estdndar, basados en tres repeticiones independientes.

Marca Cu, promedio + SD, ug kg™ Hg, promedio + SD, ug kg™
1 2 3 1 2 3
A 236 £ 38 259 +23 249 £5 668 + 39 643+ 21 6715
B 364 £ 38 358 £20 3559 385 47 383+21 391+11
C 386 + 19 390+ 14 37811 651 £56 668 £ 14 6739
D 730 £ 22 722+ 11 716+ 13 636 + 58 671 + 23 65712
E 778 £45 746 £ 16 75413 198 £ 18 197+ 10 184+ 10
F 654 + 31 659+ 14 680+ 12 134+ 11 1035 106 +7
DORM-2* | 248+0.42 | 241 £0.18 | 245+0.11 | 4.89+0.47 | 4.55+0.32 | 4.62+£0.09

‘mg kg’

Algunos estudios previos reportan las concentraciones de Hg y Cu en atin enlatado
comercializado en diferentes paises, segun lo revisado brevemente por Mol [155]. Nuestros resultados
de ICP-MS obtenidos para Cu (249 - 754 ug kg™') estuvieron dentro de los rangos reportados en
Turquia (0.08 - 11.9 mg kg™") [155, 156] y en Arabia Saudita (0.13 - 1.87 mg kg™") [157], sin embargo,

tienden a exceder las concentraciones reportadas en EE. UU (0.01 - 0.51 mg kg™') [213]. Cabe sefialar
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que los mariscos se consideran una buena fuente de este elemento esencial y algunos autores citan
una concentracién de 30 mg kg™ segiin lo aprobado internacionalmente en productos pesqueros [155].
En cuanto a la alta toxicidad del mercurio, la FDA tiene un nivel de acciéon reguladora de
metilmercurio en pescado de 1 mg kg™ en masa himeda [15]; los resultados de ICP-MS obtenidos
para Hg total en este estudio estuvieron en el rango de 106 - 673 pg kg™ (referido a la masa liofilizada),
lo que indica que algunos productos estaban al menos cerca del nivel de accién anterior. Por otro
lado, las concentraciones de Hg encontradas en este trabajo fueron consistentes con las reportadas en
Turquia (no detectables - 1.14 pg kg™) [155], Libia (200 - 660 ug kg™") [156] y en EE. UU. (53 - 740
ng kg') [213] pero un poco més alto que en Irdn (43 - 253 pg kg™') [214]. Se detectaron diferencias
importantes en las concentraciones de Hg entre las marcas de atin enlatado analizadas; hubo una
concentracion 6 veces menor en la marca E en comparacién con la marca B, que a su vez correspondia
a la concentracién mas alta de Hg. Nuestros resultados confirman que la determinacién de metales
pesados en pescado enlatado es necesaria para el control de la calidad de estos alimentos y se ha

demostrado la viabilidad de MALDI-TOFMS para tal fin.
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IV.3.4. Conclusiones

Se han propuesto muchas aplicaciones para las técnicas de desorcién/ionizacion por ldser en
el andlisis de moléculas pequefias mediante espectrometria de masas de alta resolucién en la dltima
década. Sin embargo, este es el primer estudio, del cual se tiene conocimiento, que utiliza MALDI-
TOFMS convencional para la cuantificaciéon de metales en forma de sus complejos con un ligando
orgdnico y también es el primer intento de utilizar regresién por el método de minimos cuadrados
parciales (PLS2) para este propdsito. Para los dos metales pesados de interés, se utiliz6 ditizona
debido a su selectividad hacia Hg(II) y Cu(Il) en condiciones ligeramente dcidas (pH 3) permitiendo
la formacién de sus complejos sin carga; asimismo, entre otros iones metdlicos que reaccionan con
ditizona en condiciones similares (Ag (I), Pd (II), Au (III)), se utiliz6 plata como estdndar interno. La
formacién de iones de los complejos metélicos de una sola carga en fase gaseosa, con estequiometria
2:1, fue confirmada con el andlisis por ESI-QTOFMS y MALDI-TOFMS. Se abordaron los
problemas tipicos relacionados con la falta de homogeneidad en la co-cristalizacion de la muestra con
la matriz, alto ruido de fondo en una regién de m/z relativamente baja y una mala repetibilidad.

En primer lugar, las especies polares e idnicas presentes en la muestra se eliminaron mediante
la extraccién de los complejos metélicos a ciclohexano, mientras que la aplicaciéon de Ag(I) como
estandar interno permitié un mejor rendimiento analitico, especialmente mediante el aumento de la
precision. Variables, tales como la cantidad relativa entre muestra y la matriz HCCA en la placa de
MALDI, y las condiciones de funcionamiento del instrumento se establecieron en el transcurso
mediante experimentos sistematicos.

La cuantificacién se llevé a cabo mediante la calibracion de un componente tomando el ion
de mayor abundancia para cada analito y para EI, y ademds los datos espectrales se utilizaron para
construir el modelo PLS2. En este dltimo caso, la normalizacién tradicional por EI no fue necesaria;
aparentemente, el algoritmo PLS2 considera la fluctuacion de las sefiales del EI presente en todos los
espectros de masas mejorando el modelo. En el andlisis de seis marcas de atin enlatado, se obtuvo
una buena concordancia entre el procedimiento de MALDI-TOF-MS con cualquiera de los dos
métodos de cuantificacién y los datos de ICP-MS. El procedimiento propuesto, especialmente basado
en la determinacion mediante el modelo PLS2 de dos metales puede recomendarse como una
alternativa de andlisis rdpido, simple y en micro-escala, con un costo de operacién del equipo mas

bajo respecto al ICP-MS.
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IV.4. Determinacion de cobre y plomo en tequila por MALDI-TOFMS y regresion por

minimos cuadrados parciales

IV.4.1. Introduccién

En este documento ya se ha mencionado varias veces que la espectrometria de masas de alta
resolucién con ionizacién/desorcion de laser asistida por matriz (MALDI-HRMS) es una herramienta
versatil en diferentes ramas de la investigacion "6mica". MALDI permite la ionizacién de compuestos
polares y no polares en un amplio rango de sus masas moleculares, generando iones cargados de sus
moléculas practicamente sin su fragmentacion. Las caracteristicas mas importantes de esta técnica
incluyen mediciones rapidas y totalmente automatizadas, una buena tolerancia a las sales y otros
componentes de la muestra, asi como inexistencia de efectos de memoria. Cabe destacar, que los
datos espectrales pueden ser adquiridos sucesivamente, para un amplio rango de diferentes muestras
depositadas en una misma placa de MALDI, sin la necesidad de limpieza entre muestra y muestra, y
sin el riesgo de contaminacién cruzada. Por otro lado, MALDI-HRMS convencional no proporciona
un buen rendimiento analitico en la identificacion/cuantificaciéon de moléculas de baja masa
molecular (m/z < 800) en comparacién con las moléculas con valores mds altos de m/z, debido al
ruido de fondo relacionado con la matriz y la homogeneidad incierta de co-cristalizacion de la muestra
con matriz [163, 177]. Para contrarrestar estas limitaciones, se han desarrollado una gran cantidad de
técnicas de desorcidn/ionizacién ldser que no emplean matriz quimica [163, 215-217]; sin embargo,
la eficacia de la desorcién/ionizacion del analito depende en gran medida de la naturaleza quimica y
el tamafio del nanomaterial aplicado para ayudar a este proceso, y frecuentemente se ha reportado una
menor sensibilidad en estas nuevas técnicas en comparacion con MALDI convencional donde se
utilizan matrices orgédnicas [182-185, 218]. Ademds, para mejorar la determinacién de moléculas de
baja masa molecular, se ha estudiado ampliamente la preparacién de las muestras y la seleccion de
las condiciones instrumentales en MALDI convencional, evitando asi los posibles efectos de matriz
[186, 219, 220].

Sin duda, la espectrometria de masas con ionizacién en plasma acoplado inductivamente
(ICP-MS) es la técnica de primera eleccion y la mas adecuada para la determinacién de trazas de
metales/metaloides en cualquier tipo de muestra real; sin embargo, también se han reportado varias
aplicaciones de MALDI-HRMS convencional [175, 176, 179, 180], que representan una alternativa,
ofreciendo ventajas como: técnica de alto rendimiento, alta resolucidn, sin efectos de memoria y con
un costo de operacién instrumental mucho mas bajo en comparacién con ICP-MS. En el capitulo
anterior, se ha demostrado la viabilidad del uso de MALDI convencional acoplado a espectrometria

de masas con analizador de tiempo de vuelo (TOFMS) para la determinacién de mercurio y cobre en
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tejido de pescado. La estrategia utilizada para mejorar la calidad del andlisis cuantitativo se basé en:
(i) formacién de los complejos metdlicos con ditizona, (ii) extraccidén/preconcentracion de los
complejos metdlicos, (iii) ajuste de la relacion adecuada matriz-muestra, (iv) uso del complejo plata-
ditizona como estdndar interno y (v) cuantificacién por regresién de minimos cuadrados parciales
(PLS2) [221].

Bajo el mismo razonamiento, en esta parte de trabajo, el objetivo ha sido lograr la
determinacién de cobre y plomo en tequila. En este caso, se seleccioné el dietilditiocarbamato de
sodio (NaDDTC) como un agente acomplejante versatil que forma complejos 2:1 con una gran
cantidad de iones metdlicos divalentes, incluidos cobre, plomo, cadmio, niquel, zinc, hierro, mercurio
y con menor preferencia, también con iones metdlicos trivalentes como bismuto, indio, arsénico y
cobalto [198, 222-225]. Con un pH cercano al neutro, la mayoria de estos complejos (excluido el
arsénico) pueden extraerse facilmente con cloroformo [223, 225, 226] permitiendo la evaporacion y
reconstitucién en un micro-volumen de disolvente para la deposicién de las muestras en una placa de
MALDI. Cabe mencionar que la coordinacién de iones metdlicos con ditiocarbamatos ya se ha
investigado dentro del dominio del anélisis MALDI-MS [175, 176]. A pesar de la baja selectividad
del dietilditiocarbamato, se puede esperar una determinacién sin interferencias de metales
individuales utilizando un espectrémetro de masas de alta resolucidon. Asimismo, la versatilidad de
NaDDTC permite la seleccién de estandares internos adecuados (iones metdlicos) los cuales estdn
ausentes en tequilas.

El tequila es un licor regional elaborado a partir del Agave tequilana Weber ("agave azul") y
su produccion estd regulada por la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SCFI-2012 [227]. Entre varias
especificaciones del producto, los niveles maximos permisibles de cuatro elementos fueron adoptados
de la Norma Oficial Mexicana NOM-142-SSA1 de la siguiente manera: 2 mg 1" Cu, 0.5 mg 1" Pb,
1.5 mg 1" Zn y 0.5 mg 1" As [228]. Como ya se menciond anteriormente, tres de estos elementos
pueden ser extraidos de una solucién acuosa neutra con cloroformo en forma de sus complejos con
DDTC; sin embargo, en funcién de la relevancia para la salud y de los datos previos obtenidos por
ICP-MS para diferentes tequilas [229] este trabajo se ha centrado en la determinacién de cobre y de
plomo. Como los posibles estdndares internos se han examinado los iones de bismuto e indio. Los
resultados obtenidos en el desarrollo del procedimiento y en el andlisis de varias muestras de tequila

se presentan a continuacion.
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IV.4.2. Parte experimental

Reactivos y muestras. Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico; agua desionizada (18.2
MQ cm, Labconco), metanol grado HPLC, etanol, acetonitrilo y cloroformo (Sigma) fueron
utilizados.

Las soluciones estdndar de cobre, plomo, indio y bismuto (1000 mg 1" cada una) fueron de
Sigma y la mezcla de estdndares internos de espectrometria de masas con ionizacién en
plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) fue de Agilent Technologies. Se utilizaron los siguientes
reactivos Sigma: dietilditiocarbamato de sodio (NaDDTC), 4cido a-ciano-4-hidroxicindmico
(HCCA), acido 2-[4-(2-hidroxietil) piperazin-1-il] etanosulfénico (HEPES), acido trifluoroacético
(TFA), acido nitrico y sal disddica del dcido etilendiaminotetraacético (EDTA) y formiato de amonio
grado LC-MS.

Diez marcas diferentes tipos de tequila comercial fueron compradas al azar en tiendas locales de
la ciudad de Guanajuato; estas incluyen: tres "blancos” (A1, A2, A3 - no envejecido), tres "reposados”
(R1, R2, R3 - afiejado en barricas de roble durante dos meses), dos "afiejos” (A1, A2, afiejado por al
menos un afo) y dos "extra-afiejos" (EA1, EA2, con un afiejamiento de al menos tres afios).
Protocolo de limpieza. Para evitar posible contaminacién por cobre en los tubos de plastico, se
utilizaron siempre tubos Eppendorf nuevos, los cuales se llenaron con EDTA 10 mM y se dejaron
durante la noche. Al dia siguiente, se enjuagaron tres veces con agua desionizada y se usaron el mismo
dia.

Procedimiento MALDI-TOFMS. Una alicuota de tequila o solucién estandar (200 pl) se coloc6 en
un tubo Eppendorf de 2 ml, agregando los estandares internos (50 pl In y 15 pl Bi, 2.0 mg 1" cada
uno) seguidos de 350 pl de HEPES 0.1 M, pH 7.4, 100 pl de NaDDTC 30 mM y el volumen se llevé
a 1 ml con agua desionizada. Las soluciones de calibracién se prepararon con adicién de etanol para
igualar su concentracién con respecto al tequila (8% v/v después de diluir a 1 ml). La extraccién se
llevé a cabo con 500 pl de cloroformo (vortex, 30 s), se recuperd la fase orgdnica y las muestras se
dejaron a temperatura ambiente para la evaporacién del disolvente. Al dia siguiente, el residuo se
reconstituyé con 100 pl de acetonitrilo y 0.6 ul de este se depositd sobre la placa de MALDI (MTP
384 target plate ground steel BC) de acerrd inoxidable, para la cristalizacién por el método de gota
seca con 1 pul de matriz de HCCA (1.25 mg ml™ en acetonitrilo: metanol: TFA preparado mezclando
700 pl de acetonitrilo, 300 pl de metanol y 1 ul de TFA 10% v/v). Para la calibracién univariante, las
soluciones estdndar mixtas contenian cobre a 0; 25; 50; 100; 200; 400; 800 pg I y plomo a 0; 100;
200; 400; 800, 1200 pg 1"l Para el método de minimos cuadrados parciales (PLS2), una serie de 42
soluciones se prepard de acuerdo con un disefio factorial completo, utilizando este mismo rango de

concentracién para ambos elementos, excepto 25 pgCu 1™,
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Se utiliz6 un equipo MALDI-TOFMS modelo AutoFlex speed de Bruker Daltonics con un laser
smartbeam™-IINd:YAG y equipado con el softwarw flexControl 3.4 y flexAnalysis 3.4. Los
espectros de masas se adquirieron en el rango m/z 338 - 516 en modo reflector positivo, utilizando
una intensidad de laser de 40% y una frecuencia de 1000 Hz. Cada solucién de calibracion se deposit6
por triplicado, sobre 3 pozos de la placa de MALDI y para cada muestra se adquirié la suma de un
espectro a partir de 4 réplicas de 25 disparos de laser, con una trama de medicién en espiral. Para la
cuantificacion, se tomo el promedio de seis replicas para cada muestra (dos pozos por muestra). La
calibracién de masa interna fue realizada con los valores monoisotdpicos de m/z para Bi(II)-(DDTC),
(505.0308) y In(IIT)-(DDTC)» (410.9542).

Asignacion de las estructuras de los iones en fase gaseosa de los complejos de
dietilditiocarbamato formados en una fuente de ionizacion suave. Mediante el procedimiento
descrito en apartado anterior, se prepararon por separado soluciones de los complejos de
dietilditiocarbamato para Cu, Pb, In, Bi y después de la extraccién y evaporacion del disolvente, se
re-disolvieron en 100 pl de acetonitrilo. Para MALDI-TOFMS no se utilizé ningtin tratamiento
adicional y los espectros de masas fueron adquiridos para las siguientes concentraciones: 100 pg 1"
Cu, 1200 pg 1" Pb, 100 pug 1" Bi y 250 pg 1" In. Para la ionizacién por electronebulizacién, la solucién
en acetonitrilo (20 pl) se diluyé con formiato de amonio (0.1 % m/v) : acetonitrilo (1:1 (v/v))
obteniendo 50 y 100 ug 1" Cu, 100 pg 1" Pb, 50 ug 1" Biy 100 pg I'' In. Estas soluciones se inyectaron
directamente por infusién (3 pl min™) a la fuente ESI del espectrémetro de masas con separador de
masas de quadrupolo y tiempo de vuelo (maxis impact ESI-QTOF-MS equipado con Data Analisis
4.1, Bruker Daltonics). ESI fue operado en modo positivo con voltaje de 4500 V, flujo de gas
nitrégeno 4 1 min™', nitrégeno como gas de secado (180 °C) y presién del gas nebulizador 0.4 bar. La
calibracién de masa externa se realizé en base a aductos de formiato de sodio. Los espectros de
fragmentacion para cada ion precursor seleccionado se obtuvieron en el modo auto MS/MS.

Determinacion de Cu y Pb por ICP-MS. Se utiliz6 un espectrometro de masas con plasma acoplado
inductivamente (Modelo 7500ce; Agilent Technologies) con un nebulizador Meinhard y cdmara de
niebla tipo Peltier (2 °C), con las condiciones instrumentales de funcionamiento descritas
anteriormente; la celda de colisién/reaccién fue presurizada con He (3.5 ml min™) [229]. La
calibracion se realiz6 utilizando soluciones, con un volumen final de 5 ml, contenido etanol al 4%
(v/v), écido nitrico al 1% (v/v), concentraciones de Cu y Pb: 0, 0.2, 0.4, 1.0, 2.0, 5.0 y 10 pg 1! y1
g I'" In como esténdar interno. Para el andlisis de las muestras, una alicuota de tequila (500 ul) se
mezcl6 con un volumen igual de 4cido nitrico (10 % v/v), 100 ul de In (50 pg 1) y se llevé a un
volumen final de 5 ml. Los limites de deteccién instrumental fueron 51 ng 1" para Cu y 62 ng 1" para

Pb. La precision fue evaluada por el método de adicién estdndar y se obtuvieron porcentajes de
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recuperacion después de la adicién de Cu y Pb (50 pug 1" de cada uno en tequila) de 110.2 % y 99.2
% respectivamente.

Analisis estadistico. A los espectros obtenidos se les realizo la correccion de la linea base, los datos
espectrales se guardaron en Excel 2010 y fueron exportados al programa The Unscrambler (CAMO).
Este software fue utilizado para realizar la regresion por el método de minimos cuadrados parciales
(PLS2).

Para la calibraciéon de un componente, las funciones de regresién lineal se obtuvieron
utilizando Microsoft Excel 2010.

Todos los andlisis se llevaron a cabo por triplicado (tres pozos) adquiriendo una suma de seis
espectros por muestra; se realizé una estadistica descriptiva para obtener los valores promedio y las
desviaciones estandar respectivas. Los resultados obtenidos por MALDI-TOFMS y por ICP-MS se
compararon estadisticamente evaluando diferencia entre dos promedios (Statistica for Windows,

Statsoft Inc.) con un nivel de significancia p < 0.05.

IV.4.3. Resultados y discusion

Para dar un enfoque cuantitativo al andlisis de moléculas de baja masa molecular mediante
MALDI-HRMS, es altamente recomendable normalizar la sefial analitica con la de un estandar
interno adecuado [186, 221]. En este trabajo el indio y el bismuto fueron elegidos para este propdsito
con la intencién de compensar los errores cometidos durante la preparacion de la muestra y durante
la adquisicion de la sefial. Estos iones metdlicos fueron seleccionados debido a que ambos forman
complejos con dietilditiocarbamato que pueden extraerse con cloroformo a pH neutro [230] y adems,
ninguno de ellos fue detectado por ICP-MS en las muestras de tequila analizadas [229].
Ionizacion de los complejos metalicos por ESI y MALDI. Las estructuras moleculares de los
complejos metdlicos con dietilditiocarbamato se estudiaron previamente mediante cristalografia de
rayos X, revelando un sitio de quelacién de cuatro miembros en el que el ion metélico es coordinado
a través de dos atomos de azufre [230]. Ademds, para algunos iones metdlicos seleccionados, la
ionizacién de sus complejos con DDTC también ha sido estudiada mediante ESI [198]. En este
trabajo, se adquirieron los espectros de masas de alta resolucién para los cuatro complejos metalicos
(Cu, Pb Bi, In) utilizando ESI y MALDI. En los espectros de MALDI-TOFMS, se observd un ion
con una carga que contenia un 4tomo de metal como la sefial predominante. Los espectros de ESI(+)-
QTOF-MS fueron un poco mds complejos; sin embargo, siempre el ion mds abundante fue el mismo
que se observo para MALDI-TOFMS. Para el complejo de Cu, la masa exacta obtenida por ESI(+)-
QTOF-MS sugirié la formacién del ion CioH20CuN2Ss" (m/z monoisotopica experimental de

358.9808, error de masa de 2.2 ppm). La Fig. 26 muestra el patrén isotdpico tedrico junto con los
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patrones isotdpicos experimentales obtenido para el complejo de cobre por ESI(+)-QTOF-MS (50 pg
I'' Cu) y por MALDI-TOFMS (100 pg I Cu). La estructura del ion Cu(DDTC),* formado en
cualquiera de las dos fuentes de ionizacidn se asign6 en base al espectro de MS/MS obtenido por ESI-

QTOF-MS/MS (Fig. 26).
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Fig. 26. Espectros de masas obtenidos para el complejo de Cu con dietilditiocarbamato (100 pg 1™
Cu): (superior) Patrones isotopicos experimentales obtenidos por ESI-QTOF-MS y MALDI-TOFMS;
espectro calculado in silico y la estructura propuesta del ion con una sola carga formado en la fase
gaseosa; (inferior) espectro ESI-QTOF-MS/MS obtenido para el ion precursor con m/z 358.9803 con

las estructuras de sus fragmentos de iones asignados.
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Cabe resaltar que a menudo se han observado cambios en el estado de oxidacién de Cu durante su
ionizacién en fase gaseosa [221, 222, 231] y especificamente, se ha reportado la estabilizacién de
Cu(IIl) por ditiocarbamatos [231-233]. Por otro lado, la m/z 358.9800 tedrica habia sido asignada
previamente como un ion radical CioH20CuN,S4* [198] y en otro estudio, se reporta una molécula
protonada del complejo de Cu(Il) con m/z tedrica de 359.9878 [234]. Para resolver esta controversia
sobre la ionizacién del complejo de Cu con dietilditiocarbamato, se adquirié un espectro ESI(+)-
QTOF-MS para una mayor concentracién de cobre (100 pug 1) lo que permitié la identificacién de
dos especies: Cu(IIl) que contiene CioH2CuN2S4* con una m/z monoisotdpica tedrica de 358.9800 y
Cu(II) con la molécula protonada CioH2iCuN,Ss" y su respectiva m/z monoisotdpica tedrica de

359.9878.
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Fig. 27. Patrones experimentales obtenidos para el complejo de Cu con dietilditiocarbamato
obtenidos mediante ESI-QTOF-MS con concentraciones de iones metélicos de 50 y 100 pg 1"

(izquierda) y sus respectivos resultados por SmartFormula (derecha).

La comparaciéon de los patrones experimentales obtenidos para el complejo de Cu usando

concentraciones del ion metédlico de 50 y 100 pg I"' se muestra en la Fig. 27. mientras que los patrones
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isotopicos calculados in silico de los dos iones coexistentes junto con sus estructuras se presentan en

la Fig. 28. Como ya se menciond, en MALDI solo se detecté Cu(IIT) que contiene CioH20CuN,S4*.
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Fig. 28. Comparacion del patrén isotdpico experimental por ESI-QTOFMS del complejo Cu-DDTC
obtenido para 100 pg 1! Cu con los patrones calculados in silico de dos especies i6nicas generadas
por el software SmartFormula (arriba a la izquierda), zoom de estos mismos patrones que muestran
sefiales superpuestas (parte inferior izquierda) y sus respectivas estructuras moleculares propuestas

(derecha).

Para el plomo, los espectros de ESI-QTOF-MS mostraron dos iones con patrones isotdpicos
caracteristicos de Pb: (1) m/z (monoisotépica) de 652.0537 que corresponde al complejo 3:1
(CisH30N3PbS6* con un error de masas de 2.6 ppm) y (2) m/z (monoisotépica) de 356.0027
perteneciente al fragmento 1:1 (CsHi;oNPbS: * con un error de masas de 3.6 ppm). En MALDI-
TOFMS, solo se formé el segundo ion. En este sentido, en la Fig. 29. se presenta la estructura
molecular correspondiente a este segundo ion, asi como su patrén isotépico tedrico junto con los
patrones isotopicos experimentales obtenidos para este complejo de plomo, por ESI(+)-QTOF-MS y
por MALDI-TOFMS y ademads en esta misma figura se muestra la fragmentacion de CisH3oN3PbSe"
por ESI-QTOF-MS/MS.
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Fig. 29. Espectros de masas obtenidos para el complejo de Pb con dietilditiocarbamato (1200 pg 1"
Pb): (superior) Patrones isotopicos experimentales obtenidos por ESI-QTOF-MS y MALDI-TOFMS;

espectro calculado in silico y la estructura propuesta del ion con una sola carga formado en la fase

gaseosa; (inferior) espectro ESI-QTOF-MS/MS obtenido para el ion precursor con m/z 652.0537 con

las estructuras de sus fragmentos de iones asignados.

Los espectros de masas obtenidos para los complejos de In y Bi utilizando las dos fuentes de

ionizacién contenian un tinico ion con una masa monoisotdpica y un patrén isotépico consistente con

la formula CioH20N2BiS4* (error de masa: 0.8 ppm) y CioH2N2InSs" (error de masa: 0.5 ppm),
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respectivamente. Las estructuras moleculares y los espectros de masas que confirman la identidad de

los complejos 2:1, con una sola carga, de In y Bi, se presentan en la Fig. 30.
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Fig. 30. Espectros de masas obtenidos para el complejo Bi (superior) y In (inferior) con
dietilditiocarbamato: (a) Patrones isotépicos experimentales obtenidos por ESI-QTOF-MS (50 pg 1™
Biy 100 ug I'' In) y MALDI-TOF-MS (100 pg I'' Biy 200 pg I'' In); espectro calculado in silico y la

estructura propuesta del ion de una sola carga formado en fase gaseosa.

Cabe destacar que MALDI-TOFMS ha demostrado ser una técnica mdas practica para los fines de

este trabajo en comparacion con ESI-QTOF-MS, ya que solo se formé una especie idnica de los
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complejos metdlicos en la fuente de ionizacion y también debido a la excepcionalmente rdpida
adquisicién de datos, libre de efectos de memoria y que representa bajo costo.

Seleccion de los parametros para MALDI-TOFMS. Se emplearon dos criterios para establecer las
condiciones experimentales e instrumentales en MALDI-TOFMS: (i) una buena homogeneidad en la
co-cristalizacién de la muestra con la matriz y (ii) la obtencién de una relacién sefial/ruido (S/R) lo
mds altamente posible. De acuerdo con las recomendaciones generales [186] y con base en nuestro
estudio previo [221] el 4cido a-ciano-4-hidroxicindmico fue seleccionado como matriz quimica. Se
prepard una serie de soluciones de HCCA usando mezclas de metanol, acetonitrilo y acetona en
diferentes proporciones, sin y con adicién del 4cido trifluoroacético al 0,01% (TFA). Como resultado,
se observo una adecuada solubilizacién de la muestra y la matriz, un secado relativamente rapido y
la formacién de dep6sitos homogéneos utilizando una relacién de metanol:acetonitrilo 70:30 v/v con
TFA. Con la finalidad de minimizar el ruido relacionado con la matriz, se probaron diferentes
concentraciones de HCCA (0.3 - 5 mg ml™); en cada caso, las sefiales analiticas se midieron a partir
de cinco réplicas de m/z 358.96 para Cu (400 pug 1) y m/z 355.95 para Pb (1200 pg 1) y el ruido se
calculé como la desviacion estandar de las intensidades adquiridas fuera del patrén isotdpico para

cada analito.
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Fig. 31. Efecto de dilucién de HCCA en la relacién sefial/ruido evaluada para las mediciones de altura

maxima y area de pico. Se adquirieron sefiales analiticas en cinco repeticiones a m/z 358,96 para Cu
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(400 pg I'") y m/z 355,95 para Pb (1200 pg 1™"); el ruido se calculé como la desviacién estandar de las
intensidades adquiridas fuera del patrén isotdpico para cada analito. Para cada dilucién de matriz, se

muestran fotos de los depdsitos co-cristalizados.

Los resultados de este experimento se presentan en la Fig. 31. mostrando el efecto de la
concentraciéon de HCCA sobre S/R evaluado midiendo alturas o dreas de las respectivas sefiales.
Aplicando el criterio de la mds alta posible relacién S/R, se selecciond la concentraciéon de HCCA
1.25 mg ml™ y se decidi6 utilizar el drea de pico como la modalidad de la sefial analitica.

En cuanto a las condiciones instrumentales, y en funcién con la experiencia previa [186, 221], se
usé una intensidad de laser relativamente baja (40%), pocos disparos por serie (100) para mantener
el ruido espectral bajo y obtener una buena repetibilidad. Ademads, para mejorar la sensibilidad, se

utilizé la suma de las sefiales obtenidas en sucesivas series (25x100).
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Fig. 32. Espectros MALDI-TOFMS obtenidos, mediante las condiciones finales experimentacion e
instrumentacién, para la mezcla de estdndares que contienen 400 pg 1" Cu, 400 pg I'' Pb, 150 pg I
Bi y 500 pg 1" In (espectro inferior) y para una solucién del blanco sin estdndares internos (espectro

superior).

Aplicando las condiciones finales, se obtuvieron los espectros de masas para el blanco y para la

mezcla de estdndares que contenfa 400 ug 1" de Cu y Pb, 150 pg 1" Bi y 500 pg 1" In. Estos espectros
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se presentan en la Fig. 32. y se puede observar que los iones correspondientes a los complejos de
dietilditiocarbamato con los cuatro metales aparecen en regiones m/z libres de sefiales de fondo altas.
Cabe mencionar que la m/z 485.40 estd presente en todos los espectros y se atribuyd a la
contaminacién por hierro (complejo Fe(Il)-DDTC,). En la Tabla 14, se muestran los resultados de
repetibilidad basados en cinco réplicas no sucesivas. Las desviaciones estdndar relativas para los iones
monoisotopicos de cada complejo metalico fueron las siguientes: 4.88% para Cu (m/z 358.96), 6.29%
para Pb (m/z 355.95), 6.52% para Bi (m/z 505.02) y 10.8% para In (m/z 410.87). La normalizacién de
las sefales de Cu y Pb por Bi resulto en una disminucién notable de las desviaciones estdndar relativas
(3,33% para Cu y 2,78% para Pb) en comparacién con In, por lo cual el complejo de Bi se utilizé

como estandar interno en la calibracién y cuantificacién univariante.

Tabla 14. Repetibilidad de las sefiales analiticas adquiridas para cada complejo metdlico con
dietilditiocarbamato. Se utilizo el 4drea de la sefial del pico monoisotdpico obtenida para 400 pg 1" de

CuyPb, 150 pg 1" Biy 500 pg 1" In.

Seiiales analiticas sin estandar interno (EI), cps Seiiales normalizadas
Replica con EI
Pb Cu In Bi Pb/Bi Cu/Bi
1 5063 25056 18334 22519 0.225 1.113
2 5349 26367 20146 23288 0.230 1.132
3 5303 24154 18866 22256 0.238 1.085
4 4755 22773 24303 19755 0.241 1.153
5 4534 24017 22474 20061 0.226 1.197
Promedio 5001 24473 20825 21576 0.232 1.136
SD 315 1194 2250 1407 0.006 0.038
RSD, % 6.29 4.88 10.8 6.52 2.78 3.33

Calibracién univariante. En primera instancia, se examiné la viabilidad de la determinacién de Pb
y Cu utilizando las sefiales correspondientes a sus iones monoisotdpicos. Los espectros de masas se
adquirieron para soluciones de calibracién y las dreas de los picos de Cu, Pb y Bi se integraron para
las m/z 358.96, 355.95 y 505.02, respectivamente. Las funciones de regresion lineal se calcularon
tomando todas las repeticiones individuales y los valores promedios obtenidos para cada punto de
calibracién (Fig. 33.). En la Tabla 15, se presentan los pardmetros analiticos que se obtuvieron
tomando promedios de las sefiales de los analitos con y sin la normalizacién por el EI de Bi(IlI)-
(DDTC), (m/z 505.02). Como se esperaba, el andlisis cuantitativo de Cu y Pb no pudo realizarse
utilizando sus sefiales sin normalizacién por EI debido a la falta de linealidad; sin embargo, tomando
los valores promedios de las sefiales individuales normalizadas por el estandar interno, se obtuvo una

linealidad aceptable (r*> 0.99).
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Fig. 33. Calibracion univariante realizada mediante las sefiales del EI normalizadas para los picos

monoisotépicos de los complejos de Cu y Pb. Area maxima como sefial analitica, EI-Bi-DDTC

(superior), en funcién de la regresién lineal obtenida utilizando todos los resultados individuales;

funcidn de regresion lineal calculada para los promedios de todos los datos individuales (inferior).

Los limites de deteccion y cuantificacion de la calibracién se incluyen en esta misma Tabla

15 y los limites de deteccién y cuantificacion del método se evaluaron mediante el proceso de

calibracién realizado en presencia de la matriz de la muestra (se utiliz6 la muestra Al diluida 20 veces

para Cu y sin dilucién para Pb,

respectivamente).

Tabla 15. Parametros analiticos evaluados para la calibracién de regresion lineal univariante

utilizando los valores promedios para las sefiales mds intensas de Cu y Pb (seis réplicas), con y sin

normalizacién con EI (Bi(III)-(DDTC),, m/z 505.02).

Parametro Cu (m/z 358.96) Pb (m/z 355.95)

Sin EI Con EI Sin EI Con EI
R? 0.8377 0.9995 0.7392 0.9972
LD, ug 1! - 3.10 - 25.3
LC,ugl! - 10.3 - 83.4
CV, % (100 ug 1™ 16.5 10.3 19.7 13.6
Método LD, pg I - 3.36 - 27.2
Método LC, ug 1" - 11.1 - 89.8
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Se obtuvieron valores muy similares en presencia y en ausencia de muestra, lo que indica que
la composicién quimica de tequila tuvo un efecto minimo sobre el ruido de fondo, debido a una
limpieza eficiente de 1la muestra durante la extraccién. A esta misma muestra Al, se le adiciond una
solucién esténdar (200 ug 1" Cu y 400 ug 1" Pb) y los espectros de masas para esta nuestra, fueron
adquiridos antes y después de la adicion estandar. Estos espectros se presentan en la Fig. 34. junto
con un espectro obtenido para mezcla de estdndares que contenia estas mismas concentraciones de
los analitos. Para una mayor claridad, en la Fig. 34 se muestran solamente las regiones m/z

correspondientes a cada una de las sefiales de Cu, Pb, Bi e In.
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Fig. 34. Sefiales de los complejos metal-dietilditiocarbamato obtenidas mediante el procedimiento
por MALDI-TOFMS para la muestra A1 (negro), esta misma muestra Al con adicién estdndar (200
pg Cu I y 400 pugPb I'") (azul) y para la solucién estandar que contiene 200 ug Cu I y 400 ug Pb I
(rojo). Las tres soluciones contenian EI (150 ug Bi 1" y 500 pgIn 1" In en forma de sus con DDTC).
(a) Cu(Ill)-(DDTC),, (b) Pb(I)-(DDTC), (c) Bi(Ill)-(DDTC), y (d) In(II)-(DDTC),.
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Como ya se describi6 en la Tabla 14, las sefiales de indio presentaron una peor repetibilidad
en comparacion con el bismuto, lo que respalda la seleccién de este dltimo como EI. Los porcentajes
de recuperacion obtenidos para la muestra Al y para otras dos muestras (B1, EA1) se muestran en la

Tabla 16 indicando una aceptable exactitud del procedimientod.

Tabla 16. Resultado de los experimentos de recuperacion llevados a cabo utilizando la cuantificacion

univariante (tres repeticiones independientes).

Muestra | Elemento promedio * DE, pg I'! Recuperacién, %
Adicionada | Encontrada
Al Cu 0 70.8 £8.2
200 257+10 93.1
Pb 0 nd
400 430+ 15 108
Bl Cu 0 171 £17
200 367 £24 98.0
Pb 0 nd
400 367 £27 91.2
EAl Cu 0 198 £ 10
200 387+21 94.5
Pb 0 nd
400 43319 108

La cuantificacién univariante presentada en esta seccidon se realizd con base en las dreas de las
sefiale medidas para el ion monoisotépico de cada analito. Esto puede ser considerado como un punto
débil del procedimiento ya que la informacién analitica contenida en todo el espectro podria ser de
mayor relevancia en comparacion con la que proporciona solo un pico de una sefial analitica.

De acuerdo con nuestra experiencia, era de esperarse que la calibracion multivariante
proporcionaria una determinacién mds confiable y con un tratamiento de datos mucho mas simple.
De hecho, al usar el método de minimos cuadrados parciales (PLS2), se evitan la integracién de
sefiales individuales, asi como la normalizacién por EI [221].

Regresion parcial por minimos cuadrados (PLS2). Como ya se ha descrito en el capitulo anterior
de la tesis, PLS2 es una herramienta tipica utilizada para el analisis multivariante y especialmente util
cuando se deben procesar relativamente pocas muestras con una gran cantidad de variables. En este
método, la determinacién de variables latentes (factores o componentes) se lleva a cabo bajo el criterio
de la mayor covarianza posible entre las variables de respuesta y las variables explicativas, originando
un modelo de regresion. En tal enfoque, se pueden manejar conjuntos de datos grandes y continuos

que contienen abundantes multicolinealidades como los espectros de masas [210, 211]. La reduccién
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de la dimensionalidad de los datos se realiza eliminando las variables explicativas (valores m/z) de
baja covarianza y seleccionando el nimero adecuado de componentes. Asi mismo, la validacién
cruzada se aplica para establecer un modelo de regresion lineal que minimice el error de la prediccidn
de la concentracion del analito.

En este trabajo, el algoritmo PL.S2 se obtuvo utilizando el software Unscrambler 7.0. Los espectros
de masas adquiridos para las soluciones de calibracién (preparados como se describe en la parte
experimental) en un rango m/z 350 - 513 se usaron para generar la matriz X de variables explicativas,
mientras que la matriz Y contenia concentraciones de Cu y Pb en cada una de estas soluciones [235].
Como se indicé anteriormente, se eliminaron las sefiales de baja covarianza y se vari6 el nimero de
componentes, obteniéndose una serie de modelos PLS2 [235]. Cada modelo fue validado de forma
cruzada dejando una muestra a la vez y el error de predicciéon mds bajo se obtuvo utilizando cuatro
componentes para cada analito. Para evaluar el efecto del estandar interno durante el andlisis de PLS2,
se generaron modelos para todo el intervalo de m/z y se compararon con los calculados después de
excluir las sefiales correspondientes de In (m/z 405 - 420), Bi (m/z 500 - 512), o a ambos. Todos los
modelos obtenidos con las sefiales de “In” incluidas, presentaron un peor rendimiento, lo que estd de
acuerdo con los resultados de la calibracién univariante y confirma que el complejo In(IlIT)-DDTC),
no fue ttil como estdndar interno. Las Figuras 35 y 36 muestran los modelos PLS2 obtenidos para Cu
y Pb, respectivamente. En estas figuras, los resultados obtenidos sin sefiales de Bi (cinco
componentes) se comparan con los calculados al incluir las sefiales de Bi (cuatro componentes). Los
pardmetros analiticos obtenidos se muestran en la Tabla 17, en la que se puede apreciar una linealidad
aceptable con R? > 0.99, y con pendientes similares para la calibracién en comparacién con la
validacién cruzada. Cabe mencionar, que estos pardmetros fueron ligeramente mejores cuando se
consideraron las sefiales del complejo de Bi (con EI) respecto el modelo que no incluia EI. En general,
los errores cuadraticos medios de calibraciéon (RMSEC) y predicciéon (RMSEP) fueron menores para
el cobre en comparacién con el plomo; para ambos elementos, estos errores disminuyeron cuando las
sefiales del EI se incluyeron en el modelo PLS2 con respecto a los modelos calculados sin EI. Por
otro lado, los errores de prediccidon siempre fueron més altos en comparacién con los errores de
calibracién, sin embargo, la diferencia entre RMSEP y RMSEC para ambos analitos fue menor al
usar EI (Tabla 17). Los limites de cuantificacion del método se calcularon a partir de diez
desviaciones estindar obtenidas para cinco repeticiones de prediccidn realizadas de una solucién del
blanco (se utilizé la muestra A1 diluida 20 veces para Cu y sin dilucién para Pb, respectivamente)
(18, 38). En este sentido, se obtuvieron valores de 23.4 ug 1" para Cuy 97.1 ug I para Pb, los cuales,

fueron peores que los obtenidos en la calibracién univariante (11.1 pug 1" para Cu y 89.8 ug I'' para
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Pb, Tabla 15) sin embargo, resultaron adecuados para evaluar el cumplimiento de la Norma Oficial

Mexicana [227, 228].
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Fig. 35. Resultados por Unscrambler que muestran los modelos PLS2 con la calibraciéon de Cu,
validacién cruzada y prediccién en las muestras A2, Al, B2, EA1, R1, R2 y después de la adicién
estandar (200 pg 1" Cu) a estas muestras. SUPERIOR: Se utilizaron espectros de masas excluyendo
el rango m/z correspondiente a los complejos In y Bi (sin EI). INFERIOR: Se utilizaron espectros de

masas excluyendo el rango m/z correspondiente al complejo In (con Bi(Ill)-(DDTC) » como EI).
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Fig. 36. Resultados por Unscrambler que muestran los modelos PLS2 con la calibracién de Pb,
validacién cruzada y prediccidn en las muestras A2, Al, B2, EA1, R1, R2 y después de la adicién
estandar (400 pg 1" Pb) a estas muestras. SUPERIOR: Se utilizaron espectros de masas excluyendo
el rango m/z correspondiente a los complejos In y Bi (sin EI). INFERIOR: Se utilizaron espectros de

masas excluyendo el rango m/z correspondiente al complejo In (con Bi(Ill)-(DDTC) > como EI).
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Tabla 17. Parametros analiticos evaluados mediante el modelo PLS?2 utilizado en la determinacion

de Cu y Pb, a partir de los espectros MALDI-TOFMS.

Etapa de analisis Parametro Cu Pb
Con EI Sin EI Con EI Sin EI
Calibracion Pendiente 0.9967 0.9958 0.9949 0.9933
R? 0.9984 0.9979 0.9974 0.9967
RMSEC, % 12.719 14.419 22.291 27.510
Validacién cruzada Pendiente 0.9942 0.9945 0.9896 0.9916
R? 0.9968 0.9956 0.9956 0.9941
RMSEP, % 21.741 24.817 36.851 43.244
Prediccion SD* 2.34 3.12 9.71 12.6
LC**, ug I 234 31.2 97.1 126

*Desviacién estdndar para 5 predicciones de muestra en blanco, pg 1!, ** limite de cuantificacién
del método.

Cabe destacar que los resultados presentados anteriormente indican claramente la importancia del
uso de un estandar interno, para mejorar el rendimiento analitico en la aplicacion de PLS2 para la
determinacién de Cu y Pb por el procedimiento propuesto. Como ya se observo antes [221], el
algoritmo PLS2 es capaz de modelar la fluctuacion de las sefiales del EI entre diferentes muestras
durante la construccién de funciones de regresion para los dos analitos.

Para las pruebas de exactitud, las muestras Al, A2, B2, EA1, R1 y R2 fueron adicionadas con 200
pg I Cuy 400 ug I'' Pb y sus espectros de masas adquiridos fueron sometidos al modelo de PLS2
para obtener los resultados de prediccion, los cuales se muestran graficamente en las Fig. 35 y Fig.36.
Los porcentajes de recuperaciones evaluados para Cu fueron los siguientes: 92.4%, 97.5%, 98.5%,
96.5%, 94.5%, y 103%, respectivamente. El plomo no fue detectado en ninguna muestra, pero sus
recuperaciones en las muestras enriquecidas estuvieron en un rango de 98.8 - 120% (resultados
individuales proporcionados en la Tabla 18). Como se puede observar en las Figuras 35 y 36, se
obtuvo una mejor prediccién al incluir sefiales del EI para la construccién de modelos PLS2.
Analisis de tequilas por MALDI-TOFMS y ICP-MS. De acuerdo con lo descrito en la parte
experimental, se analizaron diez muestras aleatorias de tequila mediante el procedimiento propuesto
utilizando la calibracién univariante y el método PLS2, ambos con el complejo Bi-
dietilditiocarbamato como EI. Estas mismas muestras también fueron analizadas por ICP-MS,
siguiendo un procedimiento establecido con anterioridad [229]. En la Tabla 18, los resultados
obtenidos se presentan mostrando los valores promedios con sus respectivas desviaciones estandar
basadas en tres réplicas independientes. Para cobre, los resultados obtenidos por los tres
procedimientos estuvieron en una buena concordancia, sin encontrar diferencias estadisticamente

significativas entre resultados MALDI-TOFMS y ICP-MS (diferencia entre dos promedios, p<0.05).
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Evidentemente, la mejor precision correspondié a los resultados de ICP-MS (intervalo RSD 0.5 -
1.9%) mientras que MALDI-TOFMS proporcioné una precisiéon similar utilizando la calibracién
univariante (RSD 1.6 - 11.6%) o por regresiéon PLS2 (RSD 1.5 - 12.7%) [229]. Las concentraciones
de Cu encontradas en este estudio (intervalo encontrado por ICP-MS: 169 - 2618 pg 1) fueron
consistentes con datos previamente reportados (0.011-11.6 mg 1) [229] y de los diez tequilas
analizados, solo dos excedieron la concentracién mdxima permisible para Cu marcada en la NOM
como 2 mg 1" [227, 228]. Cabe mencionar, que los niveles relativamente altos de este elemento en
tequila se deben al uso de alambiques y tuberias de cobre durante su proceso de destilacidn, y esta

practica es empleada para asegurar agradables propiedades sensoriales al tequila [236].

Tabla 18. Resultados de la determinacién de Cu y Pb en diferentes marcas de tequila, obtenidas
mediante los siguientes procedimientos: (1) MALDI-TOFMS por calibracién univariante con EI; (2)
MALDI-TOFMS con PLS2; (3) ICP-MS. Se presentan los valores promedios con sus respectivas
desviaciones estdndar, basados en tres repeticiones independientes. A fin de que por MALDI-TOFMS
no se detecté Pb en ninguna muestra, los resultados se presentan para las muestras con adicién
estandar (400 pg 1" Pb) analizadas por el procedimiento (2) junto con su porcentaje de recuperacion

(2 (R,%)).

Muestra Cobre: promedio + DE, pg 1! Plomo: promedio * DE, pg 1"

T 2 3 2 2 (R.%) 3
B1 171+ 17 169 £9 165t 1 419 £31 105 0.62 £ 0.04
B2 404 £ 28 407 £ 11 399t 6 427 + 38 107 1.09 £0.05
B3* 2186134 | 2098 £46 | 2129t 19 409 =37 102 2.48 £0.04
R1 21115 212t 14 214 £3 395 £ 37 98.8 0.58 £ 0.05
R2 197 £ 14 18711 1911 450+ 47 113 13.5+£0.7
R3 274+ 17 2819 279+2 432 1+ 43 108 1.83 £0.09
Al 70.8£8.2 | 68.2+86 | 654£09 478 £ 48 120 1.91 £ 0.04
A2 224+ 15 208+ 13 211+4 401 £ 41 100 0.45+0.03
EAl 198 £ 10 201 £10 192 +£2 481 +46 120 2.19+£0.08
EA2* 2605142 | 2618 £30 2599 +18 41232 103 1.16 £ 0.04

* Las muestras B3 y EA2 se diluyeron 4 veces antes de su andlisis por MALDI-TOFMS.

Debido a su alta toxicidad, la presencia de plomo en productos relacionados con los alimentos es
ciertamente no deseada. En este sentido, resultados del contenido de Pb en tequilas, por ICP-MS
obtenidos en este trabajo mostraron un intervalo de concentraciones 0.45 - 13.5 pg 1", lo que esté de
acuerdo con otros reportes 0.38 - 18.3 ug 1" [229, 236] y estd muy por debajo del nivel maximo
permisible de 0.5 mg 1" Pb [227, 228]. Asimismo, con los limites de deteccién y cuantificacién del

método evaluados para el procedimiento MALDI-TOFMS (Tabla 15, Tabla 17), no se detect6é plomo
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en ninguna de las diez muestras analizadas. Por otro lado, los porcentajes de recuperacién obtenidos
después de la adicién estandar (400 pug 1" Pb) estuvieron en el intervalo de 91.2 - 108 % para la
calibracién univariante y 98.8 - 120 % para la regresiéon PLS2. De acuerdo con esto, ambos métodos
de cuantificacién podrian ser ttiles para el control de calidad en cumplimiento de la Norma Oficial
Mexicana que regula los niveles de Pb en tequila [227, 228]. Sin embargo, la calibracién univariante
proporciond una mejor precision (RSD 3.5 - 6.5 %, Tabla 3) en comparacién con PLS2 (7.4 - 10.9
%).
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IV.4.4. Conclusiones
La determinacidn de trazas de metales/metaloides en alimentos y bebidas es muy demandada.

Hoy en dia, ICP-MS es la técnica mas poderosa y ampliamente aceptada para este propdsito; sin
embargo, también hay un interés creciente en el desarrollo de procedimientos en escala micro
caracterizados por la simplicidad del procedimiento, rapidez de adquisicién y manejo de los datos,
baja susceptibilidad a interferencias y no afectados por los efectos de memoria en. En este contexto,
la desorcion/ionizacién ldser asistida por matriz con espectrometria de masas de alta resolucién ha
demostrado ser una alternativa factible, no obstante, las deficiencias tipicas de esta técnica que
dificultan el andlisis cuantitativo en un rango de m/z bajo deben controlarse adecuadamente. En este
trabajo, se ha empleado MALDI-TOFMS convencional para la determinacién de cobre y plomo en
tequilas. El procedimiento propuesto consiste en los siguientes pasos: (i) adiciéon de Bi(Ill) como
estandar interno; (ii) formacién de complejos de dietilditiocarbamato y su extraccidon en cloroformo
a pH neutro; (iii) evaporacién y reconstitucién del disolvente en un micro-volumen de acetonitrilo
para la co-cristalizacion con HCCA en la placa de MALDI; (iv) adquisicion de espectros de masas
de alta resolucion; (v) cuantificacién mediante la calibracién univariante utilizando sefiales m/z
monoisotopicos de los iones de cada analito o por regresiéon PLS2, normalizadas con EI. Las
condiciones experimentales e instrumentales se seleccionaron bajo criterios de la homogeneidad de
la co-cristalizacién de matriz-muestra y la obtencién de una relacién sefial/ruido (S/R) lo més alta
posible. Los limites de cuantificacién del método para cobre obtenidos por el método univariante y
para PLS2 (11.1 pg 1", 23.4 ug 1", respectivamente) fueron adecuados para la determinacion de este
elemento en productos comerciales como el tequila, arrojando resultados consistentes con los
obtenidos por ICP-MS y dentro del intervalo reportado anteriormente. Para el plomo, los limites de
cuantificacién logrados a partir de los métodos univariante y PLS2 (89.8 pg 1, 97.1 ug I,
respectivamente) fueron mucho peores que para ICP-MS, por lo tanto, el procedimiento propuesto
solo puede ser util para verificar si el tequila cumple con las especificaciones de la Norma Oficial
Mexicana.

Para ambos elementos, el uso de Bi(Ill) como EI proporcioné un mejor rendimiento analitico
en términos de limites de deteccién/cuantificacion, precision y porcentajes de recuperaciones,
utilizando tanto la calibracién univariante como la regresion PLS2. Por otro lado, los pardmetros
anteriores fueron ligeramente mejores para la calibracién univariante en comparaciéon con PLS2; sin
embargo, la Ultima opcién es especialmente atractiva porque el algoritmo usa espectros enteros y no
hay necesidad de integracion de sefial ni de su normalizacién por EI Ciertamente, no tiene sentido
adquirir un sistema MALDI solamente para la cuantificacién de metales/metaloides; sin embargo, el

procedimiento aqui propuesto puede recomendarse como una aplicacion complementaria de esta
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instrumentacién con beneficios especificos de andlisis sin interferencias y sin efectos de memoria,
llevados a cabo con una velocidad excepcional y al costo de operacién del instrumento més bajo en

comparacién con cualquier técnica de espectrometria atomica.
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CAPITULO V
V.1. Conclusiones generales

El trabajo de tesis ha sido encaminado en el desarrollo de procedimientos analiticos y su aplicacién
en el area de metalomica. Como se describié en la Introduccion, metalomica es una de las ciencias
Omicas dedicada al estudio integral de metales/metaloides en un sistema dado el cual puede tener
cardcter bidtico o abidtico. El enfoque principal es en los organismos vivos, pero debido a la
exposicién de estos a las condiciones del medio ambiente y al contenido de metales/metaloides y sus
especies en alimentos, el dominio de metalomica abarca el andlisis de muestras muy variadas
buscando elucidar el impacto de metales/metaloides en los seres vivos.
Los cuatro elementos de interés en el trabajo realizado han sido: Hg, Cr, Cu y Pb. En cuanto al tipo
de muestras, se analizaron los tejidos del pescado y tequila, ademds de llevar a cabo el estudio
mecanistico de la reduccién de Cr(VI) en las soluciones modelo. Se utilizaron diferentes técnicas de
andlisis instrumental, incluyendo: ICP-MS, MP-AES, espectrofotometria UV/Vis y espectrometria
de masas con ionizacién suave (ESI-QTOF-MS y MALDI-TOFMS).
Se opto por trabajar con tejido del pescado debido a que los organismos marinos tienden a acumular
contaminantes medioambientales y forman una fuente importante de estos xenobidticos (ademads de
algunos elementos esenciales) en cadena alimenticia del hombre. En tejidos del pescado se determiné
el mercurio total, las especies de mercurio (Hg** y MeHg") y cobre total. Por su parte, se llevé a cabo
la determinacién de cobre y plomo en tequila, ya que son dos metales regulados por la Norma Oficial
Mexicana; esta bebida mexicana tradicional es de amplio consumo tanto en pais como en el extranjero
y se requieren procedimientos analiticos que permitan controlar el cumplimiento de la norma.
Finalmente, también dentro del tema principal de metalémica, se realizé un estudio de reduccion de
cromo hexavalente por el 4cido oxédlico en presencia de Mn(II), para entender el papel de manganeso
en este proceso y abrir una posibilidad de desarrollar un método de remediacién amigable al medio
ambiente.
Desde el punto de vista de quimica analitica, la principal aportacién de este trabajo ha sido demostrar
la utilidad de la técnica MALDI-TOFMS para la determinacion de metales en alimentos mediante
calibracién univariante basada en un solo valor m/z para cada uno de los elementos y también por el
método multivariante. Hay que resaltar la importancia del uso de estdndar interno y también el hecho
que el método de minimos cuadrados parciales (PLS2) ha sido empleado en esta tesis por primera vez
para la cuantificacién de pequefias moléculas por MALDI-TOFMS. Las conclusiones de esta parte
del trabajo son los siguientes:

- En condiciones ligeramente acidas (pH 3), ditizona forma complejos con Cu(Il), Hg(ID),

Ag(l), Pd(I), Au(Ill), los cuales se extraen a solvente orgdnico de manera selectiva y
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eficiente. De ahi, Ag(I) ha sido seleccionado como EI para la determinacién de cobre y
mercurio.

En condiciones neutrales, dietilditiocarbamato forma complejos con diferentes iones
metélicos que son facilmente extraidos con solventes organicos apolares; dicha versatilidad
permite emplear este reactivo para determinacién de Cu y Pb, como metales incluidos en la
Norma Oficial Mexicana dedicada a la produccién y las especificaciones de tequila, y
también elegir Bi(III) e In(IlT) como potenciales estandares internos.

Formacién de complejos permitié purificar la muestra eliminando compuestos polares o con
cargaiénica en la etapa de extraccion. Al mismo tiempo, en MALDI, los complejos generaron
iones con m/z relativamente alta (respecto a iones metdlicos) y por ello no afectados por las
sefales de matriz quimica.

El andlisis de los complejos formados por ESI-QTOFMS y por MALDI-TOFMS resulté en
la identificacion de iones generados en fase gaseosa, mismos que fueron utilizados
posteriormente para fines cuantitativos; ademds, dicho andlisis proporcioné evidencias
experimentales que confirman las reacciones redox en los que participa cobre y que ocurren
durante la ionizacién suave.

Los puntos clave para lograr una buena homogeneidad de co-cristalizacién muestra-matriz y
la mds alta posible relacidn sefial-ruido, han sido: (i) seleccién de HCCA como matriz; (ii)
ajuste de la composicién de la solucion de HCCA y del solvente para re-constitucion de la
muestra; (iii) ajuste de las cantidades relativas muestra - matriz; (iv) depdsito en la placa en
el modo de gota seca (“dried droplet”); (v) apropiada seleccién de las condiciones
instrumentales; (vi) uso de estandar interno.

Se ha demostrado que la cuantificacién de metales totales puede llevarse a cabo mediante
calibracién externa, utilizando para cada uno de ellos la sefial del ion de complejo formado
en MALDI (m/z monoisotdpica) normalizado por EL

Aplicacién de regresion PLS2 demostrd ser una alternativa viable para la determinacién
simultanea de dos iones metélicos con importante ventaja de muy simple manejo de datos;
especificamente, el modelo PLS2 se construye con base en espectros enteros, sin necesidad
de integracién de sefiales individuales y sin normalizacién manual por EL

En la determinacién de Hg y Cu con ditizona, el método PLS2 result6 ser mas confiable que
la calibracién univariante, proporcionando una mejor precision y los limites de cuantificacion
del método 63 ugCukg'y 75ugHg kg™ respecto tejido de pescado liofilizado. Los resultados
obtenidos en el andlisis de muestras reales fueron congruentes con los obtenidos por ICP-

MS.
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En la determinacién de Cu y Pb en tequila, ligeramente mejores pardmetros analiticos se
obtuvieron para la calibracién univariante en comparacién con PLS2; sin embargo, en ambos
casos los resultados en muestras reales fueron en concordancia con los del ICP-MS. Los
limites de cuantificacion en tequila obtenidos por calibracién univariante y por PLS fueron
11.1 ug L', 23.4 ug L para cobre y 89.8 pg L', 97.1 ug L™ para plomo, respectivamente.
De ahi, el procedimiento propuesto permite la determinacion de Cu en tequilas, mientras que
para plomo solamente permite verificar el cuamplimiento de la Norma Oficial Mexicana.

Es muy importante resaltar que, la determinacién de metales/metaloides por MALDI-
TOFMS no justifica la compra del instrumento; sin embargo, los resultados obtenidos en este
trabajo abren una nueva drea de sus aplicaciones especialmente atractiva debido a
simplicitud, rapidez, ficil manejo de datos, micro-escala, bajo costo de operacién del equipo
y, lo que es especialmente relevante, falta de efectos de memoria y de interferencias

espectrales que a menudo se presentan en técnicas de espectrometria atomica.

Segundo tema del trabajo de tesis ha sido afinar el procedimiento de especiaciéon de mercurio

desarrollado anteriormente, enfocdndose en la disminucién de las sefiales del blanco y mejorar la

retencion de mercurio inorgdnico y metilmercurio en la columna de fase inversa. En el desarrollo

experimental, se ha llegado a las siguientes conclusiones:

N-acetilcisteina, como un compuesto sintético resulté ser menos contaminada con mercurio
respecto a cisteina, la cual es de origen natural. Ambos compuestos contienen en su
estructura grupo -SH lo que asegura formacién de enlaces con las especies de mercurio y con
Bi(IIT) como EIL

El punto anterior es la clave para lograr una eficiente extraccién de mercurio del tejido de
pescado y también importante en la separacién de especies por HPLC en fase inversa. La
sustitucion de cisteina por N-acetilcisteina mejord la retencién de ambas especies en la
columna sin extender demasiado el tiempo de corrida cromatografica (4 min respecto a 3 min
en el procedimiento anterior). Asimismo, con N-acetilcisteina el blanco para mercurio
inorgdnico disminuyd aprox. cinco veces.

Los limites de deteccién fueron 0.54 ugHg 1"y 0.63 pugHg I'' para Hg** y CHs;Hg*
respectivamente. La exactitud ha sido demostrada evaluando porcentajes de recuperacién en
experimentos de adicién de estdndar (76.0 - 109% para Hg** y 88.4 - 127%CH;Hg").

En aplicacidn al andlisis de seis diferentes muestras de attn en lata y tres de pescado fresco,
se observé un amplio intervalo de concentraciones totales de mercurio, con metilmercurio

como especie predominante. Entre diferentes muestras de attn, el metilmercurio varia desde
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15.5 + 3.8 ugHg kg hasta 525 + 2 ugHg kg' (masa fresca). La mds alta concentracion de

especie orgdnica fue encontrada en aleta de mantarraya (648 + 41 ugHg kg ™).

La participacion en el proyecto centrado en el mecanismo de reduccién de Cr(VI) por el dcido oxalico

en presencia de Mn(Il), ayudé a formular las siguientes conclusiones:

La elucidacion del mecanismo de reaccién ha sido posible gracias al uso combinado de
diferentes técnicas analiticas, entre las cuales espectrofotometria UV/Vis con mediciones
directas y con previa separacién cromatogréfica, confirmé que Mn(II) favorece la reduccion
de Cr(VI) y que en este proceso se forman especies intermediarias de Cr hasta llegar a Cr(III).
El andlisis por MP-AES permiti6 descartar la formacion de una especie intermediaria mixta
de Cr y Mn durante la reduccion.

Con base en los datos ESI-QTOFMS, se identificaron las especies existentes en la mezcla de
reaccion conformada por Cr(VI), dcido oxdlico y Mn(Il), pH 3, y se siguieron cambios de los
contenidos de cada una de las especies en el tiempo real de la reaccién.

En cuanto al mecanismo de reduccién propuesto, se encontré que el complejo Mn(II)-bis-
oxalato es una especie reductora activa que proporciona un electrén a cualquier compuesto
de cromo que contenga un enlace Cr=0, lo que da como resultado su reduccién a Cr-OH y la
generacion de complejo de Mn(IIl)-bis-oxalato. De esta manera, en pasos de transferencia
de un electrén, ocurre la reduccién de Cr(VI) a Cr(Ill), generando CO, como producto de
oxidacion del dcido oxdlico y recuperando al final de proceso Mn(II)-bis-oxalato (efecto
catalitico de Mn(II)).

Desde el punto de vista de metalémica medioambiental, los resultados obtenidos sugieren
que el acido oxdlico en combinacién de Mn(Il) podria ser una opcién interesante para la
remediacién de ambientes contaminados, ya que la reduccién de Cr(VI) en este sistema no
requiere condiciones acidas fuertes y el producto de oxidacion final (CO») es relativamente

inofensivo.
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