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RESUMEN

Hace aproximadamente treinta afios, se ha reportado un grupo de pequefios péptidos de
estructura general (y-Glu-Cys),-Gly (n entre 2 hasta 11), denominados fitoquelatinas (PCs). Estos
compuestos fueron encontrados principalmente en organismos vegetales y son considerados
como los principales acomplejantes de metales y algunos metaloides en estos organismos. La
biosintesis de las PCs es uno de los mecanismos defensivos desarrollados por las plantas contra
la toxicidad de este tipo de xenobidticos. Durante las ultimas décadas, se han estudiado la
induccién y las rutas de la sintesis de las PCs, la formacion de sus complejos con diferentes
elementos, asi como su estructura molecular. A pesar de un importante avance en el
conocimiento sobre PCs, los mecanismos responsables por la incorporacion y/o acumulacion de
metales en relacion a la produccion de las PCs no se conocen con exactitud. La biodisponibilidad
de metales en suelo se considera uno de los factores importantes, pero la complejidad de las
condiciones medio ambientales dificulta evaluar dicha biodisponibilidad en los ambientes
naturales.

Para profundizar en este tema, el objetivo principal del presente trabajo ha sido contribuir
al conocimiento sobre la formacién de fitoquelatinas en plantas silvestres, provenientes de
ambientes naturales, donde se encuentran expuestas de manera crénica a una variedad de los
parametros medio ambientales, tales como niveles variables de concentracion de especies
metalicas, materia organica, condiciones de pH, etc.

El enfoque original fue en el desarrollo, adaptacion y aplicacion de diferentes tipos de
procedimientos para el analisis de muestras de plantas y de muestras ambientales. Para ello, se
definieron dos areas del estudio: Area I - correspondiente al cauce del rio Lerma por el Estado de
Guanajuato (22 sitios) y Area II — cinco sitios en la ciudad de Guanajuato y se examinaron
diferentes tipos de plantas silvestres.

Los tipos de analisis realizados se pueden clasificar en dos grupos:

I. Anélisis de contenidos totales:
- Determinacion de elementos en agua superficial, suelos y material de plantas por ICP-MS.
- Determinacion de fitoquelatinas totales en material de plantas, mediante cromatografia de
liquidos en fase inversa con la deteccion espectrofluorimétrica.

- Determinacion espectrofotométrica de sustancias htimicas en suelos.

Tesis Doctoral 1



II. Estudios de especiacion analitica:

- Fraccionamiento de especies metalicas asociadas con diferentes fracciones de masa
molecular en extractos de suelos, mediante cromatografia de exclusion por tamafio
molecular con dos detectores en linea: UV e ICP-MS (asociacion de metales con
sustancias humicas),

- Lixiviacion secuencial de metales del suelo, mediante el método de de Tessier (asociacion
de metales con diferentes tipos de compuestos en suelo),

- Andlisis de distribucion de especies metdlicas en fracciones de masa molecular en
extractos neutros de plantas mediante cromatografia de exclusion por tamafio molecular

con dos detectores en linea: UV e ICP-MS (asociacion de metales con fitoquelatinas).

Con base en los resultados obtenidos, se llevo a cabo el analisis estadistico de los datos, lo
que permitidé encontrar ciertas correlaciones entre los pardmetros estudiados y de esta manera
conocer mejor el proceso de captacion de metales por plantas y el proceso de formacion de
fitoquelatinas en estos organismos. Para ello, se emplearon los algoritmos de analisis de
correlacion y el método multivariante de componente principal (PCA).

Con el disefio experimental que se acaba de presentar, se buscd la respuesta a las
siguientes preguntas:

. (Cuales plantas silvestres de las recolectadas en el Estado de Guanajuato son capaces de
sintetizar PCs?

. (Cuales son los parametros medioambientales que contribuyen en la captacion de elementos
por las plantas?

o (Cuales son los metales que inducen las PCs en las plantas, y si se puede distinguir entre
estos metales y aquellos que se unen a las PCs existentes en las plantas?

El presente documento estd organizado en seis secciones: (I) Introduccion; (IT) Objetivos;
(IIT) Parte experimental, (IV) Resultados y discusiones; (V) Conclusiones y (VI) Referencias
bibliograficas.

En la parte de Introduccion se presentan los aspectos generales de la contaminacion
ambiental por metales y metaloides, los avances en los estudios sobre las fitoquelatinas y la

importancia de especiacion analitica como una de las herramientas en este tipo de estudios.
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Finalmente, se hace una breve presentacion de las técnicas analiticas utilizadas en el desarrollo
del presente trabajo.

En la Parte Experimental, se describen los equipos, estandares, reactivos y muestras
analizadas, asi como las herramientas de software. Esta seccion contiene también los manuales de
toma de muestras y la descripcion de los procedimientos analiticos.

En la seccion IV se describen los resultados obtenidos en el desarrollo del trabajo,
incluyendo dos areas del estudio. Asimismo, se presenta la discusion de estos resultados y se
reportan los resultados obtenidos del tratamiento estadistico de los datos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, han permitido responder a las preguntas
iniciales y también formular una serie de conclusiones analiticas, de relevancia bioldgica y medio
ambiental, mismas que se presentan en la seccion V.

De manera general, la principal contribucién de este trabajo de tesis en el ambito de
quimica analitica ha sido demostrar que, con el uso de procedimientos basados en diferentes
principios fisicoquimicos se obtiene la informacion analitica que permite describir cualitativa y
cuantitativamente el sistema estudiado y, en particular, elucidar los mecanismos moleculares

responsables por los efectos observados en los organismos vivos.

Tesis Doctoral 3



INTRODUCCION

Tesis Doctoral 4



I. INTRODUCCION

Entre los elementos quimicos, aquellos que estan presentes en un sistema dado en bajas
concentraciones (no mayores a 100 ug g') se denominan elementos traza. Tradicionalmente,
estos elementos se clasifican en tres grupos dependiendo de su actividad bioldgica: esenciales, si
se conocen sus funciones bioldgicas especificas; toxicos, si sus niveles bajos provocan efectos
adversos en los organismos vivos; y elementos neutros, que aparentemente no son necesarios ni
perjudiciales para los organismos. Gracias a los avances en las ciencias de la vida, hoy en dia se
sabe que los conceptos de esencialidad y toxicidad se relacionan no solamente con las
propiedades del elemento, sino también con su concentracion y distribucion entre las formas
fisicoquimicas en un sistema dado (/). Cabe aclarar que la IUPAC define el término “especie”
como una estructura molecular, electronica y/o nuclear tnica y bien definida. Asi mismo, el
término “analisis de especiacion” se define como la medicion de la cantidad de una o mas
formas/especies presentes en la muestra (2).

Los estudios de especiacion de elementos traza tienen una gran importancia en la
conservacion del medio ambiente y en el bienestar de los seres vivos (3-5), ya que la toxicidad de
los elementos depende en gran medida de la forma quimica presente, en un sistema dado.

Las plantas por su naturaleza estdn expuestas a una variedad de elementos traza, cuyas
diversas formas fisicoquimicas estan en la corteza terrestre de manera natural o son introducidos
por las actividades humanas. Al ser la base de las cadenas alimenticias terrestres, las plantas que
acumulan especies toxicas de metales y algunos metaloides pueden tener un fuerte impacto en los
organismos Vvivos.

Uno de los temas actuales es conocer los mecanismos defensivos que han desarrollado los
organismos vegetales en respuesta a diferentes xenobioticos, en particular a los metales pesados,
para poder explorar la posible utilidad de las plantas como agentes biorremediadores de suelos
contaminados. Dentro de los mecanismos defensivos desarrollados por las plantas contra los
metales pesados destaca la sintesis de fitoquelatinas (PCs) (6). Estos compuestos fueron descritos
hace mas de veinte afios como péptidos que contienen cisteina, cuyo grupo tiol es responsable del
poder de acomplejamiento de muchos iones metélicos y algunos metaloides.

En estudios realizados a lo largo de las ultimas décadas se sugiere que este

acomplejamiento de los metales pesados disminuye su toxicidad hacia algunas plantas.
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Sin embargo este no es un tema con todas las interrogantes contestadas, ya que los
factores que contribuyen a la induccion de las fitoquelatinas asi como la importancia que éstas
presentan como mecanismo defensivo, son temas que siguen discutiéndose en trabajos cientificos
(7-10).

El enfoque del presente trabajo ha sido avanzar en el conocimiento sobre la induccion de
fitoquelatinas en plantas silvestres, provenientes de suelos naturales, con niveles bajos a
moderados de concentracion de metales. A diferencia de los estudios llevados a cabo en
condiciones controladas, las plantas silvestres estdn expuestas a una variedad de pardmetros
medio ambientales que pueden afectar la especiacion quimica de los elementos de interés, y por
lo tanto su biodisponibilidad y posible papel en la induccion de fitoquelatinas (71, 12).

La importancia de la contaminacion ambiental por metales y metaloides, su interaccion
con las PCs, asi como las herramientas de analisis utilizadas en este trabajo, son los temas
tratados en las siguientes secciones, con el fin de introducir en el tema tratado y en las técnicas de

analisis utilizadas.

I.1. Contaminaciéon ambiental

Se define como contaminacién la presencia de compuestos ajenos a un entorno natural
que causan un desequilibrio en el ambiente (/3). Entre los tipos de contaminacién ambiental es
posible hacer una clasificacion entre los contaminantes persistentes y los degradables o
biodegradables. Puesto que las especies de los elementos metalicos o metaloides permanecen en
el ambiente casi siempre conservando su toxicidad, a menos que sean fisicamente removidos, la
contaminacion con este tipo de xenobidticos es uno de los grandes problemas del mundo
moderno. Por otro lado existen zonas con niveles altos de metales/metaloides naturalmente, pero
en la actualidad las actividades antropogénicas son una fuente muy importante de contaminacion
de elementos que han generado graves dafos a la salud publica (74).

Dentro de los elementos considerados toxicos destacan los metales pesados, definidos
usualmente como elementos metalicos que presentan una densidad mayor a 4.5 g/em’® (15). Los
metales pesados han sido utilizados durante cientos de afios por el hombre. El plomo se usa desde
hace aproximadamente cinco mil afos, por ejemplo, los romanos lo usaban como aditivo en vinos.

Por su parte el mercurio era usado para el alivio de los dolores de denticion en nifios,
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posteriormente se usdé como remedio en el tratamiento de la sifilis; y se puede mencionar la
utilizacion de pigmentos que contienen metales como el cadmio, plomo, zinc, cromo o hierro (/6).

A pesar de conocerse los efectos toxicos de los metales pesados desde hace bastante
tiempo, la exposicion a ellos aumenta cada vez mas en algunas areas. Por ejemplo el mercurio es
aun empleado en la extraccion de oro en minas de Sudamérica, y compuestos de arsénico son
comunes como preservantes de madera. En el ultimo siglo la produccion de compuestos que
contienen metales pesados se ha incrementado de manera sustancial, por lo que actualmente
existe una contribucién alta de metales pesados debido a actividades antropogénicas. La
industrializacion de las ciudades ha provocado una excesiva demanda de materias primas y
productos terminados que, en su proceso de fabricacidon, generan grandes cantidades de residuos,
que tienden a acumularse con el tiempo en zonas urbanas (/7).

Las emisiones industriales se han convertido en la principal fuente de contaminacién en
el aire. Las emisiones antropogénicas de plomo, cadmio, vanadio y zinc exceden las fuentes
naturales varias veces, mientras que la contribucién de arsénico, cobre, mercurio, niquel y
antimonio es de 100 a 200 % mayor a las emisiones naturales. Los metales liberados al medio
ambiente son rapidamente dispersados en diferentes compartimentos medioambientales por lo
que los ambientes urbanos son normalmente mucho mas contaminados que los ambientes rurales
(14, 18).

Los estudios llevados a cabo en aguas marinas revelan concentraciones altas de plomo
cerca de areas industriales en las costas europeas y en el este de los Estados Unidos, mientras que
en la Antartica los niveles encontrados fueron mucho mas bajos (/9), lo que refleja el impacto
hacia el medio ambiente circundante de las emisiones industriales en los paises mas desarrollados.
Otros estudios realizados demuestran la movilidad de las emisiones hacia ambientes
relativamente cercanos geograficamente. Esta movilidad produce un aumento de extensiones

geograficas afectadas por fuentes puntuales de emisiones de contaminantes al medio ambiente.

Debido al problema que genera la contaminacion por metales pesados, en diferentes
regiones del mundo se ha dado importancia al andlisis de estos en el medio ambiente, para
conocer el estado actual y en su caso proponer estrategias de remediacion (20-24). Es importante
que, dependiendo de las fuentes de los elementos y las caracteristicas de los suelos, los acuiferos

pueden actuar como medios de transporte de la contaminacion, y tener asi un papel importante en
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la distribucion y movilidad de lo elementos. Dentro de las industrias que generan contaminacion

por metales se pueden mencionar las siguientes:

e  Industria cromadora: el electrodeposito de cromo es uno de los procedimientos industriales
mas comunes en la actualidad. Su eficacia se debe a la formacién de una capa de 6xido de
cromo muy compacta en la superficie del metal a cubrir que lo protege de la corrosion. El
proceso se utiliza en la industria automotriz, siderargica, en la industria de la construccion
entre otras. Los residuos generados contienen cromo, zinc, manganeso, hierro, niquel,
cobalto y cobre (25).

. Industria petrolera: La presencia de cadmio, cromo, niquel, plomo, y principalmente
Vanadio en el petroleo representa una de las principales fuentes de emision de estos
elementos en paises industrializados. Sobre todo con la alta demanda y uso de combustibles
provenientes de esta fuente. A pesar de existir nuevas tecnologias que pretenden disminuir
estas emisiones, estos procesos no son aplicados en todo el mundo, debido a sus elevados
costos, tanto de operacion como de instalacion.

e  Industria minera y siderirgica: en estudios llevados a cabo en varias regiones, se ha
reportado de manera directa a la actividad minera como una de las fuentes de
contaminacion por metales pesados (21, 22, 26). En esta actividad se remueven grandes
cantidades de tierra de diferentes profundidades, alterando la composicion natural de los
suelos y exponiendo minerales que contienen metales y metaloides. El contenido de metales
de interés comercial en el material removido suele ser bajo y por esta razon es desechado, lo
que produce residuos que se acumulan en el ambiente durante periodos de tiempo que van
hasta los 400 afios 0 mas. Esto genera areas extensas con niveles potencialmente peligrosos

de elementos toxicos.

Es importante mencionar que, para cada uno de los elementos existen fuentes

caracteristicas de emision, relacionadas con los productos y procesos en los que son utilizados.
En el presente trabajo, la presencia de diferentes concentraciones de metales pesados en

suelos de Guanajuato fue el punto de partida para estudiar la induccidon de fitoquelatinas en

plantas silvestres provenientes de estos suelos.
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La captacion de un elemento mediante la interfase suelo-raiz de planta, depende de la
presencia de especies biodisponibles de este elemento en vecindad cercana de la raiz y por tiempo
suficiente. La concentracion de estas especies biodisponibles es determinante para la velocidad y
magnitud de la acumulacion de elementos toxicos (27). La biodisponibilidad de los compuestos
que contienen elementos toxicos puede ser muy diferente dependiendo de la naturaleza de los
mismos, y a su vez la distribucién actual de las especies depende de factores tales como el pH del
suelo, el potencial redox, la presencia de ligantes potenciales y de la actividad microbiana. Asi
pues, la caracterizacion de los suelos es de suma importancia para entender los mecanismos

responsables de la captacion de los elementos (28, 29).

I.2. Formas naturales de algunos elementos metalicos en la corteza terrestre.

Algunas de las fuentes mineralogicas presentes en la corteza terrestre que aportan metales
pesados se presentan en la Tabla 1, donde se observa claramente como el tipo de mineral y en
particular el tipo de enlace quimico deciden sobre la solubilidad (/5). Dado que cada zona
geografica tiene origenes geoldgicos diferentes, la composicion de cada lugar varia de forma
importante, asi como la disponibilidad de los elementos tdxicos presentes. Asimismo los rangos
de concentraciones pueden ir desde algunas partes por billon hasta cientos de partes por millon de

algunos elementos en zonas determinadas.
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Tabla 1. Nombre comun de algunos minerales abundantes en la corteza terrestre, elementos que
contienen y solubilidad en orden decreciente (/5).

Férmula genérica Mineral Elementos que contiene Movilidad
(Mg,Fe,Mn), SiO, Olivina Ni, Co, Mn, Li, Zn, Cu, Mo Muy soluble
Cay(Mg,Fe,Al)s(Al,Si)s0,,(OH), Hornblenda | Ni, Co, Mn, Sc, Li, V, Zn, Cu, Ga
CaFeSi,Oq Augita Ni,Co, Mn, Sc, Li, V, Zn, Pb,Cu, Ga
[K(Mg,Fe)s(Al,Fe)Si;0;0 (OH,F),], Biotita Rb, Ba, Ni, Co, Sc, Li, Mn, V, Zn, Cu, Ga
Cas(PO,);(F,C1,OH) Apatita Tierras raras, Pb, Sr
CaAl,Si,0q Anorita Sr, Cu, Ga, Mn
NaAlSi;Oq Albita Cu, Ga Modse;iilslr:ente
Mg;Al,Si;0,, Garnet Mn, Cr, Ga
KAl (Si;Al)O,0(OH,F), Muscovita Rb, Ba, Sr, Cu, Ga, V
CaTiSiOs Titanita Tierras raras, V, Sn
FeTiO; Ilmenita Co,Ni, Cr, V
ZrSiO, Zircon Hf, U
SiO, Cuarzo - Muy insoluble

Es importante mencionar que los yacimientos de uno o mas elementos generalmente son
acompafiados por un importante niimero de otros elementos presentes en varios niveles de
concentracion. En la Tabla 2 se observa una clasificacion de estos elementos llamados asociados
encontrados comunmente en yacimientos minerales no ferrosos. La extraccion de los elementos
asociados suele no ser econdomicamente viable, pero su presencia en los jales contribuye de
manera significativa a la contaminacion de la zona.

Aunque las especies presentes en yacimientos presentan baja biodisponibilidad, varios
factores, como la actividad microbiana, la presencia de materia organica, asi como el uso de
fertilizantes y el efecto de la lluvia acida, pueden aumentar la movilidad de los elementos en el
medio ambiente.

En resumen, las actividades humanas hacen que las fracciones biodisponibles de
elementos sean mucho mayores a las naturalmente encontradas en los suelos, esto genera riesgo

para los ecosistemas asi como para las poblaciones.
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Tabla 2. Minerales no ferrosos comunes encontrados en los yacimientos naturales, y elementos

asociados que pueden encontrarse en menor proporcion (15).

Elemento Mineral Metales asociados
Ag Ag,S, PbS Au, Cu, Sb, Zn, Pb, Se, Te
As AsS, Cu Au, Ag, Sb, Hg, U, Bi, Mo, Sn, Cu
Ba BASO4 Pb, Zn
Cd ZnS Zn, Pb, Cu
Cr FeCr,0,4 Ni, Co
Cu CuFS,, CusFeS,, Cu,S, CusAsS, CuS, Cu Zn, Cd, Pb, As, Se, Sb, Ni, Pt, Mo, Au, Te
Hg HgS, Hg, Zn Sb, Se, Te, Ag, Zn, Pb
Mn MnO, Fe, Co, Ni, Zn, Pb
Mo MoS, Cu, Re, W, Sn
Ni (Ni,Fe)sSg, NiAs, (Co,Ni);S, Co, Cr, As, Pt, Se, Te
Pb PbS Ag, Zn, Cu, Cd, Sb, T, Se, T1
Pt Pt, PtAs, Ni, Cu, Cr
Sb Sb,S;, AgzSbS; Ag, Au, Hg, As
Se Cu As Sb, Cu, Ag, Au
Sn SnO,, Cuy(Zn, Fe), SnS, Nb, T1, W, Rb
U U504 V, As, Mo, Se, Pb, Cu, Co, Ag
v VS, U
\\% WO;, CaWO, Mo, Sn, Nb
Zn ZnS Cd, Cu, Pb, As, Se, Sb, Ag, Au, In

1.3. Guanajuato como zona potencialmente contaminada por metales pesados.

La ciudad de Guanajuato capital ha sido por aproximadamente cinco siglos, una zona
minera de gran importancia, considerada como una de las regiones de mayor produccion de plata
en el mundo. Como consecuencia del largo periodo de actividades mineras en la region, se han
removido aproximadamente 150 millones de toneladas de minerales, como desechos de bajo
contenido comercial de metales, lo cual ha cubierto superficies de entre 15 a 20 km® por mina,

abarcando una superficie total de mas de 100 km? (30-33).
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El deposito de desechos en forma de jales ricos en elementos como el Fe, Mn, Zn, Pb y
As ha generado preocupacion por posible contaminacién de suelos y acuiferos de la region. La
movilidad de potenciales contaminantes ha sido estudiada por varios autores (30, 31, 33).

Esta es una de las razones por las que se decidio llevar a cabo los estudios de especiacion

de elementos toxicos y su asociacion con las PCs en la region.

I.4. Mecanismos de adaptacion de organismos vegetales en respuesta a altas

concentraciones de xenobioticos metalicos.

En épocas muy remotas en historia de la tierra los organismos vegetales fueron de los
primeros en salir del mar, resolviendo asi los problemas que presentaban el habitar en el agua. De
esta manera pudieron incrementar su capacidad fotosintética y tuvieron mayor disponibilidad de
nutrientes, normalmente escasos en el agua; lograron aumentar su biomasa y obtuvieron una
superficie donde crecer. Sin embargo, al mismo tiempo perdieron su capacidad de trasladarse.
Como consecuencia, la presencia de sustancias toxicas (incluyendo especies metalicas y de
metaloides) en el suelo afecta potencialmente al desarrollo de las plantas con la acumulacion de
estos elementos en su interior. Es importante que concentraciones elevadas de metales tanto
esenciales, como no esenciales en suelos pueden causar toxicidad e inhibir el crecimiento de
muchas plantas (34, 35). Asi se han observado sintomas de toxicidad que a nivel molecular han
sido relacionados con estados de estrés oxidativo e interaccion especifica con biomoléculas,

Algunas especies de plantas sin embargo han evolucionado desarrollando mecanismos de
defensa y/o tolerancia de tal manera que pueden sobrevivir en suelos altamente contaminados.
Estas estrategias desarrolladas por diferentes familias de plantas son muy diversas. Algunos de
los mecanismos de defensa y/o tolerancia pueden tener lugar fuera de la planta como es el caso de
las asociaciones simbioticas con hongos microscopicos y bacterias, ademas de los exudados de la
pared y la membrana celular. La tolerancia también puede involucrar la membrana plasmatica,
reduciendo la captacion o bien expulsado de manera activa los metales ya presentes en el citosol.
Ya en el protoplasto existe una gran variedad de mecanismos posibles, por ejemplo la reparacion
activa de proteinas, y se han reportado la presencia de acidos organicos, aminoacidos y péptidos,
capaces de acomplejar iones metalicos. Estos pueden ser transportados dentro de la vacuola para

aislar los iones metélicos del resto de organelos susceptibles a sus efectos toxicos. En la Figura 1
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se presentan de manera esquematica algunos procesos de captacion y transporte de metales
reportados en las células vegetales superiores (36). Se resumen 8 de los mecanismos que brindan

la capacidad de tolerar concentraciones altas de metales pesados en los suelos de crecimiento.

M

1. Restriccion del acceso de
| metales  hacia raiz  por
‘ micorrizas, y mecanismos de

tolerancia causados por
rizobacterias.

2. Ligadura a la pared celular.

3. Ligadura a la membrana
plasmatica.

4. Transporte activo hacia el
exterior de la célula vegetal.

5. Acomplejamiento en citosol.

b 6. Proteccion de la membrana

3 plasmatica bajo condiciones de
estrés.

7. Transporte de los complejos
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Figura 1.- Resumen de algunos mecanismos defensivos reportados en las células vegetales (36).
Se representa una concentracion elevada de metales (M) en el exterior de la célula, asi como los
mecanismos de proteccion que se pueden llevar a cabo contra la toxicidad de los iones metalicos.

La tolerancia a los metales pesados en muchas plantas puede ser definida como la
habilidad de sobrevivir en suelos que son toxicos para otras plantas, y se manifiestan por la
interaccion entre un genotipo y su medio ambiente. Sin embargo el término es mas frecuente
usado en la literatura para mencionar los cambios que pueden ocurrir en la respuesta a la
exposicion a los metales pesados (35). A través de estudios genéticos se ha encontrado que la

resistencia hacia los metales pesados puede ser controlada por un pequeiio nimero de genes (37).

A continuacion se resumen algunos de los factores y mecanismos, implicados en la

resistencia y/o tolerancia de los organismos vegetales contra la toxicidad de los metales pesados.
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Micorrizas y rizobacterias. La influencia de los microorganismos en la captacion de
elementos por las plantas puede jugar un papel importante en algunas especies, siempre que las
condiciones del suelo permitan la colonizacién de la interfase raiz-suelo. Por un lado la
asociacion simbiodtica llevada a cabo por hongos llamados micorrizas con algunas plantas, puede
ofrecer cierta proteccion contra la entrada de elementos toxicos. Los mecanismos propuestos para
la tolerancia hacia metales por parte de las micorrizas son similares a los empleados por las
plantas superiores, como la captaciéon por compuestos extracelulares, o la inmovilizacién dentro
de las vacuolas. Adicionalmente se puede dar la absorcion de los compuestos en la envoltura de
las hifas, cuya hidrofobicidad ayuda a reducir la movilidad de los metales (38, 39). Por otro lado
la presencia de las bacterias es mas comun en las cercanias de las raices, y estas juegan un rol
importante en el reciclaje de nutrientes, mantenimiento de las caracteristicas del suelo, control de
plagas que atacan a la planta; y resultan ser de gran importancia para la captacion tanto de
nutrientes, como de elementos toxicos por las plantas (40).

En lo que respecta a la tolerancia contra metales, se puede mencionar la actividad
bacteriana como responsable de algunas reacciones quimicas que disminuyen la movilidad de
elementos. Como ejemplo la bacteria Xanthomonas maltophyla cataliza la reduccion de Cr(VI) a
Cr(IIT) mucho menos toxico (4/). Se ha reportado que el mismo microorganismo puede inducir
cambios en la especiacion de iones metalicos como Pb(Il), Hg(Il), Au(Ill), Te(IV) y Ag(]).
También se han reportado mecanismos similares en cepas de Escherichia coli Y Pseudomonas
putida. Aln mas importante resulta ser la exudacion de compuestos con propiedades
acomplejantes como acidos organicos y aminoacidos o péptidos, los cuales pueden disminuir la

movilidad de los elementos toxicos y permitir el crecimiento de las plantas (47).

Funcion de la pared y membrana celular. Una de las diferencias estructurales
fundamentales entre las células animales y las vegetales es la presencia de la pared celular en
estas ultimas, formada en su mayoria por fibras de celulosa, las cuales confieren la rigidez
necesaria para el sostén. Junto con compuestos como ligninas ayuda a evitar la pérdida excesiva
de agua. Al ser una de las primeras partes anatomicas de la planta, cuando esta en contacto con
los metales contenidos en el suelo, puede de ser capaz de ofrecer cierta proteccion contra la
entrada de metales hacia la célula, y en algunos estudios se ha encontrado la acumulacion de

elementos metalicos toxicos en esta parte de la planta (42). Pero las funciones de la pared celular
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en las raices también abarcan la exudacion de compuestos capaces de reducir la captacion de los
iones metalicos fuera de la planta como, 4cidos orgéanicos, asi como algunos aminodcidos, que
juegan un papel importante en la detoxificacion de metales tanto fuera, como dentro de las
células de la raiz (43). Una vez que los iones metalicos han permeado la pared celular, llegan a la
membrana plasmatica donde comienzan realmente los efectos dafiinos de algunos metales
pesados, alterando el flujo de iones como el potasio y causando alteraciones en la proteinas.
Especificamente algunos iones metalicos presentan afinidad a los grupos tiol que juegan un papel
importante en las estructuras terciaria y cuaternaria de las proteinas. También se han reportado
cambios en la estructura y permeabilidad de las barreras lipidicas de la membrana celular (44).
Como respuesta a estos efectos toéxicos, la membrana plasmatica debe ser capaz de llevar a cabo
un transporte activo de elementos toxicos al exterior de la célula, asi como tener la capacidad de

reparar las zonas dafiadas para poder permitir a la planta la tolerancia hacia los iones metalicos.

Acomplejamiento intracelular. La concentracion total de metales pesados dentro de las
c¢lulas vegetales puede llegar a niveles de concentracion altos, sin que se produzcan efectos
toxicos, esto es debido principalmente al acomplejamiento de los iones metalicos por compuestos
presentes o producidos en el interior de la célula, lo cual disminuye su reactividad e impide su
asociacion con proteinas y otras estructuras celulares. Dentro de los compuestos reportados como
capaces de acomplejar metales pesados dentro de las células vegetales destacan la fitoquelatinas
(45), descubiertas en los afios 80s y nombradas de esta manera en 1985 (6). Las fitoquelatinas son
péptidos con estructura bésica (y-Glu-Cys),-Gly, donde n varia entre 2 hasta 11 (46). Estos
compuestos son sintetizados enzimdaticamente, lo que implica su codificacion en el genotipo de
las plantas que las producen (47). Una vez formados los complejos entre las PCs y los iones
metalicos, se puede llevar a cabo un transporte activo de estos hacia el interior de la vacuola,
donde se concentran. Otros compuestos que intracelularmente pueden disminuir la toxicidad de
los iones metalicos son las metalotioneinas (36) (mejor caracterizadas en animales) y los acidos

0rganicos.

Tesis Doctoral 15



L.5. Fitoquelatinas

Se considera que las fitoquelatinas fueron desarrolladas como mecanismo defensivo
contra los metales pesados por primera vez en organismos unicelulares marinos (48-57), dado su
origen antiguo en organismos predecesores a las plantas superiores actuales, es posible encontrar
estos compuestos en varios tipos de organismos marinos, tanto unicelulares como pluricelulares

(48, 50, 52-64). La estructura general de estos compuestos se puede observar en la Figura 2.

(0]
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O [0) OH

NH

HO NH
NH, o] n
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~ Y Y

Acido glutamico Cisteina Glicina

Figura 2. Estructura quimica de las fitoquelatinas, donde n puede variarde 2 a 11.

La ruta sintética de la PCs en las plantas tiene como sustrato la glutationa (y-Glu-Cys), y
estd implicado un pequefio numero de genes que codifican las enzimas denominadas PC-
sintetasas que unen las moléculas de glutationa, con glicina como aminoacido terminal, dando
lugar a las PCs (65). Esto hace que la ruta sintética de las PCs traslape en gran medida con la de
la glutationa. La ruta sintética se resume en la Figura 3, donde se mencionan las enzimas
participantes y los genes que las codifican, es importante mencionar que se trata de una

representacion y que existen algunas variantes a esta ruta descritos en investigaciones recientes.
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Glutamato Glicina

(GSH) (PCn)
Cisteina—— yGlu-Cys—— yGlu-Cys-Gly ——> (yGlu-Cys),-Gly
YEC sintetasa GSH sintetasa PC sintetasa
(genes:GSHI, CAD2) (genes:GSH2)  (genes:CADI, PCSI, PCS2)

Figura 3. Ruta de la sintesis de las PCs en plantas superiores.

Es bien conocida la importancia biologica de los compuestos que contienen en su
estructura atomos de azufre. En cuanto a la interaccion de biomoléculas con metales pesados, en
el reino animal existe un grupo de proteinas ricas en cisteina llamadas metalotioneinas (66, 67),
las cuales cumplen una funcion similar a las PCs en plantas, acomplejar los iones metalicos para
evitar sus efectos toxicos. Y en algunos microorganismos como las levaduras, se han encontrado
ambos grupos de compuestos, metalotioneinas y fitoquelatinas (10, 68, 69).

Sin embargo en las plantas superiores la presencia de metalotioneinas es rara vez
observada (43, 70), siendo la PCs las principales responsables del acomplejamiento de metales
pesados. Las fitoquelatinas pueden presentar variaciones estructurales, producto de diferencias en
las rutas sintéticas, como el uso de homoglutationa (yGlu-Cys-Ala) como sustrato de reaccion.
Las principales variantes se mencionan en la Tabla 3, en la cual podemos observar que el
aminodcido C terminal es diferente mientras que las unidades de yGlu-Cys son presentes en todos
los homologos de PCs. La funcion de las variantes de las PCs no estd muy clara pero se sabe que

muchas plantas asi como levaduras son capaces de sintetizarlas (77-74).

Tabla 3. Varios anédlogos de PCs encontrados en plantas y levaduras (75-77).

Péptidos relacionados con las PCs | Estructura Ocurrencia
Fitoquelatinas (y-Glu-Cys)n-Gly Plantas, levaduras
Homofitoquelatinas (y-Glu-Cys)n-Ala Leguminosas
Desglicil fitoquelatinas (y-Glu-Cys)n Maiz, levaduras
Hidroximetil fitoquelatinas (y-Glu-Cys)n-Ser Gramineas
Iso-fitoquelatinas (Gln) (y-Glu-Cys)n-Gln Maiz
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La importancia de las PCs en la tolerancia a metales pesados ha sido ampliamente
documentada tanto en plantas de interés comercial incluyendo el tomate (78) y tabaco(79), como
en muchas especies resistentes a metales pesados (7, 76, 80-105). Los estudios se han llevado a
cabo de diferentes maneras, generalmente con plantas cultivadas en el laboratorio, en presencia
de sales inorganicas de metales pesados. Por otro lado, se han hecho modificaciones genéticas
para aumentar o disminuir la biosintesis de PCs, lo que ha demostrado que las plantas deficientes
en PCs son mas sensibles a la toxicidad de los metales pesados, respecto a las plantas con sobre

expresion de los genes responsables de la produccion de PCs.

Se ha demostrado asi la gran importancia que tienen como mecanismo defensivo en
organismos vegetales, asi como en levaduras y en otros microorganismos. Es importante resaltar
que no se han encontrado reportes anteriores a este trabajo que hayan estudiado la sintesis de PCs
y su importancia en plantas silvestres, recolectadas en ambientes naturales.

Las PCs han sido encontradas también en animales simples, como gusanos y otros
microorganismos unicelulares (106, 107), también se ha podido introducir informacién genética
de plantas a cultivos celulares de mamiferos y se ha demostrado el incremento en la resistencia al

Ion Cd(II) en estos cultivos (/08).

Existen algunos trabajos dedicados a tratar de elucidar la estructura molecular de las PCs,
y sus complejos con iones metalicos (48, 71, 109, 110). En estos reportes se han encontrado
diferencias entre las concentraciones de PC-1, PC-2 y PC-3 dependiendo del tipo de planta, del
ion metalico y de su concentracion en el medio. Cabe mencionar que las cadenas mas largas de
fitoquelatinas (PC-4 y PC-5) solo se han reportado en plantas modificadas genéticamente. Los
elementos reportados como inductores de PCs, en plantas son principalmente: cadmio, seguido
por plomo, mercurio, cobre, plata, zinc, arsénico, niquel y cobalto (6, 53, 71, 76, 80, 86, 101,
111-115). Aunque dependiendo del genotipo estudiado, la respuesta varia ampliamente, desde la

clara induccion de PCs hasta la carencia de la sintesis de las mismas.
Se ha encontrado que la estequiometria de los complejos PC-Metal (PC-M) va desde 1:1

hasta 4:1, dependiendo del estado de oxidacion del ion metalico, asi como de la longitud de la

cadena peptidica (/70). La estructura tipica mencionada en los trabajos es la ilustrada en la
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Figura 4, donde se puede observar los diferentes arreglos que pueden resultar de la presencia de
PC-2, PC-3 y PC-4 con el ion Cd(II). La coordinacion entre los grupos tiol y el ion metélico
hacen que las PCs sean capaces de acomplejar a un numero mayor de iones que los que pueden

inducir su sintesis, este hecho es de gran importancia para la homeostasis de las plantas.

/w

Figura 4. Esquema de los complejos formados entre las PCs y el ion Cd(II) (/16).

Existen reportes que proponen el uso de los niveles de PCs y sus analogos en tejidos de
plantas como indicadores bioquimicos de la contaminacidén por metales pesados asi como de su
toxicidad. (86) Como se ha descrito, la induccion de fitoquelatinas en tejidos de plantas ocurre en
respuesta a concentraciones elevadas de metales, sin embargo para que la induccion sea posible
se ha encontrado que las especies que contiene los metales pesados deben ser formas libres, o
altamente toxicas para que se lleve a cabo el proceso induccion.

La produccion de PCs se ha observado principalmente en raices, sin embargo también se
ha visto que las partes aéreas de los organismos vegetales expuestas a metales contienen niveles
mas altos de cisteina y glutationa, respecto a las plantas no expuestas. En algunos casos se lleva
cabo la sintesis de fitoquelatinas en las partes aéreas de las plantas (//7). Estos cambios pueden
ser usados como indicadores bioquimicos de la contaminacion por metales pesados en varios

ambientes naturales (717, 118).
Sin embargo a pesar de establecerse la importancia que tienen las PCs en la tolerancia de

algunas plantas hacia metales pesados, existen reportes que indican que las PCs no son

responsables de la resistencia a metales pesados presentada en algunas plantas (82, 90, 119-121).
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En estos reportes se ha mencionado la importancia de otros compuestos, algunas veces
relacionados con las PCs, como la glutationa y la cisteina, como responsables directos de la
tolerancia o acumulacion de metales. En relevancia a este trabajo, algunos autores proponen que
las PCs presentes en la planta pueden acomplejar los iones metalicos que estdn presentes en el
ambiente intracelular pero no son capaces de inducir la sintesis de PCs. Resulta de gran
importancia pues entender mejor cuales son los alcances de las PCs como sistema defensivo, y
que papel juegan en la acumulacion de elementos toxicos en ambientes naturales. También es
interesante extender el estudio a especies nativas de México, y explorar la importancia de las PCs
como mecanismo de defensa en estas, ya que los reportes tienden a extender el conocimiento de

las estrategias defensivas en plantas regionales en diversos paises (/22-125).

I.6. Fitorremediacion

La fitorremediacion es el uso de plantas para la restauracion ambiental, es una tecnologia
emergente para la limpieza de suelos y acuiferos. Las plantas pueden extraer, secuestrar,
volatilizar y/o detoxificar contaminantes, a través de procesos fisicos, quimicos o bioldgicos
(126).

De acuerdo a estos principios la fitorremediacion puede llevarse a cabo de diferentes
maneras, que pueden clasificarse como: fitoextraccion, rizofiltracion, fitoestabilizacion, y

fitovolatilizacion (40).

La fitoextraccion es el uso de plantas superiores para remover contaminantes organicos o
metales de suelos contaminados. En este caso, se emplean plantas capaces de acumular niveles
altos de metales mismas que son sembradas en suelos contaminados. La biomasa recolectada es

enriquecida con metales, removiendo asi contaminantes de los suelos (73, 35).

La rizofiltracion es el uso de las raices de plantas para absorber, concentrar o precipitar
metales en afluentes acuosos. La fitoestabilizacion es el uso de plantas para reducir la movilidad
de los elementos toxicos, a través de la adsorcion y/o precipitacion, lo que reduce su

biodisponibilidad. La fitovolatilizacion se refiere a la captacion de elementos tdxicos del suelo
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por parte de la planta y su liberacion a la atmosfera en formas volatiles, esto puede ocurrir con
compuestos de mercurio, arsénico y selenio (40).

La identificacion de plantas capaces de acumular concentraciones extraordinariamente
altas de metales, muestra que las plantas poseen un potencial uso para la limpieza de suelos
contaminados.

En los suelos, los metales existen como una variedad de especies quimicas en un
equilibrio dindmico, gobernado por las propiedades fisicas, biologicas y quimicas de los suelos.
La cinética de estas interacciones decide de la biodisponibilidad de los metales, en general s6lo
una fraccion de los metales presentes en el suelo es realmente biodisponible para su captacion por
las plantas. La mayor parte de los metales contenidos en los suelos esta generalmente en forma de
compuestos insolubles no viables para su transporte dentro de la raiz (4/). Las investigaciones
relacionadas con la biodisponibilidad de metales son de vital importancia para los estudios de
extraccion de metales en suelos. En general las extracciones con disoluciones acuosas en
diferentes condiciones (fuerza idnica, pH, temperatura), proveen de una buena estimacion de la

cantidad de metales biodisponibles en muestras de suelos.

Estas estimaciones son utiles para determinar la concentracion biodisponible de cada
metal y existe una serie de procedimientos de extraccion basados en este principio. Con lo que se
logra la especiacion operacional de los diferentes grupos de compuestos, que contienen los
elementos de interés. El método de extraccion secuencial Tessier (/27) fue utilizado en el trabajo

experimental, y consta de 5 extractos definidos como:

. Fraccion intercambiable (MgCl,).

o Fraccion unida a carbonatos. (CH;COONa / CH;COOH, 1 M pH 5).

o Fraccion unida a 6xidos de hierro y manganeso. (NH,OH / HCI 0.04 M en 25 %
CH;COOH).

o Fraccion unida a materia organica y sulfuros. (30 % H,O, pH 2, posteriormente CH3;COO
NH;4 3.2 M en HNOs al 20%).

o Fraccion residual. (HNO3).
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Cada fraccion es analizada por una técnica analitica elemental para determinar los
contenidos de elementos presentes, y provee de informacion acerca de la biodisponibilidad de los
mismos.

Con excepcion del Hg, la captacion de los metales hacia la raiz ocurre normalmente a
través de la fase acuosa, en los suelos algunos metales como el cadmio existen principalmente
como formas solubles o intercambiables facilmente disponibles para las plantas; otros como el
plomo ocurre normalmente como precipitados insolubles (fosfatos, carbonatos, hidréxidos y
sulfuros) que son normalmente muy poco biodisponibles para las plantas (/28). Existe ademas en
algunos casos un importante efecto de acomplejamiento de las sustancias humicas (SH) de suelo
hacia algunos iones metélicos polivalentes; estos factores pueden disminuir en gran medida la
eficacia de la fitorremediacion con plantas. En la Figura 5 se resumen las interacciones que se
pueden llevar a cabo en la interfase raiz-suelo, y que son de importancia para la captacion de

elementos por las plantas.

Interacciones
v
Planta | Suelo |4 > Microorganismos
Caracteristicas Actividad de la < .|| Caracteristicas de Actividad
> < >
de la planta planta los MO de MO
v v \ 4
Caracteristicas Crecimiento de pH, Textura, nutrientes, Biomasa total, Fijacion,
en la raiz, la raiz, captacion contaminantes, captacion de mineralizacion,
requerimientos de nutrientes, densidad, potencial nutrientes, sintesis y
nutricionales. exudados (H', redox, etc. biodiversidad liberacion de
OH’, compuestos compuestos
organicos, etc) organicos e
inorganicos

Figura 5. Interacciones que se pueden llevar a cabo en la interfase suelo-raiz, en presencia de
microorganismos (MO) (40).
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La biologia molecular es una herramienta muy util en el mejoramiento de las capacidades
hiperacumuladoras de metales en plantas, sin embargo los procesos llevados a cabo en la

interfase raiz-suelo siguen siendo el factor decisivo en la biorremediacion con plantas (129, 130).

Se han propuesto diversas alternativas para aumentar la eficiencia de la fitoextraccion de
metales pesados en suelos contaminados. En concreto se ha estudiado el papel que juegan
algunos agentes acomplejantes de bajo peso molecular en la biodisponibilidad de los elementos
toxicos hacia las plantas (/37/-133), se encontrd en algunos casos que el formar complejos
estables de bajo peso molecular permite la entrada hacia las plantas de los elementos metalicos en
formas menos toéxicas. Por otro lado se ha propuesto que la acomplejacion con algunos
compuestos puede disminuir la movilidad de los metales impidiendo su entrada a las plantas
empleadas. Las plantas poseen mecanismos altamente especializados para incrementar la
biodisponibilidad de metales en la esfera rizozomal e incrementar la captacion hacia las raices.
En algunas especies se ha documentado la exudacion de acidos orgédnicos capaces de aumentar la
biodisponibilidad de hierro en suelos (/34). También la interaccion de las sustancias humicas con
los exudados raiz pueden incrementar en algunos casos la biodisponibilidad de metales; la
exudacion de ligdndos como el acido deoximugénico, malatos y acetatos puede inhibir la

capacidad acomplejadora de las sustancias himicas (/34).

También es importante mencionar el posible uso de las plantas como extractantes de
metales pesados con intereses comerciales a lo que se ha denominado fitomineria (/35), para esto
se ha llevado a cabo modificaciones genéticas en plantas hiperacumuladora de metales como el
oro y la plata. Esta es una alternativa de bajo costo que puede ayudar a disminuir el impacto de
los desechos mineros al medio ambiente. Sin embargo estas metodologias no son completamente
accesibles debido en gran medida a la falta de conocimiento de los mecanismos moleculares y las
rutas metabolicas involucran la hiper-acumulacién de metales pesados. También es importante
mencionar que no existen reglas establecidas acerca de los pardmetros de suelo 6ptimos para la
fitorremediacion en cualquier zona, mas bien es necesario hacer estudios especificos para cada

sitio.
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I.7. Especiacion analitica de elementos.

En las ultimas décadas la comunidad cientifica ha concluido que, la movilidad de
elementos en el medio ambiente, su biodisponibilidad y captacion por organismos vivos, su
transporte y distribucion, asi como sus efectos bioldgicos especificos, se ven gobernados por las
especies particulares, o formas actuales de cada elemento en un sistema dado. En este sentido, la
determinacion total de elementos como el mercurio, arsénico o estafio, es insuficiente para saber
acerca de su toxicidad. Como ejemplo el metilmercurio es mucho mas biodisponible y téxico que
el mercurio inorganico y el tributil estafio es mucho mas toéxico que el Sn(IV). Por lo tanto la
informacion cuantitativa de la distribucion de un elemento en sus formas/especies es
indispensable para complementar la informacion acerca de la toxicidad de algunos elementos

tanto en muestras medio ambientales como en muestras bioldgicas (/36).

La diferente toxicidad que presentan diversas formas quimicas de un mismo elemento,
tiene que ver con propiedades de sus especies tales como son: tamafio molecular, configuracion

electrénica, polaridad, tipo de enlace quimico, estabilidad.

Resulta claro que un cambio en el estado de oxidacion, la presencia de potenciales
ligandos o la adicioén de fragmentos orgénicos, son suficientes para modificar la toxicidad de los
elementos. Esto hace que la especiacion quimica juegue un papel fundamental en los estudios

sobre los efectos biologicos de metales y metaloides (4, 5).

El reto en la especiaciéon quimica es determinar las especies de interés del elemento de
manera selectiva y sensible, evitando posibles interferencias, y sin alterar el estado original de las
especies en el sistema estudiado. Estos analisis presentan una serie de problemas en muestras
biologicas principalmente por su complejidad. Los procedimientos de preparacion de muestras
son, como en muchos otros procedimientos analiticos, la parte decisiva al momento de preservar
las formas quimicas presentes de manera natural en las muestras. Aunque en algunos casos las
condiciones de andlisis pueden afectar la especiacion natural; como ejemplo, las separaciones

cromatograficas deben emplear fases moviles que no reaccionen con los analitos estudiados.
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1.8. Herramientas analiticas empleadas en los estudios de especiacion.

Un esquema de especiacion involucra de manera tipica dos etapas, en el primer paso se
obtiene la separacion de los compuestos de interés y en una segunda etapa se lleva a cabo su
deteccion y cuantificacion. Las herramientas analiticas que se emplean en este tipo de estudios

deben presentar las siguientes caracteristicas:

o Preservacion de las formas quimicas presentes en la muestra original, ya que de esto
depende la utilidad de la informacion obtenida de todo el procedimiento analitico.

J Selectividad alta en la etapa de separacion, que permita la determinacion exacta de los
diferentes compuestos.

o Deteccion especifica y multi-elemental de los elementos de interés en las fracciones
obtenidas de la etapa de separacion, y posibilidad de cuantificar los analitos con el menor
numero de interferentes posibles

o Sensibilidad alta y limites de deteccion bajos, ya que por lo general las muestras de interés
medio ambiental o bioldgico, presentan concentraciones traza o ultra traza de metales, como

contaminantes o como elementos con funciones bioldgicas.

Con base en estos requisitos que se acaban de mencionar, los procedimientos actuales
emplean técnicas cromatograficas y electroforéticas poderosas en la etapa de separacion, y
técnicas espectrométricas atomicas en la etapa de deteccion y cuantificacion. En los inicios de la
especiacion como estudio sistematico, la espectrometria de absorcion atomica fue la técnica de

deteccion mas utilizada.

1.8.1. Espectrometria de absorcion atomica.

La absorcion de radiacion electromagnética en la region ultravioleta visible (UV-Vis) que
experimentan los d&tomos en estado gaseoso, brinda una herramienta analitica poderosa para los
analisis cuantitativos y cualitativos elementales. La espectrometria de absorcion atomica (AAS)
se basa en el principio de que los 4tomos libres en estado fundamental de energia pueden

absorber radiacion UV-Vis a ciertas longitudes de onda determinadas por las reglas de la quimica
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cuantica que rigen las transiciones energéticas permisibles, entre los estados energéticos de los
electrones de valencia. Asi pues los 4tomos de un elemento poseen un espectro unico en la region
UV-Vis, lo que permite su identificacion.

En la Figura 6 se muestra un esquema de un espectrometro de absorcion atdmica. El
atomizador puede ser de llama o electrotérmico (figuras 7 y 8). En ambos casos la fuente de de
radiacidn electromagnética es la lampara de catodo hueco, donde el catodo esta compuesto por el
elemento a determinar Esto garantiza que el espectro de emision utilizado proporciona las
porciones de energia que pueden ser absorbidas por el analito.

El atomizador puede ser la llama producida al quemar acetileno, en esta modalidad la
muestra en solucion es nebulizada y entra como un rocio fino al quemador, donde se llevan a

cabo los siguientes procesos:

1. Desolvatacion
2. Evaporacion
3. Pirrolisis

4. Atomizacion

Una vez en forma elemental, los d&tomos son irradiados con el haz de radiacion producida
por la lampara de catodo hueco, y los 4tomos del analito a determinar absorben parte de la
energia excitandose. La cantidad de energia absorbida a una longitud de onda especifica es
proporcional a la concentracion del elemento en la disolucion. Esta proporcionalidad es de tipo
logaritmico, por lo que el logaritmo del cociente intensidad emitida/intensidad registrada,
definido como absorbancia, es linealmente proporcional a la concentracion del analito.

Otra técnica de la espectrometria de absorcion atdmica es la que emplea un atomizador
electrotérmico. En este caso una pequefia cantidad de muestra (de 5 a 100 pl) es colocada en un
tubo de grafito, el cual funciona como resistencia en un circuito eléctrico. El interior del tubo
esta colocado en el paso optico del instrumento. En esta modalidad, la muestra es calentada de
manera controlada para llevar a cabo los mismos procesos que en la atomizacion en llama, pero
de tal manera que en la etapa de atomizacion la fase gaseosa contiene principalmente dtomos del
analito, mientras que los productos de descomposicion de la matriz ya hayan sido removidos, esta

técnica de atomizacion permite el analisis directo de muestras con matrices complejas.
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Figura 6. Esquema de un espectrometro de absorcion atdmica, donde se muestran la lampara de
catodo hueco para la emision de la radiacion de energia apropiada para el elemento a analizar, y
la ldmpara de deuterio para la correccion de la absorcion no especifica; las dos fuentes comunes
de atomizacion: electrotérmica y en llama; asi como el sistema de deteccion y registro.
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Figura 7. Atomizador en llama utilizada en espectrometria de absorcion atémica (/37).
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Figura 8. Atomizador electrotérmico utilizado en la espectrometria de absorcién atdémica
ETAAS. (137).

En ambas modalidades los sistemas de correccion de fondo son muy importantes, ya que
es necesario distinguir entre la absorcion especifica por los &tomos del elemento estudiado, de las
pérdidas de intensidad del haz de la fuente, no relacionadas con la presencia del analito. Los
rangos de concentraciébn que se pueden medir, se ven limitados por las desviaciones de la
linealidad, caracteristicas de las mediciones de absorbancia, a concentraciones elevadas. Por lo
que es necesario en ocasiones hacer determinaciones con diferentes diluciones para elementos

especificos en una misma muestra.

1.8.2. Espectrometria de Emision atdmica

Con el avance tecnoldgico fue posible el surgimiento de nuevas herramientas analiticas
para la determinacién de elementos y en particular el uso de plasmas de un gas noble como
fuente de atomizacion, excitacion, ionizacion. El uso de plasmas generados a partir de gases
nobles incrementd en gran medida la energia que se puede suministrar a las muestras,
favoreciendo los procesos de desolvatacion y pirrolisis, y permitiendo la excitacion atomica en
mayor medida, con lo que la espectrometria de emision atdmica se convirtié en otra herramienta
analitica a utilizar. Dentro de las caracteristicas que presenta la espectrometria de emision
atomica se puede mencionar la capacidad multielemental que se obtiene de la medicion

secuencial de las diferentes lineas de emision caracteristicas de cada elemento.
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En la Figura 9 se observa el esquema de un espectrometro de emision atdbmica con plasma
acoplado por induccién como fuente de excitacion (ICP-AES). Las partes fundamentales son el
sistema de introduccién de muestra, que consta de un nebulizador y una camara de rociado, a la
cual se una la antorcha, formada por tres tubos de cuarzo concéntricos, por los cuales fluye el gas
que forma el plasma (tipicamente argon, en algunas aplicaciones helio). En la Figura 9 se puede
apreciar la configuracion de una antorcha usada en un espectrometro ICP-AES. Se puede apreciar
el flujo del gas en la antorcha de manera tangencial que ayuda a mantener el plasma de manera
estable, y crea una geometria anular que permite el paso de la muestra por el centro del plasma.
Esto hace que los tiempos de permanencia de la muestra en el plasma sean largos y permite que
la muestra reciba suficiente energia para llevarse a cabo la excitacion de los &tomos y emision de
la radiacion atdmica. El sistema de induccion es un generador de campo electromagnético en la
region de radiofrecuencia (de 27-41 MHz) que mantiene a los iones de argon y a los electrones,
en constante movimiento con trayectorias encontradas, lo que ocasiona la produccion de calor por
resistencia ohmica. El espectrofotometro, puede ser conformado por una rejilla de difraccion,
con lo que el andlisis de cada linea de emision atdmica se hace de manera secuencial; o se puede
colocar un prisma en el paso 6ptico después de la rejilla de difraccion, lo que genera un espectro
en dos dimensiones. El detector puede ser un fotomultiplicador, un arreglo de diodos o un

detector por inyeccion de carga (CID).
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Figura 9. (a) Esquema de un espectrometro de emision atomica con fuente de excitacion en
plasma acoplado por inducciéon con detector tipo fotomultiplicador (PMT). (b) Antorcha de un
espectrometro de emision atomica con plasma acoplado por induccidén como fuente de excitacion
(137).

Ademéas de los elevados costos de operacion y mantenimiento se puede mencionar que los
espectros de emision obtenidos a partir de muestras con matrices complejas suelen ser
complicados de interpretar, ya que cada elemento posee varias lineas de emision, las cuales
pueden encontrarse mas cercanas que la capacidad de resolucion Optica de el sistemas de
difraccion, obligando a elegir en ocasiones lineas de menor intensidad para las determinaciones

lo que disminuye el poder de deteccion.

Con esta herramienta analitica es posible llevar a cabo estudios de especiacion cuando las
concentraciones esperadas son en el orden de microgramos por mililitro de muestra, y al ser una
técnico continua, en algunos modelos es posible llevar a cabo el acoplamiento con técnicas de

separacion cromatograficas o electroforéticas.
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1.8.3. Espectrometria de masas, ICP-MS como herramienta analitica en estudios de

especiacion.

Con el desarrollo de la espectrometria de masas se abrid la posibilidad de identificar y
cuantificar las especies quimicas en un amplio rango de masas. En estas técnicas la muestra debe
ser ionizada para obtener iones moleculares, sus fragmentos o atomos ionizados. Los iones son
conducidos por una serie de lentes idnicos hacia la zona de alto vacio donde se introducen a un
filtro o analizador de masas, que separa o filtra los iones de acuerdo al valor de su cociente m/z

(masa/carga). Posterior mente son detectados por un transductor electronico y registrados.

Los analizadores de masas pueden ser de varios tipos, los mas frecuentemente utilizados
por su bajo costo y versatilidad son los cuadrupolos. En la Figura 10 se muestra la manera de
operar de un cuadrupolo. Los iones enfocados en un haz uniforme, son acelerados por un
conjunto de lentes idnicas, e introducidos en el espacio entre cuatro barras metalicas paralelas que
funcionan como electrodos. Las barras opuestas se conectan eléctricamente, un par al polo
positivo de una fuente variable de corriente continua y el otro par a la terminal negativa.
Adicionalmente se aplica a cada par de barras potenciales variables de corriente alterna de
radiofrecuencia. La interaccion de los iones tanto de los potenciales de corriente continua como
los de corriente alterna con los iones genera diferentes trayectorias. Un par de barras opuestas con
carga positiva o negativa de forma alternada, aleja o atrae los iones hacia el espacio al centro de
las barras, los iones de baja masa son movidos con mayor intensidad y en el ciclo negativo de las
barras colisionan con las mismas, con lo que pierden su carga y son eliminados, de esta manera
este par de barras funcionan como filtro de masas bajas. El otro par de barras con carga negativa
atraen de manera continua a los iones positivos presentes, sin embargo en los iones ligeros este
movimiento puede ser contrarestado por el ciclo positivo del potencial de corriente alterna, de
esta manera los iones pesados son atraidos de manera continua hacia las barras con carga
negativa y son eliminados, asi este par de barras funciona como filtro de masas altas. Con esto se
consigue que solo un intervalo estrecho de relaciones m/z tengan una trayectoria estable a su paso
por el cuadrupolo y lleguen al detector. Variando los potenciales de corriente alterna y continua
es posible seleccionar una relacion m/z especifica y eliminar las demas. Al realizar los ajustes de

manera rapida es posible realizar un barrido de relaciones m/z de valores tipicamente entre 3-300,
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con tiempos de deteccion en el orden de milisegundos (al rededor de 100 ms) en un amplio rango,

lo que permite el anélisis multielemental practicamente simultaneo.

l6n con trayectoria
inestable I'ransductor
de iones

’___.J'

-

= “::\+| ~l

Fuente —" : A e

de iones N

16n con trayecloria
estable

Voltajes
P deyrf

Figura 10. Diagrama de operacion de un filtro de masas tipo cuadrupolo, se observa el diagrama
de las conecciones eléctricas a los generadores de corriente directa (dc) y radio frecuencia (rf), asi
como las trayectorias de iones de diferente relacion m/z (137).

El analizador de masas de cuadrupolo presenta la desventaja de tener baja
resolucion, es decir solo puede distinguir entre valores de m/z que difieren en una unidad. Esto
hace que este filtro de masas no pueda distinguir entre iones atémicos X, en los cuales el valor
m/z es igual a la masa atémica, y los iones poliatomicos ZY"' que pueden presentar valores de

. . -+
m/z muy similares a X'

Existen también analizadores de masas de alta resolucion que permiten separar
iones que presentan diferencias entre sus valores m/z inferiores a una unidad de masa atdémica.
De esta manera es posible eliminar las interferencias poliatdmicas e isobaricas. Un analizador de
sector magnético se muestra en la Figura 11. Los iones son acelerados y luego son introducidos
en el centro de un campo magnético generado por un electroiman curvo. El campo magnético

genera la deflexion de los iones, de manera que los iones pesados colisionan con las paredes del
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tubo al vacio que los conduce al no modificar su trayectoria lineal lo suficiente para seguir por el
centro, esto es debido a la fuerza centrifuga generada por la masa del ion en la trayectoria curva.
Por otro lado los iones muy ligeros desvian su trayectoria lineal demasiado al ser atraidos por el
iman, y colisionan con el tubo del analizador. Al variar la intensidad del campo magnético o el
potencial de aceleracion de entrada, se puede igualar la fuerza centrifuga con la centripeta de un
ion de determinada relacion m/z, y permitir que llegue al detector. También existen equipos que
antes de separar los iones por interaccion con el campo magnético eliminan las diferencias en sus
energias cinéticas y traslacionales por medio de un enfoque electrostatico. Este es llevado a cabo
al pasar los iones entre dos laminas metalicas lisas curvadas, a través de las que se aplica un
potencial de corriente continua. Estos equipos son llamados de doble enfoque. Estos equipos son

costosos y al trabajar con condiciones de alta resolucion se disminuye de manera drastica su

sensibilidad.

Salida hacia el
Fuente de iones amplificador
: — » A labomba y ¢l registrador

Trayectoria de los _T_

iones mds ligeros

Imén
107 torr

Rendija
de salida

Trayectoria de los
iones mds pesados

l

analizador
metdlico

Colector de iones

Figura 11. Esquema de un analizador de masas de sector magnético de simple enfoque, se indica
en la parte superior de la imagen, la entrada de los iones provenientes de la fuente de ionizacion
(quimica, por impacto electronico, electrorociado, ablasion laser o en plasma), asi como la
trayectoria de iones de diferente relacion m/z.

Tesis Doctoral 33



Existe también la posibilidad de separar iones por medio de analizadores de masas de
tiempo de vuelo, (TOF) en el cual los iones formados son impulsados con la misma energia
cinética y después son introducidos a un tubo al vacio. La diferencia en las masas se refleja en la
velocidad con que se desplazan en el tubo, por lo que los iones mas pesados llegan mas tarde al
detector, situado al final de un tubo al vacio. Midiendo el tiempo que tardan en llegar los iones es

posible calcular su masa hasta con 3 cifras decimales significativas.

Los andlisis de especiacion quimica elemental pueden ser llevados a cabo a través de la
obtencion de iones atomicos a partir de las especies de interés presentes en una muestra. Las
fuentes de plasma son una herramienta muy til para este proposito; por lo que el surgimiento de
la espectrometria de masas con fuente de ionizacidén por plasma acoplado por induccion (ICP-MS)

se ha convertido en la herramienta mas empleada en estudios de especiacion quimica (/38).

Las capacidades de analisis de la técnica ICP-MS permiten verdadero analisis
multielemental e isotopico, limites de cuantificacion de orden de nano gramos por litro para la
mayoria de los elementos y la posibilidad de andlisis continuo, que permiten el acoplamiento sin
mayores problemas con técnicas de separacion cromatograficas, electroforéticas, asi como la

introduccion directa de vapores o gases.

En la Figura 12 se muestra el esquema de un espectrometro de masas con plasma
acoplado por induccién como fuente de ionizacion y filtro de masas tipo cuadrupolo, se puede
observar que la interfase debe permitir la entrada de iones desde condiciones de presion
atmosférica, hacia el alto vacio requerido para la conduccién, separacion y deteccion 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, filtrados

y detectados.
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Gas del plasma Antorcha Interfase | e ntes idnicos Cuadrupolo Detector

Gas auxiliar
Camara de rociado I ]

Gas carricr-A

Valvula
de
la interfase

Cono Skimmer

Muesira
Bomba Bomba

turbomaolecular turbomolecular

Plasma

Bomba rotatoria Bomba rotatoria
Cono Sample Interfase

Figura 12. Espectrometro de masas con plasma acoplado por induccién como fuente de
ionizacion con filtro de masas tipo cuadrupolo. Se aprecia un acercamiento a la interfase existente
entre las condiciones de presion atmosférica y las condiciones de vacio al interior del instrumento.

Como ya se ha mencionado los analizadores de masas tipo cuadrupolo son lo mas
empleados, y para eliminar las interferencias causadas por los iones poliatdmicos, el modelo
7500ce de Agilent Technologies con el que se realizd este trabajo, cuenta con un sistema de
eliminacion de interferentes, llamado celda con octapolo de colisiones/reacciones, (ORC)
ilustrado en la Figura 13. En este dispositivo, un octapolo concentra el haz de iones y de manera
perpendicular se hace pasar un flujo de gas; tipicamente helio para colisiones o hidrogeno para
reacciones. En la modalidad de colision, los iones poliatdmicos de mayor tamafio sufren
colisiones con mayor frecuencia que los iones atdbmicos mas pequefos, 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. Esto permite la eliminacion de los iones poliatdmicos.
En el modo de reaccion los iones poliatdmicos son disociados, o son modificados en su valor m/z

por adicién de un atomo de hidrégeno, al colisionar con este gas en la celda.
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Figura 13. Diagrama de la celda de colisiones/reacciones del ICP-MS Agilent 7500ce.

1.8.4. Técnicas hibridas o acopladas

Las metodologias analiticas mencionadas hasta ahora son técnicas de analisis elemental y
por lo tanto proveen solamente de informacion acerca de la variedad y cantidad de elementos en
la muestra. Sin embargo, no permiten identificar la estructura de compuestos presentes en la
muestra. Es por esto que el procedimiento de especiacion requiere de una etapa de separacion de
especies previa a la detecciéon y cuantificacion. En los estudios de especiacion quimica, la
combinacion de las etapas de separacion y deteccion en linea recibe el nombre de técnicas
hibridas o acopladas (coupled o hyphenated). Con este disefio se suman las ventajas de la alta
selectividad de las técnicas cromatograficas o electroforéticas, con la excelente sensibilidad y

poder de deteccion de la espectrometria atomica (3, 139).

Dentro de las técnicas de separacion mas poderosas se encuentran la cromatografia, ya sea
de gases (GC) o de liquidos (HPLC). Estas técnicas se definen como métodos fisicos de
separacion, en los cuales los solutos a ser separados se distribuyen entre dos fases: fase

estacionaria, que permanece inmoévil; y fase movil, la cual se mueve en una direccion definida.
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Estas técnicas proporcionan una gama muy completa de posibilidades de separacion,
basadas en diferentes principios fisicoquimicos.
A continuacion se describen de manera resumida los tipos de cromatografia de liquidos, ya que

esta fue una de las técnicas utilizadas en el desarrollo del proyecto.

Fase estacionaria.- Es el medio fisico por el cual se hace pasar la muestra, y que interactia con la
misma, reteniéndola o dejandola pasar libremente, de acuerdo a diferentes principios
fisicoquimicos explicados a continuacion. Puede ser un polvo fino, un gel polimérico o una
estructura porosa. Se encuentra normalmente contenida en un cilindro hueco, llamado columna
cromatografica, de didmetro interno reducido y de largo entre unos pocos centimetros hasta 30
centimetros. De acuerdo a la naturaleza de la fase estacionaria y las interacciones fisicoquimicas

que se llevan a cabo las técnicas de separacion por HPLC son:

o Cromatografia en fase inversa (RP): La fase estacionaria es menos polar que la fase movil.
Asi que, los compuestos lipofilicos son retenidos, y el orden de salida de la columna
comienza por los mas polares y termina por los mas apolares. En cuanto a los grupos
funcionales, las fases estacionarias comunes en este tipo de cromatografia son octil 6 C8
(Si-(CH2)7-CH3) y octadecil C18 (Si-(CH2)17-CH3). La fase estacionaria RP-HPLC
requiere un tamano pequefio de particula (3-10 um) y un empacamiento de columna mas
compacto y homogéneo para obtener un alto nimero de platos teoricos.

o Cromatografia de afinidad: Las separaciones por cromatografia de afinidad se basan en las
interacciones reversibles entre dos moléculas con cierta actividad bioldgica. La fase
estacionaria esta formada por un soporte el cual contiene un ligando que reconoce de
manera especifica al compuesto de interés. Una vez retenido en la columna, el compuesto
puede ser eluido utilizando una disolucién amortiguadora de pH que provoque la
descomposicion del complejo formado, o una disolucion que contenga un sustrato y un
ligando competitivo.

. Cromatografia de Intercambio ionico (IE): Esta técnica se emplea para la separacion de
mezclas de cationes o aniones, para lo cual se utilizan fases estacionarias que presentan
compuestos disociados con cargas puntuales. El proceso de retencion depende de las

interacciones electrostaticas entre sitios con carga en la fase estacionaria y los iones de la
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muestra. Tanto para la separacion de cationes como aniones, se desarrollaron
intercambiadores fuertes (pKa ~ 2; pKa ~ 12 respectivamente) y débiles (pKa = 5; pKa = 9)
que son inmovilizados en diferentes tipos de soporte. Las resinas de intercambio catidnico
contienen frecuentemente grupos sulfonicos, o grupos carboxilicos. Mientras que para el
intercambio de aniones usan aminas primarias o cuaternarias.

o Cromatografia de Exclusion por tamaiio molecular (SEC): En esta técnica se lleva a cabo la
separacion de compuestos de diferentes tamafios moleculares. La fase estacionaria para este
tipo de cromatografia estd constituida por pequeiias particulas poliméricas o de silice que
contienen una red uniforme de poros, en los que pueden penetrar las especies contenidas en
la muestra. En los poros, las moléculas son atrapadas por un periodo de tiempo que depende
del tamafio molecular, a menor tamafio mayor retencion; y posteriormente son eliminadas
por el flujo de la fase mévil. El tiempo de residencia medio en los poros depende del
tamano efectivo de las moléculas de los analitos y del tamafo de los poros. Las moléculas
mas grandes que el tamafio medio de los poros de los rellenos no pueden entrar en las
cavidades y pasan por la columna sin retencion, mientras que las moléculas mas pequefias
entran en las cavidades de manera repetida, con lo que se retienen durante mas tiempo. Es
importante mencionar que en ¢€sta técnica de separacion la fase movil debe ser la misma
durante toda la separacion para asegurar que el unico factor que afecte los tiempos de
retencion de los compuestos sea el tamafio molecular. También se debe mencionar que el
tipo de columna determinara los rangos de tamafios moleculares relacionados con masas
moleculares, que pueden ser separados. La calibraciéon de las masas se debe hacer con
estandares de masa conocida, y la funcion de calibracion es logaritmica con respecto a la

masa molecular de los compuestos.

Fase movil.- Es el liquido que fluye por el interior de la columna cromatografica a un caudal
controlado. Puede llevarse a cabo una particion de los analitos entre la fase estacionaria y la fase
movil, con lo que el proceso de separacion se considera una extraccion multiple.

Sistema de introduccion de muestra.- En las técnicas e HPLC la muestra a analizar debe ser
liquida y se introduce al sistema cromatografico con ayuda de un inyector que controla el

volumen introducido al sistema de manera muy precisa.
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Bomba.- El paso de la fase movil por el espacio reducido que hay libre en el interior de las
columnas cromatogréficas, genera presiones altas, por lo que el sistema de bombeo de la fase

movil debe ser capaz de mantener un flujo constante contra presiones de hasta 400 bar o mas.

Detector.- Una vez separados los compuestos de interés pueden ser detectados al salir de la
columna cromatografica por detectores en flujo no destructivos como los detectores UV-Vis, de
arreglo de diodos o fluorescencia. Luego el caudal es dirigido hacia uno de los detectores

especificos antes mencionados, para llevar a cabo los estudios de especiacion quimica.

La importancia de las técnicas cromatograficas en estudios de especiacion quimica, radica
en la deteccion elemental especifica que se obtiene al conectar el flujo de salida de la columna
cromatografica, con el sistema de introduccion de muestra de técnicas de deteccion especificas
como ICP-MS (138, 140-146).

Las separaciones llevadas a cabo por HPLC, en cualquiera de sus modalidades pueden ser

acopladas a un ICP-MS como detector especifico, siempre que cumplan los siguientes requisitos.

e El flujo de salida de la columna cromatografica debe ser compatible con el flujo de operacion
del nebulizador utilizado.

e La fase movil debe presentar bajo contenido de so6lidos disueltos y deben evitarse las altas
concentraciones de acidos o bases que puedan dafar la antorcha.

e Se debe evitar el uso de gradientes en las separaciones cromatograficas, para evitar que el
plasma se apague por la dificultad de ajustar los parametros del plasma ante el cambio de las
propiedades quimicas de la muestra. Esto asegura que las condiciones de ionizacion en el
plasma sean las mismas durante la separacion.

e Se debe evitar el contenido alto de solventes organicos en la fase mévil, y cuando se empleen
modificadores organicos se procurard adicionar oxigeno al plasma para quemar
completamente los solventes.

e Se debe asegurar la retencion de precipitados o particulas que puedan tapar el nebulizador,
esto se puede lograr con conexiones de bajo didmetro entre la columna y el nebulizador; esto
al mismo tiempo que impide el paso de particulas, evita la difusién de los compuestos, lo que

ayuda a obtener sefiales cromatograficas angostas y de mayor altura.
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El uso de técnicas acopladas facilita los estudios de especiacion quimica, sin embargo es
indispensable asegurar que el proceso de separacion no altere las formas quimicas presentes en la
muestra. Para esto es necesario tener conocimiento de las propiedades fisicoquimicas de las
especies a analizar.

En el caso particular de la especiacion de metales asociados a las PCs, es importante
mencionar que a valores de pH acidos los complejos son inestables. Mientras que a pH neutro los
complejos formados son relativamente estables y pueden ser separados en columnas tanto de fase

inversa como de exclusion por tamafio molecular, con fases moviles neutras.

En el caso de los complejos formados entre las sustancias humicas del suelo y algunos
iones metalicos, existen metodologias reportadas que aseguran la estabilidad de las asociaciones
presentes de manera natural (/47-149). Los cuales se basan en extraccion alcalina de los

complejos y la separacion isocratica en columnas SEC.

El uso de estas técnicas permitio llevar a cabo experimentos disefiados para cumplir con

los objetivos planteados para este trabajo.

1.9. Revision de las metodologias analiticas utilizadas en el analisis de fitoquelatinas.

En todo trabajo de investigacion es necesario situarse en el contexto de los avances que en
la materia han sido reportados, y en el caso del papel que juegan las PCs como mecanismo
defensivo contra metales pesados, existen varios trabajos clave que han permitido el avance en
los conocimientos del tema. A continuacidon se resume, en la Tabla 4 algunos de los trabajos

realizados describiendo las técnicas analiticas empleadas, asi como el tipo de muestras utilizadas.
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Tabla 4. Resumen de los procedimientos analiticos empleados en los estudios sobre
caracterizacion de fitoquelatinas y sus complejos con algunos elementos.

Material estudiado Procedimiento analitico comentarios Ref.
Compuestos sintéticos: | Espectrometria de absorcion de (150)
Cd-(yGlu-Cys);Gly rayos X
Cd-(aGlu-Cys);Gly
Extractos de maiz
Compuestos sintéticos: | Espectrofotometria ~ UV/Vis, | Efecto de pH en la capacidad de | (/57)
Ag-(yGlu-Cys),Gly luminiscencia en 77K, HPLC |PCs de acomplejar Ag; a pH 5
Ag-(yGlu-Cys);Gly en fase inversa Ag/-SH cerca de 1
Ag-(yGlu-Cys)4Gly
Compuestos sintéticos: | Espectrofotometria ~ UV/Vis, |Los  resultados  obtenidos | (//0)
Pb-(yGlu-Cys),Gly espectrometria de dicroismo | sugirieron mayor capacidad de
Pb-(yGlu-Cys);Gly circular acomplejacion conforme
Pb-(yGlu-Cys)sGly aumenta la cadena peptidica
Compuestos sintéticos | Métodos espectrales Se concluye que, los complejos | (109)
de Cd(II) con péptidos de Cd con estructuras
conteniendo cisteina peptidicas se forman mediante

los grupos funcionales —SH y —

COOH
Extractos de raices de|Electroforesis capilar — ESI-MS | Se reporta la estructura de los|(7/52)
maiz y estandares |y ESI-MS/MS compuestos  extraidos  del
sintetizados in vitro material de planta
por via enzimatica
Extractos de rabanos|HPLC con derivatizacion post- | Se identificaron dos PCs: (76)
expuestos in vivo a|columna y deteccion | (yGlu-Cys);Gly y
Cd{I) y GSH espectrofluorimétrica (yGlu-Cys)4Gly

ESI-MS

Extractos de cultivo|Nano-ESI-MS/MS, Separacion e identificacion de|(753)
celular expuesto a|LC(capilar)-ESI-MS-MS los complejos de Cd con (yGlu-
Cddn) Cys)iGly,n=3,4y5
Extractos de plantas|Deteccion de As por ICP-MS | El complejo  As(II)- (yGlu-|(113)
hiper-acumuladoras de|y la estructura elucidada | Cys);Gly reportado  como

As, cultivados en

presencia de As(III)

mediante ESI-MS/MS

mayoritario en los extractos
estudiados
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Extractos bioldgicos | Derivatizacion con Separacion y determinacion de | (/54)
5-bromometilfluoresceina aminoacidos y péptidos
(5-BMF) conteniendo  Cys  ((yGlu-
Electroforesis ~ Capilar  con | Cys),Gly
deteccion fluorimétrica
Extractos de plantas|Derivatizacion pre-columna | Mas efectiva derivatizacion con | (87)
expuestas a As(V) y|con monobromobimano | DTNB, drastica disminucién de
Cd(II) (mBrB);  derivacion  post- | eficiencia con creciente cadena
columna con reactivo de|peptidica de PCs
Ellmans (&cido 5, 5'-ditiobis(2-
nitrobenzoico), DTNB),
HPLC con deteccion
espectrofluorimétrica
Extractos de germen | Derivatizacion pre-columna | Analisis cuantitativo (155)
de pepino expuesto ajcon mBBr; HPLC con
Cd(II) deteccion espectrofluorimétrica
Mezcla sintética de | Derivatizacion fluorescente con | Se demostrd la versatilidad del | (156)
aminodcidos, péptidos | mBBr y electroforesis SDS-|método mediante el analisis de
y proteinas | PAGE compuestos de diferentes pesos
conteniendo Cys moleculares
Aguas naturales | Extraccion en fase solida, | Se reportd buena recuperacion|(/57)
(fortificadas con PCs) |derivatizacion con TPB/mBBr|de los PCs
(TPB- tri-n-butilfosfine), HPLC
con deteccion
espectrofluorimétrica
Complejos de Zn(Il) y | Polarografia  diferencial de|Se propuso un modelo de|(/56)
Cd(II) con pulsos. complejacion de Cd(Il) vy
(y-Glu-Cys)sGly Zn(1I)
con PC3
Muestras sintéticasde |'H 'y °C NMR para|Se asociaron sefiales a la PC2 [ (159)
H-(y-Glu-Cys),-Gly- | caracterizacion de PC2
OH
Extractos de Brassica |HPLC-ICP-MS and ESI-Q-|Identificacion de compuestos|(/60)
Jjuncea TOF con estructura de fitoquelatinas
Plantas expuestas in|SEC HPLC Se  propone identificacion |(/67)
vivo a Cd(II) rapida de fitoquelatinas
acomplejadas
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Cabe mencionar que las metodologias analiticas empleadas en los reportes bibliograficos

consultados, se enfocan en la deteccion de los siguientes analitos:

o Fitoquelatinas, de diferente longitud de cadena, asi como sus precursores, cisteina y
glutationa. Las metodologias se basan en la deteccion directa de estos compuestos (técnicas
de espectrometria de masas) o en la deteccion de derivados de los mismos, lo que permite
incrementar la selectividad y sensibilidad en gran medida. En el caso de la derivatizacion se
utilizo la deteccion espectrofotométrica (derivatizacion con reactivo de Ellmans) o
fluorimétrica (derivatizacion con monobromobimano).

o Concentracion total de elementos. La determinacion de contenidos totales de elementos
pesados se ha reportado a través de diferentes técnicas analiticas, como la espectrometria de
absorcion atomica con atomizacion electrotérmica o polarografia diferencial de impulsos;
pero principalmente se ha empleado la técnica ICP-MS como herramienta analitica.

. Los complejos formados por metales y PCs. Para el analisis de estos compuestos se ha
reportado el uso de técnicas de separacion electroforética y cromatografica, en condiciones
de pH neutro, con detectores de espectrometria de masas, asi como detectores atomicos
especificos.

o Las asociaciones de iones metalicos con componentes de los suelos o medios de cultivo que
potencialmente afectan la captacion de metales por las plantas. Los compuestos de interés
fueron analizados por técnicas acopladas, que involucran separaciones cromatograficas o

electroforéticas, acopladas a detectores especificos elementales.

En el desarrollo del trabajo de investigacion se exploré el uso de algunas de estas
metodologias, se desarrollaron y optimizaron metodologias necesarias para cuantificar diversos
analitos. Siguiendo el disefio experimental fue posible cumplir los objetivos planteados para la

investigacion.
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1.10. Control de calidad en los procedimientos analiticos.

La confiabilidad de los resultados analiticos en cualquier medicién depende en gran
medida de las estrategias de aseguramiento y control de calidad que se implemente en un
laboratorio dado. El control de calidad es la manera que se tiene para asegurar la buena precision
y exactitud de cualquier determinacién o procedimiento analitico; y puede ser llevado a cabo de

varias maneras.

El uso de materiales y reactivos de calidad es un requisito fundamental en cualquier
laboratorio, ya sea de investigacion o de andlisis rutinarios. Y es necesario no solo adquirir los
reactivos y materiales de buena calidad sino hacer uso adecuado de ellos. En el caso de los
reactivos es de suma importancia el buen almacenamiento en las condiciones recomendadas por
el fabricante; también es importante no contaminar los reactivos con material usado, o
devolviendo porciones no utilizadas al envase original. El material de laboratorio debe ser usado
unicamente para los propdsitos que fue disefiado, debe ser lavado adecuadamente después de ser
usado. En el caso del material de medicion debe ser calibrado en los casos que sea necesario. Esto

incluye material de vidrio, micro pipetas y balanzas analiticas.

Con referencia a los instrumentos de laboratorio es de suma importancia que el usuario
esté calificado para su uso, que se lleve un control de mantenimiento asi como una bitacora de
operacion; esto es de gran utilidad para detectar cambios en el funcionamiento o en la respuesta
del instrumento en las mediciones. En el caso especifico del ICP-MS, es de suma importancia
llevar un registro de resultados obtenidos del tunning o ajuste de condiciones instrumentales, asi
como un registro de los parametros de calibraciéon obtenidos cada vez que se realizan

determinaciones. Asegurando de esta manera la trazabilidad de los resultados en muestras reales.
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Dentro de los aspectos importantes a tomar en cuenta durante el proceso mismo de las
determinaciones analiticas, es importante establecer condiciones de preparacion de muestra que
no alteren las formas quimicas presentes en las muestras para poder llevar a cabo estudios de

especiacion.

Al llevar a cabo determinacion de contenidos totales de elementos es importante contar con
materiales de referencia certificados, que sirvan como muestras problema y nos den un
parametro de referencia en cuanto a la exactitud de las determinaciones; es muy recomendable
que los materiales usados tengan una matriz quimica parecida a las muestras a analizar, y que

sean tratados de la misma manera que las demas muestras.

La preparacion adecuada de blancos, tanto de reactivos como de reacciones es otro
requisito indispensable en muchas determinaciones analiticas, se deben preparar con los mismos

reactivos y procedimientos que las muestras a analizar.

Los procedimientos para llevar a cabo las calibraciones deben ser en un rango de
concentraciones adecuadas, y de ser posible se debe aplicar el método de adicion de estandar por
lo menos como una herramienta de control. También resulta de gran utilidad el uso de
estandarizacion interna, lo que corrige errores causados por evaporacion del disolvente, perdida
parcial de muestra, asi como los errores causados por la variaciéon en la repuesta de los
instrumento de medicion, debidas al tiempo de operacion o a variaciones de voltaje de
alimentacion.

En la técnica ICP-MS es bien conocido el aumento en la linea base a lo largo de un dia de
trabajo, asi como los cambios en el porcentaje de ionizacion debidos las diferentes matrices de
cada muestra; por lo que en esta técnica el uso de uno o mas estandares internos es un requisito

indispensable para asegurar la calidad de los resultados.
Estas simples medidas ayudan en gran medida a garantizar la valides y la reproducibilidad

de las mediciones analiticas realizadas durante cualquier investigacion y permiten avanzar en la

obtencion de conocimientos en cualquier tema de investigacion.
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I.11. Cuenca del Rio Lerma

El Rio Lerma es uno de los principales rios de la zona central de México, abastece de
agua para riego a los estados de México, parte de Querétaro, Guanajuato, parte de Michoacan y
Jalisco. Lo que lo hace de vital importancia para las actividades agropecuarias llevadas a cabo en

esta zona del pais.

El Rio Lerma es abastecido por varios rios de menor tamafio y a su paso por las zonas
altamente industrializadas en el estado de México, Querétaro y Guanajuato, son vertidas
cantidades importante de desechos industriales y municipales, lo que abre la posibilidad de la

contaminacion de este importe cuerpo de agua por metales pesados.

Como ya fue mencionado en la seccion 1.2., existen zonas contaminadas por metales
pesados en el estado de Guanajuato, las cuales son atravesadas por rios y arroyos capaces de
transportar cantidades considerables de sedimentos, potencialmente contaminados con metales
pesados. Uno de estos rios desemboca en el cauce del rio Lerma alimentando su caudal y

vertiendo los desechos municipales e industriales de la zona central del estado de Guanajuato.

La calidad del agua superficial en México se evalta en base a la Norma Oficial Mexicana
NOM-001-ECOL-1996, publicada el 6 de enero de 1997 en el Diario Oficial de la Federacion. La
Norma establece los limites méximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas
residuales en aguas y bienes nacionales. La norma aplica también a la actividad agricola ya que la
definicion de aguas residuales dice textualmente que se refiere a: "las aguas de composicion
variada provenientes de las descargas de usos municipales, industriales, comerciales, de servicios,
agricolas, pecuarios, domésticos, incluyendo fraccionamientos y en general de cualquier otro uso,
asi como la mezcla de ellas". Enfocandose a la parte de metales pesados, en la Tabla 5 se
presentan los limites maximos permisibles de elementos incluidos en la NOM. Debido a que el
interés de la investigacion estd centrado en la cuenca del rio Lerma en el Estado de Guanajuato,

en Tabla 1 se consideran solamente el agua de rios y los suelos.
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Tabla 5. Limites maximos permisibles para metales pesados y fosforo total en aguas
superficiales, establecidos por NOM-001-ECOL-1996. Los valores corresponden a promedio

diario, calculado en base a los resultados de al menos dos muestras compuestas.

Elemento | Rios Suelo (uso de riego

(mgL™") Uso de riego agricola | Uso publico urbano Proteccion de la vida | agricola)
acuatica

As 04 0.2 0.2 0.4

Cd 04 0.2 0.2 0.1

Cu 6.0 6.0 6.0 6.0

Cr 1.5 1.0 1.0 1.0

Hg 0.020 0.010 0.010 0.010

Ni 4 4 4 4

Pb 1.0 0.4 0.4 10

Zn 20 20 20 20

P (total) 30 20 20 NA

NA —no aplica

La posibilidad de encontrar metales pesados en el cauce del rio Lerma se tomo en cuenta
al momento de buscar una zona de estudio que proporcionara muestras de interés; para llevar a

cabo estudios de especiacion de metales pesados y su asociacion con PCs en plantas.

Por otro lado existen pocos reportes acerca del contenido de metales pesados en las aguas
del rio Lerma (162, 163), las muestras analizadas ha sido reducido en nimero y en extension
geografica. Por lo anterior, las determinaciones de metales y metaloides en aguas del rio Lerma,
asi como en lodos y plantas, recolectadas en diferentes puntos del caudal del rio Lerma dentro del

estado han tenido dos aplicaciones:

. Avanzar en el conocimiento sobre la induccion de PCs en plantas, dependiendo de los
niveles de metales pesados y de otros pardmetros del medio ambiente, donde crecen estas
plantas.

. Complementar los datos existentes con los resultados de un estudio sistematico de los
niveles de 18 metales y metaloides, en el rio Lerma a su paso por el estado de Guanajuato, y

evaluar su posible impacto sobre los niveles de estos elementos en plantas.

Los resultados obtenidos de este analisis son presentados en este trabajo y se han

relacionado con el tema central de la investigacion, la especiacion quimica de elementos toxicos.
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OBJETIVOS
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II. OBJETIVO GENERAL

El objetivo principal de este trabajo ha sido desarrollar los procedimientos analiticos para
su empleo en el analisis de muestras medio ambientales, con el fin de avanzar en el conocimiento

sobre los factores que contribuyen en la produccion de fitoquelatinas en plantas silvestres.

I1.1. OBJETIVOS PARTICULARES

1.  Desarrollar los procedimientos de especiacion que permitan caracterizar la asociacion de
algunos metales pesados (Ag, Cu, Cd y Pb) con la produccion de fitoquelatinas en plantas.

2. Seleccionar las zonas geograficas para el estudio, teniendo como criterio la presencia de
variables concentraciones de Ag, Cu, Cd y Pb, en compartimentos del medio ambiente.

3. Caracterizar el estatus actual de las concentraciones de metales/metaloides en el cauce del
rio Lerma a su paso por el estado de Guanajuato.

4.  Llevar a cabo el analisis de fitoquelatinas en diferentes tipos de plantas silvestres, con el fin
de seleccionar aquellas que presenten la capacidad de inducir la sintesis de fitoquelatinas.

5. Realizar el estudio analitico y estadistico de parametros que potencialmente contribuyen a
la produccion de fitoquelatinas en plantas silvestres, con el fin de entender mejor dicho

Pproceso.
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PARTE EXPERIMENTAL
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III. PARTE EXPERIMENTAL

I11.1. Equipo de Laboratorio

a) Purificacion del agua:

- Milli Q: Labconco Water PRO PS.

- Destilada: Martes Flex/ Cole Parmer Instrument Co. Mod. 60648, Illinois.

b) Liofilizacion de biomasa:

- Liofilizadora modelo 10-269, Labconco.

c) Esterilizacion:

- Autoclave.

- Campana de flujo laminar.

d) Separaciones Cromatograficas:

- Cromatografo de liquidos modelo 1050 de Hewlett Packard con detector fluorimétrico
modelo 1056A de Hewlett Packard; y detector espectrofotometrito de onda multiple,
ambos controlados por el paquete de software ChemStation.

Columna Gemini C18 150 x 4.60 mm, Sum de Phenomenex.

- Cromatografo de liquidos modelo HP1100, Agilent Technologies detector de arreglo de
diodos controlado por el paquete de software ChemStation.

- Columna cromatografica fue SuperdexTM Peptide HR 10/30 (AmershamBiosciences Inc.,
Piscataway, NJ, USA)

e) Determinacion de elementos totales:

- Espectrometro de masas con fuente de ionizacioén en plasma acoplado por induccion (ICP-
MS) modelo 7500ce (Agilent Technologies, Tokio, Japon), equipado con celda de
reaccion/colision, automuestreador. Analisis por Espectrofotometria UV-Vis:

f) Analisis por Espectrofotometria UV-Vis:

- Espectrofotometro UV/Vis Spectronic 3000 con arreglo de diodos (resolucion 0.35 nm,
Milton Roy) equipado con el paquete de software User Data, v. 2.01 de Milton Roy, Inst.
Co.

- Celda de cuarzo para espectrofotometro, volumen de 1000 uL.
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II1.2. Material de laboratorio.

- Mortero con pistilo.

- Bloque del calentamiento para la digestion de las muestras (Multi-Block,
Barnstead/Labline).

- Matraces Aforados (10, 25 y 100 mL).

- Frascos IsoLab con taparosca (250 y 500mL).

- Vasos de precipitado (10, 50, 100, 500 y 1000 mL).

- Embudos de vidrio.

- Vortex Genie 2.

- Microcentrifuga Denver Instrument.

- Potencidometro Corning (313 pH/temperatura).

- Micro espatulas.

- Espatulas.

- Material de plastico (Tubos Falcon de 15 mL y 50 mL, tubos de Eppendorf 1.5 mL)

- Micropipetas Eppendorf (0.5-10 uL, 20-200 uL y 200-1000 pL).

- Balanza analitica.

- Papel filtro Whatman #5

- Botellas de polipropileno con tapa rosca, volumen 500 mL,

- Marcador permanente para etiquetar los frascos,

- 2 hieleras portatiles grandes con bolsas de hielo,

- Guantes de latex,

- Equipo de toma de muestra de aguas con capacidad para 500 mL (longitud de 3 m)

- Botas largas.
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I11.3. Estandares, reactivos y disolventes.

a) Estandares.

- Estandares de fitoquelatinas: PC-2, PC-3 y PC-4.

- Environmental calibration estandar Part # 5183-4688. Contenido 1 000 ppm de Fe, K, Ca,
Na, Mg; y 10 ppm de Ag, Al, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Tl, V,
Zn, Th, U de Agilent Technologies.

- Solucion de Indio para ICP-MS (10 pg mL™") de Agilent Technologies.

- Estandar de Indio, Agilent 10 mg L™

- Material certificado NIST 1643d.

- Material de referencia certificado NIST 1572.

b) Reactivos y disolventes.

- Glutationa.

- Cisteina.

- Mioglobina (17.6 kDa), sustancia P (1.35 kDa) y (Gly)6 (0.36 kDa).

- Extracto de levadura.

- Peptona de gelatina.

- Dextrosa.

- Agar bacteriologico.

- Cloruro de Cadmio.

- Acido arsenioso.

- Acido nitrico.

- Cloruro de magnesio..

- Hidroxilamina.

- Perdxido de hidrégeno.

- Acetato de amonio.

- Nitrogeno liquido.

- Pirofosfato de sodio.

- Acidos himicos.

- DTPA (4cido dietilen diamino pentaacético).

- TFA (écido trifluoroacético).
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Borohidruro de sodio.

HEPPS (Acido 3-[4-(2-Hidroxietil)- 1-piperazinil] propanosulfénico)
mBrB (monobromobimano)

Acido heptafluorobutirico.

Metanol.

Acetonitrilo.

Acido metil sulfonico.

I11.4. Software

Microsoft Office XP.

GRAMS/ 386 TM, version 3.01A (Galatic Ind. Co., Salem, MA)

ChemStation para controlar el cromatdgrafo de liquidos modelo 1050 (Hewlet Packard) y
el Cromatografo de liquidos modelo HP1100, Agilent Technologies.

Software Milton Roy Inst. Co. para adquisicion, almacenamiento y tratamiento de datos
espectrales.

Statistica for Windows (StatSoft Inc. 2000, Tulsa, UK).

ChemStation para controlar el Espectrometro de masas con fuente de ionizacion en
plasma acoplado por induccion (ICP-MS) Agilent modelo 7500ce.

Unscrambler 7.5, CAMO, Noruega.

I11.5. Manuales para la toma de muestras.

La calidad de los resultados analiticos depende fuertemente del disefio adecuado de cada

una de las etapas del procedimiento, incluyendo toma de muestras. En este caso se pueden

formular los siguientes requerimientos:

Representatividad de muestras para todo el sistema estudiado (en nuestro caso el sitio de

muestreo).
Estabilidad de los analitos entre toma de muestra y su analisis.

Cuidado de posibles contaminaciones, o pérdidas de los analitos.
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I11.5.1. Agua superficial

Al planear la toma de muestras de aguas superficiales, es necesario asegurar que las
muestras se tomen de los mismos lugares en sucesivas campafias de muestreo. Para ello, se
registraron las coordinadas geograficas de cada uno de los sitios, mismos que se ubicaron en cada
uno de los muestreos mediante el sistema de posicionamiento global (GPS).

Por otro lado, es necesario elegir adecuados recipientes, fijar el nimero de sub-muestras
por un sitio y el volumen de cada una, establecer el procedimiento de etiquetado y preservacion
de muestras, de su transporte hasta laboratorio y las condiciones de almacenamiento antes del
analisis. El procedimiento empleado en este estudio, se basa en el procedimiento estandar (SOP —
Standard Operating Procedure) de la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de Estados
Unidos (US EPA) y en la NOM-014-SSA1-1993. En concreto, se utilizd el procedimiento
directo, adecuado para aguas superficiales de rios y lagos. Los detalles de este procedimiento se

presentan a continuacion:

1. Material

- 70 botellas de polipropileno con tapa rosca, volumen 500 mL,
- 70 tubos falcon de polipropileno con tapa rosca, volumen 50 mL
- 5 embudos de plastico y papel filtro (Whatman N°5)

- marcador permanente para etiquetar los frascos,

- micropipeta, 200 — 1000 pl,

- acido nitrico 1:10 (v/v),

- 2 hieleras portatiles grandes con bolsas de hielo,

- guantes de latex,

- equipo de toma de muestra (distancia de 3 m)

- agua desionizada,

- botas largas y batas de laboratorio
2. Limpieza del material de plastico (botellas, tubos falcon, embudos)

- El material se lava primero con agua y jabon, luego con 4cido nitrico al 10 % (v/v) y finalmente

se enjuaga varias veces con el agua desionizada (18 MQ cm?). Para secar, las botellas y los tubos
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se dejan boca abajo en el papel filtro (tapas por separado) y se cierran. En el caso de re-uso, se

eliminan las marcas de etiquetas anteriores.

3. Seleccion del dia de muestreo
- Se procura que toda la ronda de muestreo se realice en un maximo de tres dias consecutivos.
- Por lo menos una semana antes de muestreo y en el dia de muestreo no puede llover.

- Es importante también evitar los dias con vientos fuertes

4. Toma de muestras

- Tienen que participar por lo menos tres personas.

- La ronda comienza desde la salida del rio Lerma de Estado de Guanajuato. Luego, el equipo se
traslada contra el caudal del rio, acercando se al rio en 22 sitios definidos y terminando en la
entrada del rio a Estado de Guanajuato.

- Hay que llevar: botellas, hieleras con hielo, agua desionizada, guantes, marcados, acido nitrico,
pipeta, herramienta para la botella con alcance de 5 m, botas y batas.

- Al llegar a sitio de muestreo, dos personas (botas, batas, guantes) se colocan a la orilla del rio y,
con ayuda de la herramienta, toman tres muestras de 500 mL cada una (tercera persona recibe los
frascos). Las muestras se toman directamente debajo de la superficie del rio y aproximadamente
en el centro del caudal (en media distancia entre las orillas). Es importante meter la botella boca
bajo algunos 15 cm, voltear suavemente para que la entrada de botella quede contra la corriente
del rio (si el caudal existe) y operar de tal manera que los sedimentos no entren a la botella.

- Las botellas se limpian y secan por fuera, a cada una se agregan 1000 pL del &cido nitrico
diluido (1:10) y se cierra con tapa rosca.

- Se pone la etiqueta, indicando la fecha y hora, el sitio de muestreo y distinguiendo tres
repeticiones.

- En una computadora portatil, para cada sitio se registran datos adicionales sobre la abundancia
de flujo, presencia o no de la corriente, aproximada anchura y profundidad del rio, turbidez de
agua, abundancia de vegetacion en las orillas, etc.

- Las botellas se colocan en hielera, cuidando que queden en posicion vertical entre bolsas de

hielo, la temperatura adecuada es de 4 °C a 10 °C, evitando que las muestres se congelen.
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5. Tratamiento en el laboratorio

-Al llegar a laboratorio, las muestras se colocan en la nevera a 4 °C

-Al dia siguiente las muestras se filtran (filtro Whatman N° 5) y se conservan 50 mL (tubos
falcon, tapa rosca, etiquetas indicando dia, sitio de muestreo y repeticion).

-En transcurso de una semana se realiza la determinacion de los elementos por ICP-MS.

I11.5.2. Suelos y lodos

1. Material:
-El material se prepara y lava de la misma manera que como para aguas superficiales y las
muestras se toman el mismo dia en el que se llevod el muestreo de agua. En lugar de botellas de

plastico, las muestras solidas se colectan en los tubos Falcon de 50 mL.

2. Toma de muestras:

- Puede participar una persona.

- Hay que llevar: frascos Falcon (50 mL), agua desionizada, cucharas de pléstico y marcador
permanente.

- Para evitar la variabilidad de los parametros de suelos/lodos, se establece el area de los sitios de
muestreo de 9 m”>. Como maximo. Se mide el pH de suelo (0-30 cm). Cabe mencionar que estos
datos no se reportan, ya que la variabilidad de valores pH fue muy baja. En concreto, tanto para
los valores medidos en un sitio, como aquellos medidos en varios sitios la desviacion estandar de
mediciones multiples (n =5) no sobrepas6 2 % y los valores observados fueron en un estrecho
rango de pH 7.7 a pH 8.0.

- En cada uno de los sitios (9 m?), se toman seis sub-muestras de suelos (0-30cm) de
aproximadamente 250 g cada una. En el caso de lodos, estos se toman a la orilla del rio (tres
repeticiones por sitio) y del fondo de rio (tres repeticiones por sitio)

- Los recipientes se secan por fuera y se cierra con tapa rosca.

- Se pone la etiqueta, indicando la fecha y hora, el sitio de muestreo y distinguiendo tres
repeticiones.

- Los recipientes se trasladan al laboratorio y se conservan en la nevera de 4 °C a 10 °C.
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3. Tratamiento en el laboratorio:
- Las muestras recolectadas en el mismo sitio de muestreo se secan (80 °C, 48 h o hasta la masa
constante), tamizan y mezclan para obtener un “pool” representativo para un sitio y una campana

de muestreo.

I11.5.3. Plantas

1. Material:
-El material se prepara y lava de la misma manera que como para aguas superficiales y las
muestras se toman el mismo dia en el que se llevd el muestreo de agua. En lugar de botellas de

plastico, las muestras solidas se colectan en los tubos Falcon de 50 mL.

2. Toma de muestras:

- Puede participar una persona.

- Hay que llevar: frascos Falcon (50 mL), agua desionizada, cucharas de pléstico y marcador
permanente.

- Para evitar la variabilidad de los niveles de elementos en plantas, debido a variabilidad de estos
en suelo, se establece el area de los sitios de muestreo de 9 m? como maximo.

- Las muestras de plantas se toman el mismo dia de muestreo, junto con las muestras de suelo. En
cada uno de los sitios, se toman tres muestras de raices y tres muestras de hojas provenientes
tratando de escoger las plantas del mismo tamafio y color de hojas.

- Las muestras individuales se colocan en los recipientes, mismos que se limpian por fuera y se
cierran con tapa rosca.

- Se pone la etiqueta, indicando la fecha y hora, el sitio de muestreo y distinguiendo tres
repeticiones.

- Los recipientes se trasladan al laboratorio y se conservan en la nevera de 4 °C a 10 °C.

3. Tratamiento en el laboratorio:
- para cada tipo de planta las raices y las hojas recolectadas en un dia y en un sitio de muestreo se
mezclan para obtener un “pool” representativo para el sitio. Para ello, las hojas y las raices se

lavan por separado con agua desionizada. Para eliminar los residuos de suelo pegados a las raices,
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estos se lavan varias veces con agua y se colocan en el bano de ultrasonido (10 min). Cada
material (raices u hojas) se corta en pequefios pedazos, y se liofiliza. Finalmente, se lleva a cabo

la homogeneizacion mediante trituracion en el nitrogeno liquido.

II1.5.4. Levaduras

Para llevar a cabo el desarrollo de la metodologia para la determinacion de PCs y
compuestos relacionados (tioles de baja masa molecular), se trabajé con 5 cepas de levaduras
(Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Candida maltosa, Yarrowia lipolitica y
Kluveromyces marxianus). Los preinoculos fueron crecidos primero en cajas de petri, se uso el
medio de crecimiento YPD que contiene: 0.3 % extracto de levadura, 1 % peptona de gelatina, 2
% dextrosa y 2% de agar bacterioldgico. El crecimiento se dio a 30 °C por 5 dias.

Una vez observado el crecimiento en placas se hicieron los cultivos en medio liquido
YPD sin la adicion del agar bacteriologico. Luego de 3 ciclos de crecimiento y resiembra en
medio de crecimiento liquido, se adicionaron por separado 5 mg L™ de cadmio (CdCl,), 5 mg L™
de arsénico (H3AsOs) y se crecieron cepas control. Luego de 24 horas de crecimiento con
exposicion a los elementos se filtrd la biomasa, se enjuagd 2 veces con agua desionizada y se

liofilizo.
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I11.6. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

I11.6.1. Determinacion de Ag, Cd, Cu y Pb en suelos y raices de plantas por ETA-AAS.

En la primera parte del trabajo las determinaciones de plata, cobre, cadmio y plomo se
llevaron a cabo por medio de espectrometria de absorcién atdmica con atomizacion

electrotérmica. Las muestras analizadas fueron raices y muestras de suelo.

Se analizaron tres sub-muestras de cada material. Para ello, se tomaron 0.5 g de raiz
liofilizada, o 0.5 g de suelo (seco y molido) y se llevo el ataque por via himeda con 2 mL de
acido nitrico concentrado. Los tubos con muestras fueron calentados en un bloque de
calentamiento a 65 °C por 60 minutos y a 120 °C por 60 minutos. Una vez enfriado a temperatura
ambiente, a cada tubo se le afiadié 0.2 mL de perdxido de hidrégeno y las muestras se dejaron por
30 minutos para completar la digestion. Se llevo el volumen a 25 mL y, después de una dilucion
apropiada, se realiz6 la determinaciéon de Ag, Cd, Cu y Pb por espectrometria de absorcion
atodmica con atomizacion electrotérmica (ETA-AAS). Se utilizé el espectrometro de absorcion
atomica Perkin-Elmer con horno de grafito modelo HGA600 y un automuestreador AS 60. Las
lamparas de catodo hueco fueron marca Lumina'™. Se empleé plataforma de L’vov y correccion
de fondo con lampara de deuterio. El modificador de matriz utilizado fue nitrato de magnesio
(5ng de Mg preparado a partir de una solucién patréon de 10000 pg mg/mL, Perkin-Elmer). Las
soluciones patrén de plata, cadmio, cobre y plomo de 1000 mg L™ fueron diluidas para obtener

los estandares de calibracion mas altos (25 pg L™ Ag; 2 ug L™ Cd; 50 pg L™ Cu; 50 ug L' Pb).
I11.6.2. Determinacion de los niveles de concentracion total de elementos por ICP-MS.

Para realizar los andlisis de determinacion de elementos totales fue necesario distinguir
entre 2 grupos de muestras: Aguas superficiales y muestras sélidas (suelos, biomasa liofilizada de

levaduras, raices y hojas). Para las muestras solidas fue necesario llevar a cabo la mineralizacion

previa al analisis de contenidos totales por ICP-MS.
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Mineralizacion de muestras solidas (levaduras, material de plantas y suelos). Se mineralizaron
las muestras por ataque acido via himeda, con acido nitrico y peroxido de hidrogeno. El
procedimiento se basé en el método EPA 3050b con algunas modificaciones.

Se peso en la balanza analitica alrededor de 0.5 g de suelo seco, raiz u hoja liofilizados, la
muestra fue colocada en tubos de vidrio para digestion, se agregaron 2 mL de acido nitrico
concentrado y se calentd por 60 minutos a 65°C, luego se incremento la temperatura hasta 120 °C
y se mantuvo por 60 minutos. Se dejé enfriar y se agregaron 0.5 mL de perdxido de hidrogeno a
cada tubo, y se dejo reaccionar por 30 minutos. Se filtraron las muestras con papel whatman #5 y
se transfirio6 de manera cuantitativa a matraces volumétricos de 25 mL donde se ajustd el

volumen final. Para cada mineralizacion realizada se corrieron blancos de acido en paralelo.

Para el andlisis de aguas el procedimiento analitico propuesto se basa en el método EPA
6020, aplicable para el analisis por ICP-MS de concentraciones bajas (ug L™ ¢ inferiores) de un
alto nimero de elementos (hasta 60) en muestras de agua. Para obtener informacion cuantitativa
de la fraccion disuelta, no es necesario digerir las muestras de aguas naturales, solo es necesario
llevar a cabo una filtracion para evitar introducir particulas que pudieran obstruir el sistema de
introduccion de muestra del instrumento. El método recomienda el uso de un estdndar interno
(6Li, B3¢, ¥y, 19Rh, "°1In, ¥Tb, 'Ho y/o 209Bi) asi como controlar y, en su caso eliminar, las
interferencias isobdricas. La cuantificacion se basa en la calibracion externa utilizando soluciones
estandar multielementales. Todos los reactivos deberian ser de alto grado de pureza y es
necesario corregir los resultados con blancos (corridos en paralelo). Se requiere también que las
condiciones de tuning permitan minimizar la formacién de 6xidos y de especies de doble carga,
asegurando buena sensibilidad y precision para cada uno de los elementos. Para control de
calidad, se recomienda el analisis de una muestra control, o un material de referencias certificado
para los elementos en la matriz de agua. Los requisitos del método 6020 que se acaban de

presentar fueron considerados en este trabajo, tal como se describe a continuacion.

Todas las operaciones de manejo de muestra y su analisis por ICP-MS se realizaron en el
laboratorio preparado para el andlisis de trazas (aire clase 1000). Se utilizé agua desionizada (18
MQ cm, Labconco, USA) y reactivos de grado analitico de pureza. El &cido nitrico para analisis

de trazas fue de Fluka (Trace-select).
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La determinacion de elementos en las muestras de agua se llevd a cabo utilizando el
espectrometro de masas con ionizacidon en plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) modelo
7500ce (Agilent Technologies, Tokio, Japon), equipado con celda de reaccion/colision,

automuestreador y controlado mediante el paquete Chemstation.

Se utilizo el nebulizador concéntrico Meinhard y la cadmara de rociado Peltier (2 °C). El
procedimiento de tuning se realiza diariamente, ajustando los parametros hasta obtener la
respuesta para 6xidos y dobles cargas inferior a 0.8 % y 1.4 % respectivamente (los reportes de
tuning se imprimen y guardan en una bitadcora). Los pardmetros de plasma dependen del proceso

de tuning, pero en mayoria de los analisis se utilizaron los siguientes:

. Potencia RF 1500 W

e  Flujo de gas carrier 0.9 L min™

o Flujo de gas make-up 0.17 L min™

. Flujo de gas plasma 15 L min™

. Para eliminar las interferencias isobaricas, se utiliza la celda de colision/reaccion (ORS) con
el Flujo de helio 4.0 mL min'

° En el modo de analisis cuantitativo, se monitorean los isétopos > 1V, > 2Cr, > 3Cr, 53 Mn, > 9Co,
ONi, BCu, ©Zn, P As, P2Se, *Mo, '©Hg, 'Ag, '®T1, 1*Cd, 2'Sb, ¥'Ba, 2*°Pb, 2*Pb, 2Th,
2384

o El tiempo de integracion fue de 300 ms por is6topo.
I11.6.3. Extraccion secuencial de metales en muestras de suelo, Método Tessier.

En las muestras de suelos se llevd a cabo la extraccidon secuencial de metales pesados de
acuerdo al método Tessier (/27). Este procedimiento es un esquema operacional que permite
fraccionar las formas de los metales, dependiendo de su solubilidad en diferentes soluciones
acuosas. Las fracciones obtenidas fueron analizadas por ICP-MS para determinar el contenido de

cada elemento por fraccion. El procedimiento fue el siguiente:
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o Fraccion intercambiable (F1).- A 1 g de suelo seco se afiadio 8mL de cloruro de magnesio 1
M pH 7 y se agitdé por una hora, la mezcla fue centrifugada (1850 g, 10 minutos) y el
sobrenadante fue filtrado y aforado a 100 mL con agua desionizada.

. Fraccion unida a carbonatos (F2).- Al residuo obtenido se traté con 8 mL de acetato de
sodio 1 M pH 5, luego de 5 horas de agitacion, la mezcla fue centrifugada (1850 g, 10
minutos) y el sobrenadante fue filtrado y aforado a 100 mL con agua desionizada.

o Fraccion unida a 6xidos de hierro y manganeso (F3).- El residuo se extrajo con 20 mL de
hidroxilamina (25% v/v en 4cido acético), durante 6 horas a 96 °C, el sobrenadante fue
filtrado y aforado a 100 mL con agua desionizada.

o Fraccion unida a materia organica y sulfuros (F4).- Al residuo se agregdé 3 mL de perdxido
de hidrogeno y 5 mL de 4cido nitrico y se calent6 a 85 °C por 3 horas. Luego de enfriarse se
agregd 5 mL de acetato de amonio 3.5 M, en 20 % de 4cido nitrico, se llevo el volumen a
20 mL y se agité por 30 minutos. el sobrenadante fue filtrado y se llevé a 100 mL con agua
desionizada.

o Fraccion residual (FS5).- El residuo obtenido fue digerido con 10 mL de &cido nitrico
concentrado a 120 °C por 4 horas, luego se agregd 25 mL de amortiguador de acetatos a pH

4.5, se filtro y el volumen se llevo a 100 mL con agua desionizada.

Para cada fraccion se corri6 en paralelo un blanco. Una vez obtenidas las 5 fracciones de
cada muestra de suelo, se determiné el contenido de Ag, Cd, Cu y Pb en cada fraccion, por ICP-
MS. En paralelo se llevo a cabo la determinacion del contenido total de elementos en las muestras

de suelo, de acuerdo a lo descrito en la seccion V.1.2. Para llevar a cabo el balance de masa.

I11.6.4. Especiacion de elementos unidos a fitoquelatinas en tejidos de plantas.

Para evaluar la asociacion de los iones metalicos con la fitoquelatinas en extractos de
plantas, se llevo a cabo la separacion en una columna de exclusion por tamafio molecular. En la
columna las PCs se separan de moléculas de mayor tamafio como proteinas y también de formas
libres de baja masa molecular. Una vez separados los complejos se detectd en linea de manera
especifica la presencia de los elementos metalicos asociados a cada fraccion de masa molecular.

Los complejos formados entre las PCs y los iones metalicos son estables a pH neutro, mientras
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que pH maés bajos (aproximadamente pH 4) ocurre su disociacién. Por esta razén se llevd a cabo

la extraccion de los complejos con acetato de amonio a pH 7.4.

A 20 - 50 mg de raiz u hoja liofilizada y homogenizada en nitrégeno liquido, se agrego 1
mL de acetato de amonio 50 mM a pH 7.4, se agito por 30 minutos a temperatura ambiente, y se
coloco en un bafio ultrasonico por 15 minutos. Posteriormente, se centrifugé por 10 minutos a

1850 g. 100 mL del sobrenadante obtenido fue introducido al sistema cromatografico.

Se empled un cromatdgrafo de liquidos Series 1100 con detector de arreglo de diodos
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). La columna cromatografica fue SuperdexTM
Peptide HR 10/30 (AmershamBiosciences Inc., Piscataway, NJ, USA). La fase movil fue una

disolucion de acetato de amonio 50 mM a pH 7.4, con un flujo de 0.7 mL min™.

Se us6 como detector especifico de elementos un espectrometro de masas con fuente de
ionizacion en plasma acoplado por induccién en modo cromatografico, Agilent 7500ce (Agilent
Technologies, Tokio, Japon), con un nebulizador convencional Meinhard. Para eliminar las
interferencias isobaricas se emple6 la celda de colisiones/reacciones. Los isétopos monitoreados
fueron 63Cu, 63 Cu, 107Ag, 109Ag, g, 112Cd, g, 207Pb, 208Pb, con un tiempo de integracion de
100 ms por is6topo. Para la calibracion de la columna SEC se usé una mezcla de estdndares de

mioglobina (17.6 kDa), sustancia P (1.35 kDa) y (Gly)s (0.36 kDa), con r* = 0.9964.

I11.6.5. Especiacion de elementos unidos a las sustancias humicas presentes en las muestras

de suelos.

Para evaluar la asociacion de elementos unidos con las sustancias humicas en suelos, se
llevo a cabo el procedimiento reportado para la separacion cromatografica de extractos alcalinos
de suelos, y deteccion de elementos por ICP-MS (/48). Esta metodologia se basa en la separacion
por cromatografia de exclusidon por tamafio molecular en la que las fracciones de diferente
tamafio molecular que conforman las sustancias htimicas son eluidas con diferentes tiempos de

retencion.
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A un gramo de suelo seco se agregd 10 mL de pirofosfato de sodio 0.1 M, la mezcla se
agitd durante 30 minutos a temperatura ambiente y luego fue centrifugada por 10 minutos a 1850
g. El sobrenadante fue transferido a un matraz volumétrico y se complet6 el volumen a 50 mL
con agua desionizada. El extracto obtenido se diluyd 1:1 con la fase moévil e introducidos al

sistema cromatografico.

Se empled un cromatdgrafo de liquidos Series 1100 con detector de arreglo de diodos
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). La columna cromatografica fue SuperdexTM
Peptide HR 10/30 (AmershamBiosciences Inc., Piscataway, NJ, USA). La fase movil fue una

disolucion de pirofosfato de sodio 10 mM a pH 10.3 con un flujo de 0.8 mL min.

Se us6é como detector elemental especifico un espectrometro de masas con fuente de
ionizacion en plasma acoplado por induccién en modo cromatografico, Agilent 7500ce (Agilent
Technologies, Tokyo, Japan), con un nebulizador convencional Meinhard. La celda de
colisiones/reacciones se empled para eliminar las interferencias isobaricas. Los is6topos
monitoreados fueron *Cu, ®Cu, 107Ag, 109Ag, g, M"2q, 114Cd, 2O7Pb, 2Ong, con un tiempo de
integracion de 100 ms por isotopo. Para la calibracion de la columna SEC se us6 una mezcla de

estandares de mioglobina (17.6 kDa), sustancia P (1.35 kDa) y (Gly)°® (0.36 kDa), con r* = 0.9999.

111.6.6. Determinacion de sustancias humicas en suelos.

Para cuantificar el contenido de sustancias hiimicas en las muestras de suelos se llevo a
cabo una extraccion en medio alcalino y se cuantifico el contenido de materia organica por el

método espectrofotométrico a una longitud de onda de 350 nm.

Se pesd un gramo de suelo seco y se agregd 10 mL de hidroxido de sodio 0.1 M. La
mezcla se agito durante 30 minutos y posteriormente se centrifugo por 10 minutos a 1850g. Se
midid la absorbancia del sobrenadante a 350 nm, contra una solucion de hidroxido de sodio 0.1
M. La cuantificacion se llevo a cabo por el método de calibracion externa con estandares de acido

hamico, en un rango de calibracién de 1 a 21 mg g con r* = 0.9964.
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I11.6.7. Determinacion de tioles de bajo peso molecular en muestras biologicas.

La determinacion de tioles de bajo peso molecular en las muestras bioldgicas estudiadas

se basé en la separacion por HPLC en fase inversa, con deteccion fluorimétrica. Con objeto de

aumentar la selectividad hacia los compuestos con grupos tiol, se llevd a cabo una derivatizacion

pre-columna con monobromobimano. Para llevar a cabo la deteccidon y cuantificacion de este tipo

de compuestos en muestras biologicas el procedimiento consta de 4 etapas:

l.

2.

3.

Extraccion de compuestos de tipo tiol de bajo peso molecular (aminoacidos, fitoquelatinas y
otros compuestos con grupos -SH). La extraccion se llevo a cabo pesando 50 mg de biomasa
de tejido de planta o de levaduras, previamente liofilizada y homogenizada en nitrégeno
liquido; en tubos eppendorf de 1.5 mL. Se agregé 1 mL de 6.3 mM DTPA (4cido
dietilendiaminopentaacético) en 0.1% de TFA (4cido trifluoroacético), de esta manera se
consiguié acomplejar a los iones metéalicos presentes y precipitar las proteinas, al mismo
tiempo que los complejos fitoquelatinas-metales fueron disociados. Después de 30 minutos,
las muestras fueron colocadas en bafio de ultrasonido (10 minutos) y centrifugadas (1850 g,
10 min).

Reduccion para garantizar la forma -SH de los tioles Para la reduccion de puentes de
disulfuro, se tomaron 500 uL del sobrenadante y se trataron con 100 uL de borohidruro de
sodio (15 mM en NaOH 0.1 M).

Reaccion de derivatizacion con monobromobimano. Se tomé una alicuota (40 pL) y se le
agreg6 100 uL de HEPPS (3-[4-(2-Hidroxietil)-1-piperazinil] 4cido propanosulfonico) a pH
8.6 con el fin de mantener pH estable y asegurar la disociacion de los grupos tiol contenidos
en las fitoquelatinas (pKa ~ 8.1) sin hidrolizar el mBrB. La reaccion de derivatizacion se
llevo a cabo al adicionar 20 pL de mBrB (1.9 mM en acetonitrilo). Se dejo la mezcla por 30
minutos en la oscuridad y la reaccion fue detenida mediante la adicion de 40 uLL de 1 M 4cido
metil sulfénico.

Separacion cromatografica con deteccion espectrofluorimétrica. La solucion obtenida (20 pL)
fue introducida en la columna cromatografica. El cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion
fue modelo 1050 de Hewlett-Packard (Waldrom, Germany) con un detector fluorimétrico

1046A, controlados por el paquete de software ChemStation. La columna analitica fue
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GEMINI C18 (150 x 4.6 mm, 5 um) de Phenomenex. La separacion cromatografica se llevo a
cabo con tres fases moviles (A — 0.05 % acido heptafluorobutirico; B — metanol y C —
acetonitrilo) con un gradiente de elucién (0 — 0.5 min: 82 %A, 15 % B, 3 % C; 0.5 — 4.0 min:
77 % A, 20 % B, 3 % C; 4.0 — 19.0 min: 69 % A, 30 % B, 3 % C; 19.0 — 19.5 min: 82 % A,
15% B, 3 % C; 19.5 — 20.0 min: 82 % A, 15 % B, 3 % C) y el flujo total de 0.6 mL min™".
Para la deteccion fluorimétrica se emplearon las longitudes de onda de excitacion y emision
de 380 nm y 480 nm, respectivamente. La cuantificacion fue en base a la medicion de area del
pico de glutationa. Se llevo a cabo la calibracion externa con estdndares de glutationa en el
rango de concentraciones de 0.1 - 1.8 mg L™, R* = 0.9999. Se aplic6 un factor de correccion

de la eficiencia de la derivatizacion seglin reportes anteriores (87).
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IV.-RESULTADOS Y DISCUSIONES

El enfoque principal del trabajo ha sido en platas silvestres crecidas en ambientes
naturales en presencia de concentraciones moderadas de metales. Los metales seleccionados para
el estudio fueron Cu, Pb, Cd y Ag, mismos que fueron seleccionados por su capacidad para
inducir la sintesis de fitoquelatinas en plantas, si como por la presencia de estos elementos en los
suelos de la region (151, 164, 165).

Para llevar a cabo el trabajo de investigacion, fue necesario escoger plantas capaces de
sintetizar PCs. También fue necesaria la obtencion de muestras de los suelos adyacentes a las
raices de cada planta recolectada para su andlisis, con el fin de estudiar algunos parametros que
puedan tener importancia en la induccion de PCs por las plantas.

Para ello se definieron dos areas geograficas para el estudio, ambas dentro del territorio

del estado de Guanajuato:

L.-Cauce del rio Lerma a su paso por el estado de Guanajuato. Como se menciono en la seccion
I.1.2, se contempld la posibilidad de la existencia de niveles elevados de metales pesados
transportados por las aguas del rio. Para el estudio se incluyeron 19 metales y metaloides a
determinar en 22 sitios de muestreo a lo largo del cauce del rio Lerma a su paso por el estado. Se

planeo la toma de muestras de aguas, lodos, plantas y suelos para su analisis.

11.-Ciudad de Guanajuato Capital. Debido a la posible presencia de metales en los suelos a causa
de las actividades mineras llevadas a cabo en la ciudad, esta se estableci6 como segunda area de
estudio. Se decidid analizar una variedad de plantas silvestres, asi como los suelos de crecimiento
de las mismas. En muestras de raiz y hoja se llevo a cabo el analisis de PCs.

Los parametros determinados en el estudio pueden revelar por un lado la acumulacion de
uno o mas elementos en tejidos de plantas, y también puede servir para evaluar posibles
correlaciones con los niveles de PCs en plantas. Por otro lado se sabe que las sustancias hiimicas
pueden alterar la movilidad y/o biodisponibilidad de algunos elementos metalicos hacia las
plantas (74, 166-173), por lo que se propuso estudiar si existe relacion entre los niveles de

sustancias humicas en suelos y la produccion de PCs en plantas.
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Los esquemas de especiacion empleados en este trabajo fueron los siguientes:

o Para evaluar la asociacion de los iones metalicos con las PCs en plantas, se obtuvieron los
extractos neutros de tejidos y se utilizd la cromatografia de exclusion por tamafio molecular
con deteccion por ICP-MS. Para determinar la distribucion de metales entre las diferentes
fracciones de suelos se llevd a cabo una extraccion secuencial de acuerdo al método
Tessier (/27) y las fracciones fueron analizadas por ICP-MS para determinar el contenido
de elementos presentes en cada una de las fracciones.

o La asociacion de las sustancias humicas del suelo con los iones metélicos fue estudiada con
ayuda de la técnica SEC-ICP-MS. Con esta metodologia se obtienen los perfiles de elucion
de cada elemento, y se pueden observar las fracciones libres y las fracciones unidas a la

materia organica del suelo.

La informacién obtenida de los resultados experimentales fue analizada con ayuda de
herramientas estadisticas. Se empleo el andlisis de correlaciones para poder observar correlacion
entre algunas variables de interés. En particular, el enfoque fue hacia las posibles correlaciones
existentes entre el contenido de PCs encontrados en las muestras de plantas con los contenidos de
metales en suelos y raiz, asi como el posible efecto de las sustancias htimicas de los suelos en la
concentracion de PCs presentes en las muestras de plantas. Se analizaron asi mismo las posibles
correlaciones entre las fracciones de suelo extraidas por el método Tessier, y los contenidos de
PCs. Finalmente, la informacién obtenida en el analisis de las PCs por HPLC-FLD y en el
analisis de PC-M por SEC-ICP-MS permitié sugerir cuales de los metales estudiados son
importantes en el proceso de sintesis de las PCs, y cuales pueden ser acomplejados por las PCs ya
existentes.

Resumiendo, en el desarrollo del trabajo se buscoé la respuesta a las siguientes preguntas:

. (Cuales plantas silvestres de las recolectadas en el Estado de Guanajuato son capaces de
sintetizar PCs?

. (Cuales son los parametros medioambientales que contribuyen en la captacion de elementos
por las plantas?

. (Cuales son los metales que inducen las PCs en las plantas, y si se puede distinguir entre

estos metales y aquellos que se unen a las PCs existentes en las plantas?
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IV.1. Desarrollo del procedimiento analitico para la determinacion de fitoquelatinas en

muestras bioldgicas: aplicacion a levaduras.

La primera etapa para el desarrollo de la investigacion consistid en obtener organismos
modelo en los cuales se pudiera llevar a cabo la induccion de fitoquelatinas para desarrollar las
metodologias analiticas necesarias en la determinacion tanto de las fitoquelatinas como de los
factores que intervienen en su sintesis. Con base en reportes anteriores (174, 175) se escogieron
las levaduras como organismos modelo, para esto se trabajé con cinco cepas de levaduras
(Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Candida maltosa, Yarrowia lipolitica y
Kluveromyces marxianus). Las referencias bibliograficas indican la posibilidad de biosintesis de
fitoquelatinas en este tipo de organismos en respuesta a diferentes elementos, entre ellos el
cadmio y el arsénico (/74-177). La obtencion de los cultivos y su preparacion para el analisis de

PCs se describen en la parte experimental (seccion I11.5.2).

En cuanto al andlisis de las PCs, de las metodologias revisadas se selecciond la
cromatografia de liquidos de alta resolucion con deteccion fluorimétrica. En esta técnica se puede
llevar a cabo la derivatizacion precolumna, con el fin de mejorar el proceso de separacion y
aumentar la sensibilidad en la etapa de deteccion. Se optd por emplear el reactivo fluorescente
monobromobimano, que reacciona de manera especifica con los grupos tiol libres, y tanto el
reactivo como los compuestos derivatizados presentan fluorescencia. La reaccion de
derivatizacion se muestra en la Figura 14. Se puede observar que la reaccion es una sustitucion
nucleofilica bimolecular, por lo cual el grupo tiol debe estar en su forma nucleofilica (R-S°). El
primer paso para conseguir esto es reducir los puentes de disulfuro que pudieran estar presentes
entre los tioles a derivatizar, esto se logra al agregar borohidruro de sodio en medio 4cido que
genera aun ambiente reductor. Para llevar a cabo la reaccion de derivatizacion es necesario
entonces asegurar el pH mas alcalino que el pKa del grupo tiol, en el caso de la cisteina el pKa es
de al rededor de 8.1, sin embargo a pH mayores de 9 se da la hidrolisis del monobromobimano,
por lo que el pH de reaccion se fijo en 8.6. Cabe también hacer notar que el reactivo derivatizante
es fotosensible y presenta fluorescencia nativa por lo que es muy importante llevar a cabo la
reaccion en ausencia de luz y asegurar la buena separacion cromatografica de los derivados, del

reactivo sin reaccionar y de los productos de degradacion del monobromobimano.
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Figura 14. Esquema de la reacciéon de monobromobimano con el grupo tiol para formar un
compuesto fluorescente.

Partiendo de las condiciones reportadas (Tabla 4) se examinaron diferentes condiciones
de elucion, variando la composicion de las fases moviles, el flujo y las condiciones de gradiente.
Como criterio de seleccion se busco un tiempo de separacion relativamente corto, sin sacrificar la
resolucién de los solutos. Para definir las condiciones de la deteccion fluorimétrica, se obtuvieron
los espectros de excitacion y de emision de derivados de glutationa, y se determind el valor mas
alto de la relacion sefal/ruido para longitudes de onda de excitacion de 380 nm y de emision de

480 nm. Las condiciones finales se describen en la parte experimental (seccion I11.6.7.).

Cabe mencionar que la modificacion de las condiciones reportadas (87) contribuyd a
acortar el tiempo de analisis de 70 a 20 minutos sin perder la resolucion de los compuestos de
interés. Debido a la cantidad muy pequefia de los estdndares de PCs (PC-2, PC-3 y PC-4), la
cuantificacion fue en base a la medicion de area del pico del derivado de glutationa. Se llevo a
cabo la calibracion externa con estandares de glutationa en el rango de concentraciones de 0.1 -
1.8 pug g, R = 0.9999. Se aplicé un factor de correccion de la eficiencia de la derivatizacion
segun reportes anteriores (87). En la Figura 15 se muestran los cromatogramas obtenidos a partir
de los estandares de PC-2, PC-3 y PC-4, asi como de cisteina y glutationa, con un tiempo de

analisis de 20 minuto.
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Figura 15.- Cromatogramas de estandares de los tioles derivatizados con mBrB, obtenidos
utilizando la cromatografia en fase inversa con deteccion fluorimétrica. Los compuestos
detectados fueron L-Cys, Cisteina; GSH, Glutationa; PC-2, PC-3 y PC-4; R corresponde a las
sefales del mBrB sin reaccionar y degradado.

IV.1.1 Resultados obtenidos en el analisis de levaduras.

En las Figuras 16 y 17, se presentan cromatogramas obtenidos en el analisis de extractos
de Y. lipolitica y de K. marxianus, controles y expuestos al ion cadmio. En estos cromatogramas
se observan una serie de picos, la asignacion de los cuales se obtuvo mediante comparacion de
los tiempos de retencion con los estandares disponibles (y-glutamilcisteina, glutationa,
fitoquelatinas PC-1, PC-2, PC-3 y PC-4) y mediante el método de adicion de estandar. El pico
marcado con el nimero 1 corresponde a elucidon de cisteina, el pico 2 es N-acetil cisteina, el pico
3 fue glutationa, el pico 4 y-glutamilcisteina, el pico 5 se adscribio al producto de
descomposicion de monobromobimano (87). y el pico 6 fue identificado como PC-2. Es
importante mencionar que, de los cuatro estandares de fitoquelatinas utilizadas en la asignacion
de los picos (PC-1, PC-2, PC-3, PC-4), solamente se identifico la forma PC-2, cuya presencia fue

confirmada mediante el método de adicion de estandar (Figura. 17b).
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Figura 16. Cromatogramas tipicos de extractos de Y. lipolitica: ("""") blanco de reactivos; (---)
cepa control; (—) cepa expuesta a 5 mg L' de Cd (II) en el medio de crecimiento. Los

compuestos identificados fueron: (1) cisteina; 2 — N-acetil cisteina; 3 — glutationa; 4 - v-
glutamilcisteina; 5 — producto de descomposicion de reactivo; 6 — PC-2.

Es interesante que en los extractos de células de cultivos controles se detectaran bajos
niveles de PC-2, lo que sugiere la presencia de iones metalicos inductores en reactivos y
soluciones utilizadas para el crecimiento. Por otro lado, al comparar los cromatogramas de
cultivos controles con cultivos expuestos al cadmio, se observa claramente mayor concentracion
de PC-2 en los tltimos. Estos resultados sugieren que el ion cadmio contribuye en la induccion de
PC-2 en diferentes cepas de levaduras. Los resultados cuantitativos obtenidos en 5 cepas del
estudio se presentan en la Tabla 6. Es de notar que las cepas estudiadas presentaron diferente
habilidad de inducir las fitoquelatinas: la mayor induccion de PCs se observo en S. cerevisiae. y
K. marxianus, mientras que el incremento de la concentracion de PC-2 en C. maltosa fue

considerablemente menor.
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Figura 17. Cromatogramas tipicos de extractos de K.marxianus:

(a) () blanco de reactivos; (---) cepa control; (—) cepa expuesta a 5 mg L™ de
Cd(II) en el medio de crecimiento;
(b) (—) cepa expuesta a 5 mg L' de Cd(II) en el medio de crecimiento; (—--)
adicion de estandar (PC-2) al extracto de cepa expuesta a Cd(I).
Los compuestos identificados fueron: (1) cisteina; 2 — N-acetil cisteina; 3 — glutationa; 4 - y-
glutamilcisteina; 5 — producto de descomposicion de reactivo; 6 — PC-2.
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Tabla 6. Niveles de fitoquelatinas (PC-2) encontrados en los extractos de levaduras control y
expuestas al ion cadmio.

Cepa PC-2 g Induccion de PCs’, %
control Cddr)

S. cerevisiae 33.10 124.4 376

S. bayanus. 37.62 104.9 279

C. maltosa. 41.41 70.20 169

K. marxianus 32.44 114.3 352

Y. lipolitica. 32.44 90.80 280

(ug g — microgramos de PC-2 por 1 gramo de biomasa liofilizada). La cuantificacion se llevo a
cabo indirectamente, en base a la sefial de glutationa.

* - concentracion de PC-2 en cultivo expuesto a As(III) dividido por la concentracion de PC-2 en
cultivo control en por ciento.

Los resultados obtenidos en el analisis de levaduras expuestas a arsénico, se presentan en
la Figura 19 y en la Tabla 7. En la Figura 19 se observa claramente la induccién de PC-2 en
cultivos expuestos a As(IIl) durante su crecimiento. Sin embargo, el aumento de niveles de PC-2
en cultivos expuestos, respecto del control, fue menor en comparacién con los observados en la

exposicion a ion cadmio (Tablas 6 y 7).
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Figura 18. Cromatogramas tipicos de extractos de S. cerevisiae: (") blanco de reactivos; (---)
cepa control; (—) cepa expuesta a 5 mg L' de As(IIl) en el medio de crecimiento. Los
compuestos identificados fueron: (1) cisteina; 2 — N-acetil cisteina; 3 — glutationa; 4 - -
glutamilcisteina; 5 — producto de descomposicion de reactivo; 6 — PC-2.
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Tabla 7. Niveles de fitoquelatinas (PC-2) encontrados en los extractos de levaduras controles y
expuestas al ion AS(III).

PC-2, ug g’ Induccion de
Cepa
control As(IIT) PCs*, %
S. cerevisiae 33.10 85.28 258
S. bayanus. 37.62 86.90 231
C. maltosa. 41.41 86.48 209
K. marxianus 32.44 88.79 271
Y. lipolitica. 32.44 54.43 168

(ug g — microgramos de PC-2 por 1 gramo de biomasa liofilizada). La cuantificacion se llevo a
cabo indirectamente, en base a la sefal de glutationa.

* - concentracion de PC-2 en cultivo expuesto a As(IIl) dividido por la concentracion de PC-2 en
cultivo control en por ciento.

Para los dos iones metdlicos utilizados (Cd(II) y As(Ill)), las cepas de S. cerevisiae
presentaron mayor habilidad de induccion de fitoquelatinas. En exposicion a cadmio, la cepa que
presentd mas bajos niveles de PC-2 fue C. maltosa y en la exposicion a arsénico, fue la cepa Y.
lipolitica. Los resultados obtenidos sugieren que la induccion de fitoquelatinas presenta
diferencias, dependiendo del tipo de cepa y también del tipo de ion metalico y/o metaloide. Se
demostrd, sin embargo, que cada una de las cepas de levaduras estudiadas es capaz de

biosintetizar fitoquelatinas en respuesta a la presencia de Cd(II) y As(IIl) en el medio de cultivo.

En relevancia al eje central del presente trabajo, los resultados que se acaban de presentar
demuestran la utilidad del procedimiento analitico desarrollado para la determinacién de las PCs
en extractos bioldgicos. Por esa razon el procedimiento se empled en el analisis de las PCs en

plantas.
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IV.2. Resultados de los analisis llevados a cabo en muestras del cauce del rio Lerma (Area

de estudio I).

En los reportes consultados se ha estudiado una gran diversidad de organismos capaces de
sintetizar fitoquelatinas (9, 56, 57, 115, 178-180), sin embargo en la gran mayoria de los estudios,
las fitoquelatinas han sido inducidas de manera controlada en de laboratorio. De esta manera se
logré avanzar en el conocimiento de algunos factores responsables en la sintesis fitoquelatinas,
asi como en algunas de las rutas de sintesis y en particular se demostrd que para los diferentes
organismos estudiados la respuesta a los elementos toxicos puede o no generar la induccion de las
fitoquelatinas. La desventaja de este tipo de estudios es que el numero de variables estudiadas es
limitado, por lo que el enfoque de esta investigacion fue el de analizar muestras tomadas de un
entorno natural y estudiarlas de tal manera que fuera posible ademds de cuantificar las
fitoquelatinas, tratar de entender mejor el papel de los pardmetros medio ambientales bioticos y
abioticos que juegan un papel importante en su sintesis y avanzar en el conocimiento acerca de la
funcién de las fitoquelatinas como mecanismo defensivo de los organismos vegetales. En
concreto los resultados de los estudios de especiacion permiten determinar cuales de los
elementos presentes en el entorno natural de las plantas estan unidos a las fitoquelatinas y si

existe una acumulacion de elementos que se pudiera atribuir a la sintesis de fitoquelatinas.

Una vez desarrollada y probada la metodologia para el andlisis de fitoquelatinas en
muestras biologicas, el siguiente paso fue enfocarse en la primera area de estudio establecida, el
cauce del rio Lerma en el estado de Guanajuato. Para ello, en seis campafias de muestreo,
realizadas durante 2 afios, se tomaron las muestras de aguas, lodos y plantas de acuerdo a lo
descrito en la seccion IIL.5. Las seis campanas de muestreo se llevaron a cabo en mayo 2007 (MI),
octubre 2007 (MII), marzo 2008 (MIII), junio 2008 (MIV), octubre 2009 (MV) y en marzo 2009
(MVI).
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IV.2.1. Seleccion de los sitios de muestreo.

Se definieron 22 sitios a lo largo del rio Lerma en el Estado de Guanajuato. La lista de
estos sitios se presenta en Tabla 8 y en la Figura 20 se puede observar su ubicacion en el mapa
del Estado de Guanajuato. Los elementos que se consideraron en la seleccion de sitios fueron los
siguientes:

1. Tomar el agua en la entrada y salida del rio Lerma del Estado,

2. Tomar el agua cerca de los municipios, o posibles sitios de descarga,
3. Tener en cuenta los sitios donde siempre hay agua.
4

Tratar de encontrar los sitios de relativamente facil acceso.

Tabla 8. Listado de sitios de muestreo seleccionados para el monitoreo del rio Lerma y datos de
la ubicacién geografica.

Niimero Nimero

asignado Lugar de muestreo Coordenadas geograficas asignado Lugar de muestreo Coordenadas geograificas
1 Entrada a la Presa Solis N 20°0'30" W 100° 28' 39" 12 Uruetaro N20°31' 15" W 101° 10' 46"
2 San Miguel N 20°2'27" W 100° 39' 28" 13 Pueblo Nuevo N20°31'23" W 101°22' 7"
3 Cortina Presa Solis N20°3 4" W 100° 40 24" 14 Rio Guanajuato N20°31' 10" W 100° 22' 44"
4 Acéimbaro N 20°2'21" W 100° 42' 58" 15 | LasEstacas N 20°23'24" W 101°24' 44"
S Chamécuaro N 20° 60' 19" W 100° 49' 54" 16 Rodeo San Antonio N 20° 18'44" W 101°30'0"
6 Salvatierra N 20° 13' 16" W 100° 53' 12" 17 Pastor Ortiz N 20° 18' 10" W 101°36'0"
7 El Sabino N 20° 16' 43" W 101° 0' 52" 18 El Mérmol N 20° 12'49" W 101° 43' 55"
) Jaral del Progreso N 20°20' 10" W 101° 02" 18" 19 Corrales de Rabago N 20° 12'46" W 101°51' 37"
9 Cerrito de Camargo N 20°24'52" W 101°02' 19" 20| Numardn N 20°15'5" W 101° 56' 23"
10 Salamanca sur N 20°33'45" W 101° 13' 26" 21 Entrada a La Piedad N 20°21'38" W 102° 00' 26"
1 Salamanca norte N 20°33'20" W 101 10' 20" 2 La Piedad N 20°20'35" W 100° 1'11"
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Figura 19. Mapa de la region estudiada, donde se sefialan los sitios de toma de muestra
seleccionados.

Una vez seleccionados los sitios de muestreo se procedié a realizar los manuales
correspondientes para la toma de muestras de aguas, plantas y lodos, asi como los protocolos para

el analisis de las muestras para los contenidos totales de elementos en las diferentes muestras.

Para la cuantificacion de los contenidos totales de elementos presentes en la muestras de
agua, plantas, lodos y suelos se llevo a cabo el procedimiento descrito en la seccion I11.5. Se llevo
a cabo el proceso de calibracion, utilizando como estandares internos las sefales de "*Ge y 'Ir
(ambos 1.0 pg L™). Los dos elementos cumplen con los requisitos de estindar interno para el
rango de los valores m/z monitoreados en este trabajo.

Las soluciones de calibracién conteniendo seis niveles de concentracion para cada uno de
los elementos se obtienen diluyendo el estandar comercial para el andlisis de muestras medio
ambientales (100 mg L! Fe, K, Ca, Na, Mg; 10 mg Lt Ag, Al, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Mn, Mo,
Ni, Pb, Sb, Se, Tl, V, Zn, U, en 10 % HNO;, Agilent Technologies) con &cido nitrico al 1 %
(v/v). El proceso de calibracion se realizo diario, partiendo del estandar multielemental. En la

Figura 14 se presentan de manera de ejemplo las curvas de calibracién de un solo dia.
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Cabe mencionar que, los valores r* fueron siempre > 0.999 y uno de los criterios de
control de calidad fue el seguimiento de la sensibilidad, comparando los valores de las pendientes
de curvas de calibracion para cada uno de los elementos, obtenidos en diferentes dias. Se
consideraron aceptables diferencias en el rango + 10 % respecto al promedio dentro de una ronda
de muestreo (tres dias consecutivos) y + 20 % entre las rondas.

Otro parametro medido fue el blanco (10 % HNO; diluido de la misma manera que el
estandar multielemental), obteniéndose los valores calculados automaticamente por el software
Chemstation en unidades de concentracion (BEC — blank equivalent concentration). Los limites
de deteccion para cada uno de los elementos se evaluaron diario. Como ejemplo, los valores

obtenidos en el mismo dia que los parametros de calibracion se presentan en la Tabla 9.
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Step Mass Element ISTD Unit Step Mass Element ISTD Unit Step Mass Element ISTD Unit Step Mass Element ISTD  Unit
(1) 109 Ag 115 ppb (1)111¢d 115 ppb (1) 200 Hg 115  ppb (1)202 Hg 115 ppb
Ratio[t) Fatio(T] Ratio[T) FatiolY)
1.0E401 1.0840 2,080 508401
5,05400 1.0E40 1.08400 2,540
[ [ [ [
[ 10.00 20.00 0 10.00 20.00 0 10.00 20.00 0 10.00 20.00
Conc. [} [ppb] Conc. (3] [ppb] Cena. (i _[ppb] Conc. (8] [ppb]
Step Mass Element ISTD Unit Step Mass Element ISTD Unit Step Mass Element ISTD Unit Step Mass Element ISTD  Unit
(1) 114 Cd 15 ppb (1)1151In — (1)208TI 115 ppb (1)207 Pb 115 ppb
Ratia (] Count/CPS (1] [count/CFa] Ratiol1] Fatio[T]
5,05400 5.00404 5.08401 1,08401
8
256400 2.5E404 2.58401 5.0BH0
0 0 0 [
0 10.00 10.00 0 1.00 2.00 0 10.00 20.00 0 10.00 20.00
Conc. (%) [ppb] Cone. (%) [1 Cons. (%) (ppb) Conc. (5] [ppb]
Step Mass Element ISTD Unit Step Mass Element ISTD Unit Step Mass Element ISTD Unit Step Mass Element ISTD  Unit
(1)121Sb 15 ppb (1)137Ba 115  ppb (1)208 Pb 115 ppb (1)232Th 115 ppb
Fatia (] Raia (1] Ratio(1] Ratio (1]
108401 5.0 2,08401 505401
505400 2.5 1.08401 2.58401
" 0 0 [
0 1000 20.00 0 10.00 20.00 0 10.00 20.00 ] 25,00 50,00
Conc. (£} [ppb] conc. [X) [ppb] Cons. (%] [ppb] Cone. (%} _[ppb]
Step Mass Element ISTD Unit Step Mass Element ISTD Unit Step Mass Element ISTD Unit Step Mass Element ISTD  Unit
(1) s51v 115 ppb (1) 52¢Cr 115 ppb (1) 65Cu 15 ppb (1) 66 2Zn 115 ppb
Ratio(Y) Ratiol¥) Ratio(T) Ratio(Y)
10K 10801 5,08400 2,080
508400 5.08400 2,554 1.0E40
¢ [ " o
] 10.00 20.00 0 10,00 20.00 0 10.00 20.00 0 10.00 20,00
Cos. (1 _[gpb] conc. (X} (ppb] Conc. (%] _[ppb] Conc. 1K) [pgb]
Step Mass Element ISTD Unit  Step Mass Element ISTD Unit  Step Mass Element ISTD Unit Step Mass Element ISTD  Unit
(1) 55 Mn 115 ppb (1) 59 Co 15 ppb (1) 15 As 115 ppb (1) 82Se 115 ppb
Ratio(1) Ratiolt] Fatio (1] Ratio(T)
108401 2,084 2.08400- 2.08-01
5.08400- 105401 1.0BH0- 10501
[ [ o o
0 10.00 20.00 0 10,00 20.00 1] 10.00 10.00 0 10.00 20,00
Conc. (X] [ppb] Conc. [X) [ppb) conc. (%) [ppb] Conc. (¥] [ppb]
Step Mass Element ISTD Unit Step Mass Element ISTD Unit Step Mass Element ISTD Unit Step Mass Element ISTD  Unit
(1) 60 Ni 115 ppb (1) 63Cu 115 ppb (1) 95 Mo 115  ppb (1) 107 Ag 115 ppb
Ratio(1) Ratio[T] Ratio[T) Ratio(T)
5.0400 1.0E401 5.08400 1.0E401
2,58400 5,08 2,58400 5.0840
o [ [ o
0 10.00 .00 0 10.00 20.00 0 10.00 20.00 0 10.00 20.00
Conc. 1) [ppb] Conz. (3} [ppb] Comc. (4] [ppb] Conc. %] [ppb]

Figura 20. Ejemplos de las rectas de calibracion, obtenidas a partir de diluciones del estandar
multielemental, para la determinacion de los elementos por ICP-MS.
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Los analisis se llevaron a cabo con tres lecturas por muestra en el mismo dia y con tres
repeticiones en dias diferentes. Para su analisis, las muestras de aguas acidificadas y filtradas se
diluyeron 1:10 con &cido nitrico al 1 % y se agregd la solucion de estandar interno para obtener
una concentracion final de 1 ug L™ y se introdujeron al sistema ICP-MS. Los resultados fueron
corregidos por el valor del blanco, corrido en paralelo (agua desionizada, acidificada,
centrifugada y diluida igual que las muestras). Estos valores, medidos en unidades de
concentracion (BEC — blank equivalent concentration) se reportaron cada dia junto los
parametros de calibracion. Es importante, que los BEC obtenidos fueron comparables a los
limites de cuantificacion (aprox. 3.3 x LD, de acuerdo con las indicaciones IUPAC).

Para examinar la exactitud de los resultados analiticos obtenidos en muestras reales, cada
dia se llevo a cabo la determinacion de elementos en el material de referencia certificado (NIST
1643d, Trace Elements in Water). En Tabla 10, se presentan los resultados obtenidos en uno de
los dias (promedios + DE para 3 réplicas) junto con los valores certificados. En todos los analisis
se obtuvo muy buena concordancia para todos los elementos, lo que confirma la exactitud del

procedimiento en su aplicacion al andlisis de agua.

Tabla 9. Ejemplo de datos de calibracion multielemental.

Elemento LD, 1 BEC_T*’ SOlu?ll ones de  calibracitn, Funcion de calibracion” r
ng L ng L ug L

\Y 34 3.7 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.451c + 0.035 1.00000
Cr 9.3 10 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.061c + 0.002 1.00000
Mn 4.9 11 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.602¢ + 0.032 1.00000
Co 2.6 12 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.622¢ + 0.064 1.00000
Ni 37 39 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.151c +0.010 1.00000
Cu 48 62 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.326¢ + 0.021 1.00000
Zn 156 298 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.162¢ + 0.045 1.00000
As 12 4.6 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.095¢ + 0.003 1.00000
Se 205 90 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.101c + 0.001 1.00000
Mo 9.8 18 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.179c¢ - 0.054 1.00000
Ag 1.8 15 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.498¢c + 0.025 1.00000
Cd 3.0 13 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.110c + 0.028 1.00000
Sb 4.9 19 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.342c¢ - 0.004 1.00000
Ba 47 68 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.162¢ + 0.004 1.00000
Hg 69 94 0;0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.118c + 0.031 0.99989
Tl 1.1 9.9 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.946¢ + 0.016 1.00000
Pb 54 49 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.661c + 0.044 1.00000
Th 0.7 4.8 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=1.150c - 0.017 0.99996
U 0.8 1.9 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=1.264c + 0.031 1.00000

* - cps — intensidad de la sefial analitica, en cuentas por segundo; ¢ — concentracion del analito en

ug L

** - BEC — ejemplos de los valores de blancos obtenidos en el analisis de aguas
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Tabla 10.- Is6topos monitoreados, valores certificados y resultados tipicos obtenidos de
determinacion de elementos en material certificado NIST 1643d. No se presentan resultados
analiticos para Hg, Th, U, ya que estos no fueron certificados.

Isétopo LD, ng ! Analisis de material de referencia
monitoreado ’ Valor certificado, pg L™ Encontrado, pg L™
Sy 3.4 35.1+ 1.4 347+12
32Cr 8.4 18.5+0.2 182+0.3
Mn 4.4 37.7+0.8 38.0+0.9
*Co 4.0 25.0+0.6 222+1.1
N 51 58.1+2.7 60.3+1.9
%Cu 51 20.5+3.8 202+ 1.6
%7n 150 72.5+0.7 72.9+0.6
As 12 56.0+0.7 539+1.3
2Se 220 114+0.2 9.94+22
Mo 15 113+2 115+3
'"PAg 1.7 1.27 +£0.06 1.15+0.07
"cd 3.1 6.47+0.4 6.37+0.2
12I5p 6.6 541+ 1.1 55.9+0.9
57Ba 41 507+9 503+ 6
200Hg 65 - B

20571 0.9 728 +0.25 7.80 +0.70
208py, 44 18.2+0.6 19.3+0.8
TR 0.6 - -

238U 1.2 _ _

LD-Limite de deteccion, calculado como 3 veces la desviacion estandar del blanco, dividido entre
la pendiente de la curva de calibracion.

IV.2.2. Resultados obtenidos del analisis de aguas.

Para seis campafias de muestreo y para cada uno de los elementos, en la Tabla 11 se
muestra el valor promedio de las tres independientes determinaciones en todos los sitios de
muestreo, el respectivo valor de desviacion estandar y el intervalo de concentraciones encontrado
en todos los sitios. Se puede observar que, los niveles de concentracion de elementos en gran
mayoria de los sitios de muestreo fueron generalmente bajos. En concreto, en las campanias MII —
MVI, estos niveles fueron mas bajos respecto a aquellos marcados por la normatividad mexicana
para aguas superficiales (Tabla 12). Tomando en cuenta la normatividad para el agua de consumo
humano (Tabla 5), los niveles promedios de los elementos en muestreos MII — MVI fueron mas
bajos respecto los valores marcados en las normas, excepto Hg. Es importante que no hubieron
cambios drasticos de las concentraciones entre diferentes épocas del ano. Estos resultados

claramente indican que el agua del rio Lerma no presenta alarmante contaminacion con
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metales/metaloides. Por otro lado, los resultados obtenidos en la primera campana (MI) fueron
muy diferentes respecto a otras campanas, lo que se relaciono con falta de caudal del rio en mayo
2007. El muestreo MI se realizé durante época de sequia y fue el inico muestreo, cuando no
existia un caudal continuo del rio. De hecho, las muestras de agua se tomaron de “charcos”. En
otras campanas el rio presentaba caudal continuo y abundante y el problema de concentraciones

altas no se repitié de manera tan notoria.
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Tabla 11. Resumen de los resultados obtenidos en el analisis de agua del rio Lerma (MI — M VI se refieren a seis muestreos realizados).

4| MI | MII [MII | MIV ]| MV [ MVI MI | MO [MII|[MIV]| MV [MVI| MI | MII | MIII | MIV | MV | MVI
Conc, pgL -
Vanadio Cromo Manganeso
promedio 14.7 16.4 9.12 12.1 17.1 8.84 1.28 0.80 0.42 0.43 0.48 0.09 31.6 6.61 62.0 23.0 32.7 79.4
DE 129 | 841 3.23 454 | 29.2 2.92 0.55 0.32 0.19 0.20 0.32 0.08 30.2 7.33 49.4 28.0 53.9 48.2
Minimo 570 | 592 | 491 4.83 1.40 5.12 0.80 0.33 0.11 ne 0.09 ne 0.44 1.90 2.05 2.13 2.73 10.0
Maximo 70.1 | 323 15.3 22.9 128 13.9 3.31 1.60 0.83 1.30 1.35 0.33 100 26.3 217 133 196 206
Cobalto Niquel Cobre
promedio 0.9 0.4 0.4 0.5 0.3 0.3 4.73 542 049 | 4.03 6.16 1.82 5.71 3.13 3.22 3.68 9.81 4.63
DE 0.3 0.4 0.2 0.4 0.1 0.2 1.79 2.20 0.82 1.54 5.49 0.72 3.69 2.78 1.65 2.01 0.72 9.31
Minimo 0.5 ne 0.2 ne 0.1 ne 2.80 2.51 ne 0.79 2.18 0.62 0.59 0.20 1.26 0.82 3.36 0.58
Miximo 2.0 2.0 0.7 1.5 0.6 0.8 8.59 10.3 2.80 6.34 244 3.68 15.2 12.6 7.84 8.22 15.8 63.8
Zinc Arsénico Selenio
promedio 24.1 | 6.89 570 | 4.64 17.8 7.91 10.9 8.30 4.08 5.14 4.92 3.13 1.43 1.23 0.89 0.86 1.22 0.31
DE 22.7 | 631 7.35 2.38 3.16 5.30 23.0 4.39 2.70 2.44 2.58 2.01 1.14 1.07 1.54 0.41 1.80 0.39
Minimo Ne 0.8 ne 1.12 7.50 1.62 2.22 3.32 1.00 1.54 1.32 1.31] | 0.30 ne ne 0.15 0.38 ne
Miximo 71.1 | 24.1 314 9.47 71.6 22.8 112 20.5 9.88 10.5 13.3 8.52 5.20 5.07 7.43 5.64 8.81 1.35
Molibdeno Plata Cadmio
promedio 585 | 3.01 2.09 | 2.53 2.05 1.78 0.49 0.05 0.04 1.30 0.17 0.02 0.36 0.07 0.08 0.09 0.01 0.04
DE 9.8 1.44 0.90 1.54 1.04 1.20 0.04 0.02 0.02 0.35 0.06 0.01 0.08 0.04 0.03 0.02 0.01 0.04
Minimo 2.10 | 1.71 0.30 1.15 0.91 0.84 0.40 0.03 0.03 1.14 0.14 ne 0.30 0.01 0.05 0.07 ne ne
Maiximo 49.5 | 7.46 3.61 5.16 5.95 3.87 0.50 0.12 0.14 | 2.80 0.43 0.02 0.60 0.19 0.16 0.13 0.05 0.21
Antimonio Bario Mercurio
promedio 0.76 | 0.76 0.38 0.27 0.27 0.12 77.0 196 89.9 103 115 116 5.24 143 0.18 1.54 1.19 1.86
DE 0.20 | 0.21 0.13 0.14 0.05 0.07 25.1 30.9 20.3 13.9 14.8 17.3 1.08 1.75 0.49 1.27 0.82 0.50
Minimo 0.50 | 047 0.16 ne 0.18 ne 30.8 132 54.9 72.7 81.6 78.6 | 4.00 ne ne ne 0.30 1.43
Miximo 1.10 | 1.18 0.54 0.88 0.38 0.30 124 259 144 129 153 141 8.20 7.41 2.18 6.00 3.40 3.77
Talio Plomo Torio
promedio 0.31 ne 0.08 0.03 0.02 2.22 0.63 0.24 0.51 0.82 0.32 0.38 - 2.68 0.65 2.30 0.42 0.53
DE 0.04 - 0.03 0.01 0.01 0.07 0.21 0.47 0.38 0.49 0.25 0.31 - 0.88 0.32 0.45 0.23 0.09
Minimo 0.30 - 0.05 ne 0.01 2.21 0.40 Ne 0.22 0.01 0.04 ne - 2.16 0.34 1.96 0.30 0.44
Miximo 0.40 - 0.19 0.16 0.05 2.25 1.10 2.13 1.97 | 2.13 1.30 1.43 - 6.45 1.79 4.02 1.21 0.89
Uranio
promedio 2.09 | 044 0.52 0.43 1.34 0.35
DE 140 | 0.57 0.50 0.46 0.85 0.12
Minimo 0.50 ne 0.24 ne 0.89 0.15
Miximo 570 | 1.66 | 2.68 2.06 | 4.57 0.66

DE- Desviacion estandar
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Tabla 12. Niveles establecidos por Norma Oficial Mexicana para aguas potables, incluidos en la
propuesta de nueva NOM y marcados por Agencia de Proteccion del Medio Ambiente (US EPA,
2006). Todos los valores representados en mg 1™

Elemento NOM' NOM(P)* MCL* SDWR*
As 0.05 0.01 0.01 -
Ba 0.7 0.7 2.0 -
Cu 2.0 2.0 1.3 1.0
Cr 0.05 0.05 0.1 -
Hg 0.001 0.001 0.002 -
Mn 0.15 0.15 - 0.05
Mo - 0.07 0.04 -

Ni - 0.02 0.1 -
Pb 0.025 0.01 0.015 -

Sb - 0.02 0.006 -

v - - 0.03

Zn 5.0 5.0 5.0 5.0

' NOM-127-SSA1-1994 ; *— PROY-NOM-SSA1-250-2007 ; * - MCL (maximum
contaminant level) — maximos niveles permisibles en agua potable por USEPA; * - SDWR
(secondary drinking water regulation) — valores guia, o niveles que no deberian ser repasados para
conservar aceptables caracteristicas organolépticas (sabor, color, etc.)

Es de notar la presencia de uranio y torio en las muestras analizadas. Ninguno de estos
elementos esta incluido en la normatividad vigente para aguas en México. En el caso de uranio, la
Organizacion Mundial de la Salud establece como 2 pg L' (**U) como valor guia para agua
potable. En el analisis de aguas naturales en las regiones no contaminados se han reportado valores
de < 1 hasta 35 pg L', por lo que los niveles encontrados en este trabajo no indican la
contaminacion. Como se observa en la Tabla 11, los valores promedios encontrados en seis
campaiias estan en el intervalo 0.35 — 2.09 pg L' y los méaximos niveles encontrados en sitios
individuales fueron de 0.66 pg L™ 2 5.70 ug L™

Con el fin de mostrar la distribucion de cada uno de los elementos entre los sitios de
muestreo, para elementos mas importantes dicha distribucion encontrada en seis muestreos se
presenta en las Figuras 21 - 24. Parece importante que, para algunos elementos y en algunas
campafias se observan “picos” de concentracion en Salamanca (11) en el desemboque del rio
Guanajuato (14), asi como en sitios ubicados rio abajo respecto a estos dos lugares, que por su

naturaleza parecen ser las fuentes mads probables de las descargas.
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En concreto, en Salamanca se registraron relativamente altas concentraciones de elementos
tales como As, V, Ni, Zn, Hg o Mn, especialmente en mayo 2007 y en octubre 2008 (Figura 25). En
la cercania de desemboque del rio Guanajuato, se notaron mayores (pero siempre bajas)
concentraciones de Cr, As, Pb. Por otro lado, las concentraciones de otros elementos tales como Co,
Cu, Se, Ag, Cd, Sb y Pb fueron siempre muy bajas y practicamente sin diferencias entre las rondas

de muestreo.
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Figura 21. Distribucion de As en los sitios de muestreo, en seis campafias de muestreo.
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Figura 22. Distribucion de V en los sitios de muestreo, en seis campaias de muestreo.
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Figura 23. Distribucion de Cr en los sitios de muestreo, en seis campafias de muestreo.
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Figura 24. Distribucion de Ba en los sitios de muestreo, en seis campafias de muestreo.
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La falta de un padron constante en la distribucion de los elementos que presentan “picos” de
concentracion, entre sitios en MI - MVI sugiere que los aumentos observados en algunas campaiias
podrian ser el resultado de las descargas discontinuas, dificiles de detectar. El hecho de que los
“picos” mas pronunciados de concentracion de elementos antes mencionados fueron encontrados en
el primer muestreo parece confirmar esta hipdtesis. Por otro lado, cuando el caudal del rio fue
continuo, se ha observado la tendencia hacia mayores concentraciones de elementos en sitios
localizados rio debajo de Salamanca, lo que también confirma la presencia de algin tipo de foco
discontinuo de contaminacién en Salamanca. Aparentemente, la corriente del rio ayuda en la
deslocalizacion de los contaminantes metalicos rio abajo. Como ejemplo, en el caso de As en primer
muestreo se detect6 la contaminacion con As en Salamanca (Figura 21), donde no se presentaba el
caudal del rio y las muestras se tomaron de un “charco” grande. En segundo muestreo (MII, octubre
2007), el caudal del rio en Salamanca fue relativamente abundante y la concentracion de As
significativamente inferior respecto a la primera ronda (112 pg L' y 6.3 pg L™ respectivamente).
Sin embargo, los niveles de este elemento en sitios de muestreo rio abajo de Salamanca aumentaron
en segundo muestreo respecto al primero, formando una “cola” del As proveniente de la cantidad
almacenada en Salamanca durante época seca (Figura 21). Una tendencia similar se puede observar
para V, Cr (Figura. 22 y 23), Ni, Mo, Mn. Los “picos” de concentracion ocurrieron no solamente en
el primer muestreo, pero se repitieron en el quinto muestreo (octubre 2008) encontrandose los
niveles de V (128 pg 1), Mn (196 pug I'"), Ni (24 pg L) y Zn (72 pg L™). Estos resultados también
confirman las descargas de caracter discontinuo.

Los resultados obtenidos para bario son interesantes. En las seis ocasiones, se encontraron
relativamente altos niveles de este elemento en muestras provenientes del rio Lerma, pero los
niveles correspondientes al segundo muestreo fueron significativamente mas altos (Figura 24). Cabe
mencionar que en octubre 2007, las muestras se tomaron después de fuertes lluvias, el caudal del rio
fue abundante, la corriente fuerte y el agua mezclada con lodos. El aumento de la concentracion en
agua en este muestreo confirma relativamente alta contribucion de Ba en diferentes compartimientos

del medio ambiente en el Estado de Guanajuato.
El tnico elemento que, sobrepasaba los niveles permisibles para agua potable ha sido el

mercurio. Vale hacer notar que, debido a la toxicidad de este elemento, el nivel permisible es

extremadamente bajo (1 pg ') y la deteccién de los sitios contaminados requiere de muy sensible
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herramienta analitica como es el ICP-MS. Altos niveles de mercurio fueron encontrados solamente
en muestras de agua (niveles promedios encontrados en seis muestreos en intervalo 0.18 —5.24 pg I’
!y los valores maximos en sitios individuales en el intervalo 2.18 — 8.20 pg '), pero no en plantas

ni en lodos.

Finalmente, es interesante visualizar los niveles de los elementos en la entrada y en la salida
del rio Lerma del Estado de Guanajuato. En la Figura 26 se presentan las graficas correspondientes
a los resultados obtenidos en muestreos MI — MVI para cada uno de los elementos en estos dos
sitios de muestreo. Las diferencias entre los sitios 1 y 22 parecen sugerir que, durante el paso del rio
por el Estado de Guanajuato los niveles de algunos elementos (V, Mn, Zn, As, Mo) tienden a
aumentar, mientras que los niveles de Hg aparentemente disminuyen. En la siguiente seccion se
presentan los resultados del andlisis multivariante, llevado a cabo en busqueda de las posibles

correlaciones entre los sitios de muestreo y las concentraciones de los elementos.
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Figura 26.- Niveles de concentracion de elementos, encontrados en la entrada y en la salida del rio
Lerma del Estado de Guanajuato, en cada una de las seis campainas de muestreo.
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IV.2.3. Analisis estadistico de los resultados obtenidos en aguas.

Con el fin de hallar posibles relaciones entre los sitios de muestreo y los niveles de
elementos, se utilizd el algoritmo de andlisis de componentes principales (PCA — Principal
Component Analysis, paquete Unscrambler 7.5, CAMO, Noruega). Este método es una de las
herramientas del analisis multivariante que permite visualizar el conjunto de variables del sistema
en dimension reducida. Cada sitio fue caracterizado por 19 variables correspondientes a 19
elementos determinados y, para cada una de las variables se tuvieron 6 valores correspondientes a
los niveles del elemento encontrados en seis muestreos. Después de haber realizado algunas pruebas,
se decidié eliminar los datos del primer muestreo, ya que las condiciones del rio fueron muy
diferentes respecto a otros muestreos (no hubo caudal continuo). Por otro lado, fue necesario
realizar el andlisis de manera separada, para cada una de las campanas de muestreo debido a muy
notoria variabilidad de los parametros del rio entre diferentes épocas del afio. Finalmente, en
algunos casos, se tuvieron que eliminar los sitios de muestreo correspondientes a la Presa Solis y al
desemboque del rio Guanajuato. Los datos provenientes de la presa provocaban demasiada
variabilidad en el modelo, debido a que la presa es un cuerpo del agua que no depende
exclusivamente del rio Lerma y no presenta el mismo caudal que en otros lugares del rio. En el caso
del otro sitio eliminado, aparentemente el agua del rio Guanajuato tiene totalmente diferentes
caracteristicas y los niveles de los elementos en este rio no se ajustan al modelo del rio Lerma. Es
importante mencionar sin embargo, que el efecto del rio Guanajuato puede observarse de los
modelos, ya que los sitios “rio abajo” fueron incluidos en el analisis PCA. Después de estos ajustes
que se acaban de describir, en cada uno de los modelos, los dos primeros factores describieron de 50
% a 70 % de la variabilidad total del sistema. En las Figuras 27 — 31 se presentan los resultados del
analisis PCA correspondientes a los muestreos MII - MVI. En estas Figuras, las dos graficas abajo
caracterizan el modelo PCA, mientras que las dos graficas de arriba permiten observar la agrupacion
de los parametros y, en consecuencia hallar las posibles correlaciones entre sitios de muestreo y
cambios de niveles de los elementos a lo largo del rio Lerma en Estado de Guanajuato.

Es interesante que, en cada una de las campafias, los sitios de muestreo forman tres clusters
claramente marcados: (cluster 1) los primeros sitios, después de la entrada del rio a nuestro Estado;
(cluster 2) los sitios agrupados alrededor de Salamanca y (cluster 3) ultimos sitios de muestreo,

después de Salamanca y antes de la salida del rio. Los resultados de MII, MIII, MV y MVI indican
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que los valores relativamente altos de Hg, Th, Cd, Ag (posiblemente también Co, Mn, TI) se
presentan en la entrada del rio a Guanajuato (ver Tabla 11 y Figura. 27 — 31). Los sitios cerca de
Salamanca se agrupan junto con V, As, Mo, Sb (MIV, MV, , MVI) confirmando que en esta region
ocurren descargas de los metales al rio. En cuanto a la salida del rio del Estado, en MII (octubre
2007, caudal del rio reanudado después de sequia) en los sitios debajo de Salamanca presentaros
relativamente altos niveles de V, Mo, As, Ni, Co, Zn, Cu, Ba, de acuerdo con la discusion anterior.
En otras campanas (MIV, MVI) se observaron similares relaciones.

En resumen, los resultados del andlisis PCA sugieren que: (1) la aportacion de los
metales/metaloides est4 relacionada con la region geografica y por lo tanto con las actividades del
hombre en estas regiones; (2) el caudal del rio lleva cierta aportacion de Hg, Th y Ag del Estado de
Querétaro; (3) existen aportaciones de cardcter discontinuo de V, As, Mo, Ni, Zn, Mo, Co en el
Estado de Guanajuato, principalmente en la region de Salamanca, con cierta contribucion por el
desemboque del rio Guanajuato. De manera general, el rio Lerma, al salir del Estado de Guanajuato

no presenta contaminacion con metales/metaloides, aunque nuestro estado aporta algunos elementos.
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MII — Octubre 2007 (PC1+PC2 = 60% expl)

PC2 Scores PC2 X-loadings
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2007_10 PCA,PC: 22 2007_10_PCA, Variable:  c.Total v.Total

Figura 27.E]l modelo PCA, obtenido en el andlisis de variables provenientes del muestreo I1.

MIII - Marzo 2008 (PC1+PC2 =71 % expl)

PC2 Scores PC2 X-loadings
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RESULT 16, PC:4,4

Figura 28.El modelo PCA, obtenido en el analisis de variables provenientes del muestreo III.
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MIV — Junio 2008 (PC1+PC2 = 64 % expl)

PC2 Scores PC2 Xdoadings
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Figura 29. El modelo PCA, obtenido en el analisis de variables provenientes del muestreo

RESULT31, Variable: c. Total v.Total

Iv.
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Figura. 30 El modelo PCA, obtenido en el analisis de variables provenientes del muestreo V.
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MYVI — Marzo 2009 (PC1+PC2 =56 % expl)

PC2 Scefes PC2 X-loadings
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Figura 31. El modelo PCA, obtenido en el analisis de variables provenientes del muestreo VI.
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IV.2.4. Resumen de los resultados obtenidos en lodos.

Las muestras de lodos fueron recolectadas en tres campafias de muestreo: muestreo III
(marzo 2008), muestreo IV (junio 2008) y muestreo VI (marzo 2009). La determinacion de los 19
elementos se llevd a cabo por ICP-MS, tal como se describe en el manual presentado. En la Tabla
14 se muestra el resumen de los resultados obtenidos. De manera similar que en la Tabla 11, se
presenta el valor promedio de las tres determinaciones independientes en todos los sitios de
muestreo, el valor de desviacion estdndar respectivo y el intervalo de concentraciones encontrado en
todos los sitios. Estos resultados obtenidos fueron comparados con los valores establecidos por la
normatividad vigente para lodos y biosolidos (NOM NOM-004-SEMARNAT-2002) y también con
valores guia establecidos en otros paises (Tabla 13). Cabe mencionar que la NOM no incluye todos
los elementos del estudio (los elementos no incluidos: V, Co, Se, Mo, Ag, Sb, Ba, Tl, Th, U), sin
embargo para el resto de elementos, los niveles encontrados en lodos del rio Lerma no sobrepasaron
en ningun caso los valores considerados en la Norma Mexicana y tampoco sobrepasaron los valores

guia recomendados en otros paises.

Tabla 13. Niveles maximos permisibles de elementos en lodos y biosdlidos en la normatividad
mexicana y los respectivos valores guia en otros paises.

NOM-004-SEMARNAT-2002 Australia — Nueva Zelanda
Elemento (lodos, biosélidos) mg kg™ Sedimentos - valores guia mg kg™
Excelente Bueno “low” “severe”
As 41 75 6 33
Cd 39 85 0.6 10
Cr 1200 3000 26 110
Cu 1500 4300 16 110
Hg 17 57 0.2 2
Mn - - 460 1110
Ni 420 420 16 75
Pb 300 840 31 250
Zn 2800 7500 120 820
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Para observar mejor la distribucion de elementos en lodos a lo largo del rio Lerma en el
Estado de Guanajuato, en las Figuras 32 y 33 se presentan estos datos para As, Cr, V, Pb y Ag. De
manera general, los perfiles de distribucién de mayoria de metales/metaloides presentan la tendencia
hacia mayores concentraciones en los sitios de muestreo cercanos a Salamanca y, por lo tanto
coinciden con perfiles de distribucion de estos elementos en agua y también en plantas. Es de notar
que, no se observaron drasticas diferencias en niveles de elementos entre la entrada y salida del rio
del Estado de Guanajuato. Esto, aunado a bajas concentraciones de los elementos indica que en la

cuenca del rio Lerma no se presenta la contaminacion con metales/metaloides dentro del estado.
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Tabla 14. Resumen de los resultados obtenidos en el anélisis de lodos del rio Lerma (MIII - marzo 2008; MIV — junio 2008; MVI —

marzo 2009).

Conc. MII MIV |[MVI MII |[MIV |MVI | MII |[MIV |MVI MII |[MIV | MVI

mg/kg Vanadio Cromo Manganeso Cobalto

Promedio 25.5 30.0 17.3 18.0 20.7 14.8 458 645 329 7.69 8.99 7.22

DE 9.61 13.1 7.65 7.45 9.61 6.58 280 430 214 2.59 3.77 2.09

Minimo 12.1 14.1 10.4 6.16 7.59 4.85 43.9 54.6 52.8 2.68 3.18 3.57

Maximo 55.4 69.6 37.5 32.9 41.5 26.7 1007 1693 899 14.5 18.1 12.4
Niquel Cobre Zinc Arsénico

Promedio 10.1 13.0 8.72 18.3 22.1 19.7 87.6 114 544 3.13 3.22 2.55

DE 541 7.37 3.34 14.2 15.5 20.4 70.1 103 411 1.34 1.65 0.98

Minimo 2.52 3.55 3.38 4.78 6.00 3.47 28.6 32.0 107 1.32 1.14 0.76

Maximo 26.5 35.2 14.8 52.1 54.9 91.5 253 344 1780* 6.53 8.32 4.48
Selenio Molibdeno Plata Cadmio

Promedio | 3.31 2.48 242 0.12 0.17 0.09 1.73 2.04 1.56 0.15 0.08 0.14

DE | 1.79 1.68 1.01 0.14 0.13 0.07 1.55 2.12 1.24 0.16 0.14 0.13

Minimo 1.46 0.86 0.82 0.02 0.02 0.02 Ne 0.02 0.06 0.02 ne ne

Maximo | 9.17 8.75 5.01 0.61 0.54 0.31 4.67 6.23 4.37 0.70 0.50 0.49
Antimonio Bario Mercurio Talio

promedio | 0.13 0.09 0.01 159 197 183 0.74 0.16 0.64 0.32 0.20 0.15

DE 0.12 0.02 0.01 56.3 75.0 82.5 0.28 0.20 0.81 0.14 0.16 0.05

Minimo 0.08 0.06 ne 75.0 96.5 44.9 0.46 ne 0.07 0.16 0.04 0.06

Maximo | 0.68 0.14 0.02 254 335 311 1.79 0.73 3.68 0.82 0.70 0.27
Plomo Torio Uranio

promedio | 11.2 16.0 13.7 6.82 4.21 9.26 0.87 0.90 0.74

DE 5.06 11.2 6.82 1.74 1.40 4.78 0.43 0.53 0.42

Minimo 4.60 6.09 4.09 3.87 2.54 2.79 0.39 0.32 0.18

Maximo | 20.5 61.1 24.9 11.0 7.83 18.1 2.07 2.68 1.97

Tesis Doctoral 102




S = N WA UL X

507
457
40
357
307
257
207
157
107

5

0

507
451
40
351
301
251
20
157
107

54

0

50
45
40
35

Arsénico
Marzo 2008

T1T27374 5767778 9 10711 12713714715 161771871920 21722

Junio 2008

123 45 6 7 8 9 10111213 141516 17 18 19 20 21 22

Marzo 2009

T1727374"576 7 8 9 101112713 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Sitio de muestreo

Cromo
Marzo 2008

123 456 7 8 9 10111213141516 17 18 19 20 21 22

Junio 2008

1 23 45 6 7 8 910111213 141516 1718 19 20 21 22

Marzo 2009

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Sitio de muestreo

3

g

mg/kg

807
70
60
50
40
30
20
10
04
80 7
70
60 7
50
40
30
207
107
0
80
70
60
50

707
60 7
501
40
307
20
101
0
707
607
507
40
307
201
107

Vanadio Marzo 2008

1 23 45 6 7 8 9 10111213 141516 17 18 19 20 21 22

Junio 2008

1 23 45 6 7 8 9 10111213 141516 17 1819 20 21 22

Marzo 2009

11 2 345 6 7 8 910111213 141516 17 1819 20 21 22

Sitio de muestreo

Plomo

Marzo 2008

123 45 6 7 8 9101112131415 16 17 18 19 20 21 22

Junio 2008

0

71 23 456 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22

Marzo 2009

123456 7 8 9 10111213141516 17 18 19 20 21 22

Sitio de muestreo

Figura 32. Niveles de concentracion de As, V, Cr, Pb en lodos, encontrados en MIII, MIV y

MVIL
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Figura 33. Niveles de concentracion de Ag en lodos, correspondientes a los muestreos MIII,
MIV y MVL.

IV.2.5. Resumen de los resultados obtenidos en plantas

Para la determinacion de los contenidos totales, se sigui6 la metodologia desarrollada
anteriormente y descrita en el manual de toma de muestras. Cada andlisis se llevd por

triplicado y los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 15.

Cabe mencionar que, para el control de exactitud se utilizd el material de referencia
certificado NIST 1572 (Citrus leaves). Debido a alto costo de este tipo de materiales y la
necesidad de contar con la suficiente cantidad, se realizd un estudio enfocado en la
elaboracion de un posible candidato a muestra de referencia para su uso en el analisis de

material de plantas.
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En el desarrollo experimental, se obtuvieron cultivos hidroponicos de cebolla
agregando al medio de cultivo sales de metales pesados. Después de la cosecha de partes
verdes, se realizd su homogeneizacion, liofilizacion, caracterizacion de los niveles de V, Cr,
Mn, Ni, Cu, As, Se, Mo, Cd, Hg, Pb, U en el material obtenido asi como pruebas de
homogeneidad y estabilidad. Los resultados obtenidos permiten el uso de material como
muestra control en las pruebas internas de exactitud.

En cuanto a los resultados de los andlisis realizados en plantas provenientes de las
orillas del rio Lerma, en primer lugar es importante que los niveles de elementos encontrados
fueron generalmente bajos. Ademds se observa que las muestras de raices contenian
relativamente mas altas concentraciones de elementos respecto las hojas. Los resultados
obtenidos fueron comparados con los valores reportados en bibliografia para plantas no-
acumuladoras y no-contaminadas (Tabla 16). Como se puede observar en las dos Tablas
(Tabla 15 y Tabla 16), en todas muestras analizadas, los niveles de Mn, Co, Cu, As, Se, Cd y
Hg fueron mas bajos o comparables respecto a los niveles reportados. Por otro lado,
practicamente para todos elementos, sus niveles mas altos correspondieron a Salamanca
(Figura 34). En estas muestras, los niveles de V, Cr, Ni, Zn, Mo, Ag, Sb, Ba, Pb, Thy U

fueron mas altos que los reportados en bibliografia.

Tabla 15. Resultados de determinacion de elementos en raices y hojas de nopal.

Raiz, concentracién promedio, mg kg™

Sitio \ Cr Mn Co Ni Cu Zn As Se Mo Ag Cd Sb Ba Hg Pb Th U
1 0.33 03 | 543 | 0.51 0.8 | 2.35 400 | 0.01 0.36 | 0.03 <LD | <LD | <LD | 253 | 0.04 | 0.14 | 0.09 0.11
2 0.70 1.8 | 37.7 | 0.16 0.6 | 1.98 9.7 1 0.04 | 0.07 | 0.12 <LD | <LD | <LD | 22.0 | <LD | 0.33 | 0.19 0.12
7 0.11 43 8.5 | 0.08 2.1 | 4.01 33.0 | 0.11 0.84 | 5.97 0.06 | 0.10 | 0.08 | 289 | 0.08 | 1.76 | 0.51 0.27
8 0.48 1.6 | 29.2 | 0.21 14 | 2.07 114 | 0.04 | 0.16 | 0.10 <LD | <LD | <LD | 40.3 | <LD | 0.22 | 0.10 0.03
9 0.32 1.8 | 24.7 | 0.16 09 | 2.49 113 | 0.05 | 020 | 0.23 <LD | <LD | <LD | 70.1 | <LD | 0.27 | 0.12 0.04
11 0.87 | 17.6 | 327 | 0.82 | 12.5 | 3.91 746 | 0.14 | 1.11 | 2.61 007 | 013 | 0.24 | 144 | 0.10 | 2.25 | 0.65 0.34
15 0.40 33 ] 529 | 0.24 23 | 4.8l 304 | 0.01 0.24 | 0.51 <LD | <LD | <LD | 57.8 | <LD | 0.24 | 0.08 0.07
21 0.57 1.0 | 29.7 | 0.11 05 | 7.92 629 | 0.03 0.48 | 0.08 <LD | <LD | <LD | 20.2 | <LD | 0.12 | <LD 0.09
22 0.53 | 10.9 | 149 | 0.35 7.0 | 545 163 | 0.04 | 0.19 1.32 <LD | <LD | <LD | 164 | <LD | 0.57 | 0.08 0.06
Hojas, concentracién promedio, mg kg’
1 0.30 0.1 | 41.8 | 0.13 0.6 | 3.15 313 | 0.02 | 0.21 0.09 <LD | <LD | <LD | 51.6 | <LD | 0.13 | <LD 0.08
2 0.16 0.8 8.7 | 0.12 1.1 | 2.20 205 | 0.01 0.24 | 0.09 <LD | <LD | <LD | 50.1 | <LD | 0.17 | 0.09 | <LD
7 0.30 4.1 | 27.3 | 0.68 39 | 3.85 267 | 0.02 | 0.19 | 0.50 <LD | 0.10 | <LD | 25.1 | <LD | 0.58 | <LD 0.06
8 0.63 0.5 | 519 | 0.34 0.8 | 1.63 705 | 0.04 | 0.48 | 0.08 <LD | <LD | <LD | 154 | <LD | 0.63 | 0.07 0.10
9 0.09 1.6 | 119 | 0.11 1.9 | 2.57 19.5 | 0.00 | 0.00 | 0.24 <LD | <LD | <LD | 204 | <LD | 0.09 | <LD | <LD
11 0.41 49 | 156 | 0.45 59 | 3.92 363 | 0.06 | 0.41 1.23 003 | 0.06 | 0.11 | 108 | 0.05 | 0.18 | <LD 0.16
15 0.39 0.4 74 | 0.10 0.5 | 4.81 33.5 0.03 0.07 0.09 <LD | <LD | <LD 6.6 | <LD | 0.18 0.06 | <LD
21 039 | 114 | 773 | 0.27 7.9 | 6.99 54 | 0.05 | 0.01 1.27 <LD | <LD | <LD | 12.8 | <LD | 0.20 | <LD | <LD
22 0.29 | 14.6 | 101 | 0.37 | 104 | 6.54 134 | 0.05 | 0.09 | 2.11 <LD | 0.06 | 020 | 25.2 | <LD | 0.75 | <LD | <LD

Recolectados en los sitios 1, 2, 7, 8, 9, 11, 15, 21, 22 durante el segundo muestreo (Octubre
2007). Los valores promedios fueron obtenidos en base a andlisis de tres sub-muestras.
LD-Limite de deteccion, calculado como 3 veces la desviacion estandar del blanco, dividido
entre la pendiente de la curva de calibracion.
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Parece relevante, que los niveles de los mismos elementos en agua de rio Lerma fueron
también relativamente mayores en Salamanca respecto a otros sitios de muestreo. Para algunos
elementos (Cr, Ni, Mo) se encontraron relativamente altos niveles a la salida del rio Lerma del
Estado (Tabla 15). También es de notar que los niveles de Ba fueron elevados en todas
muestras de plantas analizadas. Los resultados obtenidos para U y Th confirman la presencia
de estos dos elementos en la region de Guanajuato, aunque sus niveles se distribuyen de

manera relativamente uniforme y no son preocupantes.

Tabla 16. Niveles de concentracion de los elementos del estudio reportados en plantas
silvestres (no-acumuladoras) provenientes de los sitios no contaminados.

Elemento Concentraciéon, mg kg™ Referencias
Vanadio <0.5 (181, 182)
Cromo <1 (183-185)
Manganeso <2200 (183-189)
Cobalto <3 (186)
Niquel <5 (183-186)
Cobre <30 (183-186)
Zinc <500 (183, 185)
Arsénico <1 (187)
Selenio <1 (186, 188, 189)
Molibdeno <04 (183)
Plata <0.05 (190)
Cadmio <0.3 (183, 185, 187, 191)
Antimonio <0.03 (183)
Bario <32 (183)
Mercurio <0.2 (187)
Plomo <2 (183, 185, 187, 191)
Torio <0.1 (190)
Uranio <0.15 (790)
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Figura 34. Niveles de concentracion de algunos elementos en raices y hojas de nopal
recolectados en nueve sitios de muestreo (muestreo II — octubre 2007).
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Figura 35. Niveles de concentracioén de algunos elementos en raices y hojas de nopal
recolectados en nueve sitios de muestreo (muestreo II — octubre 2007).
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Se llevo a cabo el analisis por HPLC-FLD descrito en la seccion V.1.7 para determinar

si las plantas recolectadas en los muestreos del rio Lerma sintetizaron PCs, sin embargo dadas

la bajas concentraciones de los elementos toxicos no fue posible observar PCs en ninguna

muestra, en la Figura 36 se muestra el cromatograma de una planta tomada en el muestreo del

rio Lerma y como referencia un cromatograma de S. cerevisae (levadura en la que se detectd

PC-2 en la seccion V.1) para comparacion.
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Figura 36. Analisis de PCs por HPLC-FLD en muestras de levadura (—) y en raiz de una
planta colectada en el sitio 11 de muestreo (Salida de salamanca).

Los compuestos identificados son: L-Cys, Cisteina; GSH, Glutationa reducida; PC2; y R
corresponde al monobromobimano sin reaccionar ¢ hidrolizado.

Debido a que no se detectd la presencia de PCs en plantas silvestres recolectadas en el
area de estudio I, se procedid al andlisis de plantas y suelos provenientes de la ciudad de

Guanajuato.
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IV.3. Resultados obtenidos en los analisis realizados en muestras provenientes de la

ciudad de Guanajuato, (area de estudio II).

La ciudad de Guanajuato capital ha sido desde épocas coloniales una importante zona
minera en la que se ha extraido plata y oro. La geoquimica de esta region se ha estudiado
extensivamente (30-33, 192, 193). Existen reportes de extraccion de muchos metales y
metaloides en la regién. Como consecuencia, las plantas que crecen en este ambiente han sido
expuestas de manera cronica a diferentes metales pesados en niveles de moderados a altos.

La sintesis de fitoquelatinas ocurre en algunas plantas como respuesta a las altas
concentraciones de algunos metales y metaloides. Dado que en la plantas prevenientes del rio
Lerma, no se detectd la presencia de las PCs, para seguir con investigacion y estudiar los
parametros medio ambientales que influyen en la sintesis de las fitoquelatinas, se decidid
continuar con los estudios tomando como muestras las plantas comunes en la ciudad de
Guanajuato capital, donde es mas posible encontrar suelos contaminados con metales pesados,
Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo fueron publicados en los articulos: “Effect of
some heavy metals and soil humic substances on the phytochelatin production in wild plants
from silver mine areas of Guanajuato, Mexico” , “Analysis of phytochelatins in nopal
(Opuntia ficus): a metallomics approach in the soil-plant system”. Asi como en el capitulo
titulado “Phytochelatins in the wild plants from Guanajuato city — an important silver and
Gold mining center in Mexico” que forma parte del libro “Causes and effects of heavy metal

pollution "que forman parte del anexo I (/94-196).

IV.3.1 Estudios preliminares

Como primera prueba se recolectaron muestras de raiz de dos plantas comunes en la
region. Se tomaron raices de higuerilla (Ricinnus communis) y de girasol comun o chotol
(Tithonia diversifolia). Las muestras fueron colectadas en tres diferentes sitios de la ciudad de
Guanajuato, estos sitios fueron elegidos para asegurar diferentes niveles de metales pesados en
los suelos donde se recolectaron las plantas. Asi, el sitio 1 corresponde un lugar donde en el
pasado se llevo a cabo el beneficio de plata. El sitio 2 se encuentra en el rio Guanajuato cerca

de las minas, y el sitio 3 se encuentra en un lugar relativamente lejano a las minas. Las raices
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de las plantas fueron recolectadas en septiembre (época de lluvias) en cada sitio de muestreo
las plantas recolectadas fueron de tamafio y coloracion similar, asi mismo ambas especies
fueron tomadas de una superficie menor a nueve metros cuadrados para asegurar las mismas
condiciones de crecimiento en ambas plantas. En paralelo fue tomada la tierra adyacente a las
raices de cada planta. La toma de muestras se realizdé siguiendo el protocolo de toma de
muestras antes descrito en la seccion I11.5.1.2 y II1.5.1.3.

Se determino el contenido de cobre, cadmio, plata y plomo en las muestras de suelo y
raiz de acuerdo al protocolo descrito en la seccion anterior y los resultados se muestran en la
Tabla 17. Las concentraciones en suelo fueron dentro de los rangos reportados (37) sin
embargo se puede observar que el sitio 1 el contenido de Ag, Cu y Pb fue mayor que en los
sitios 2 y 3, mientras que el contenido de Cd fue similar en los tres sitios. También es
interesante observar que, a pesar de crecer en el mismo suelo, las raices de R. communis
acumularon mayor cantidad de elementos que las raices de 7. diversifolia, esto ocurrid en
todos los sitos de muestreo, por lo que parece que los mecanismos homeostaticos de las dos

especies son diferentes y resulta interesante la comparacion.

Tabla 17. Resultados de las determinaciones de Ag, Cd, Cu y Pb en suelos y raices de plantas.

Sitio de
Muestra Ag Cd Cu Pb
muestreo
Muestras de suelo pg g-1
1 4220+ 0.65 | 0.373+0.018 221+7 362 £8
Suelos 2 340+0.07 | 0.483+0.010 20.6+1.0 194 +7
3 3.20+£0.32 | 0.296+0.011 17.0£0.5 19.4+0.5
Raices ng g-1
1 131+6 16+3 2580 + 80 2740 + 60
R. communis 2 1419 123+ 8 2600 + 70 1720 + 50
3 85+ 6 12+2 992 £ 17 198+ 6
1 23+2 9+1 530+ 16 805 + 18
T. diversifolia 2 35+4 15+2 592 +20 445+ 10
3 < LD < LD 187+ 7 20.5+0.6

Se presenta el valor promedio + desviacion estandar (n = 3).
LD-Limite de deteccidn, calculado como 3 veces la desviacion estandar del blanco, dividido
entre la pendiente de la curva de calibracion.
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Se obtuvieron extractos de raices de las dos plantas recolectadas en tres sitios de toma
de muestras y se llevo a cabo el analisis de fitoquelatinas segtn el procedimiento desarrollado
(seccion I11.6.7.). En la Figura 37 se observan los cromatogramas obtenidos para extractos de
R. communis y T. diversifolia, en los tres lugares de muestreo, asi como un cromatograma de
estandares de PC-1, PC-2 y PC-3 sobreexpuesto a la muestra de R. communis del sitio 1. Se
puede observar la sefal cromatografica correspondiente a PC-2 en todos los extractos de raiz
de R. communis. Por otro lado en los extractos de 7. diversifolia solo se observaron las sefiales
correspondientes a cisteina y glutationa. Es de notar la diferencia en magnitud de la sefial de
PC-2 en los tres sitios de muestreo, siendo este mayor en el sitio 1. Puesto que el sitio 1
presenta concentraciones mayores de metales en suelos, los resultados obtenidos sugieren que
los niveles altos (Tabla 17) favorecen la sintesis de PCs. De manera general, los resultados
obtenidos en el andlisis de las dos especies de plantas sugieren que los mecanismos defensivos
y homeostaticos de diferentes especies vegetales, pueden o no incluir la sintesis de PCs como
parte integral de los mecanismos de adaptacion a suelos con concentraciones moderadas y

altas de metales pesados.
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Figura 37. (a), (b) y (c¢).-Cromatogramas de extractos de R. communis (—) y T. diversifolia
(---) en los sitios de muestreo 1, 2 y 3. (d).-Cromatograma de estandares de PC-2, PC-3 y PC-4
(---), sobreexpuesto al cromatograma de R. communis del sitio 1 (—). Los compuestos
identificados son: 1 Cisteina, 2 Glutationa, 3 PC-2, 4 PC-3 y 5 PC-4. R, corresponde a la
sefales del monobromobimano sin reaccionar e hidrolizado.

I1V.3.2. Analisis de PCs en muestras de R. communis.

En este momento de la investigacion se decidido enfocar el estudio en la planta R.
communis, debido a que esta planta es capaz de sintetizar las PCs al crecer en ambientes
naturales. Se ampli6 el estudio tomando muestras de R. communis en 3 sitios mas, en la ciudad
de Guanajuato. Los sitios fueron: 4 cerca del centro de la ciudad, 5 area urbana cercana al
lugar donde se realizaba beneficio de metales y 6 cerca de el rio pero alejado de la zona

minera. En la Figura 38 se puede observar la ubicacion en un mapa de los lugares de muestreo.
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Figura 38. Mapa de localizacion de los lugares de muestreo, para el analiis de R.communis en
la Ciudad de Guanajuato.

Se analizaron las muestras de raiz provenientes de los lugares de muestreo adicionales
y se confirm¢ la presencia de PCs en todas las muestras. En la Figura 39 se muestran los
cromatogramas correspondientes al andlisis por HPLC-FLD de las muestras de raiz

provenientes de los sitios 4, 5y 6.
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Figura 39. (a), (b) y (¢).-Cromatogramas de extractos de R. communis provenientes de los
sitios 4, 5y 6.
Los compuestos identificados son: 1 Cisteina, 2 Glutationay 3 PC-2.

Uno de los objetivos del trabajo ha sido investigar el efecto de los pardmetros medio
ambientales en la produccion de las PCs en plantas. La propuesta original en este sentido ha
sido investigar el posible efecto de las sustancias himicas presentes en los suelos con los iones

metalicos. La asociacion de iones metalicos con las sustancias humicas ha sido bien
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documentada con el siguiente orden de afinidad para los cationes polivalentes: Cu(Il) > Ni(II)
> Co(II) > Pb(Il) > Cd(II) > Cr(IIl) >> (Mn(Il), Mo(VI), Zn(Il)) (197, 198). Debido a esta
asociacion se ha propuesto que las sustancias humicas pueden afectar la biodisponibilidad de
metales y de esta manera influir en su captacion por las plantas y participar en el proceso de
induccion de PCs.

Para tomar en cuenta el posible efecto de las sustancias humicas en la
biodisponibilidad de los elementos estudiados, se llevd a cabo la determinacion
espectrofotométrica del contenido de sustancias humicas presentes en las muestras de suelo.
Ademas, los extractos alcalinos fueron analizados mediante la cromatografia de exclusion por

tamafio molecular con dos detectores conectados en linea:

1. UV, para obtener el perfil de eleccion de las fracciones de masas moleculares
correspondientes a la materia organica.

2. ICP-MS, con el fin de obtener el perfil de elucion de los metales.

Los resultados obtenidos permitieron evaluar semicuantitativamente la asociacion de
los iones plata, cadmio, cobre y plomo con las sustancias htimicas de los suelos. La

determinacion de las sustancias humicas del suelo describe en la seccion 111.6.6.

En la Figura 40 se presentan cromatogramas SEC de los extractos de suelo
provenientes de los sitios 5 y 6, con deteccion UV a 254 nm (Figura 40 a) y con deteccion
especifica de metales por ICP-MS (Figura 40 b). En esta Figura se observa, el perfil de elucion
tipico de los 4acidos humicos en ambos extractos (/48). Sin embargo, son notables las
diferencias entre las areas de los picos cromatograficos en la region de las fracciones
correspondientes a masas moleculares altas dependiendo del sitio de muestreo. En concreto se
observa una menor concentracion de sustancias himicas en la muestra correspondiente al sitio
6 con respecto a las muestra del sitio 5. Estos resultados estan en concordancia con los
resultados de la Tabla 19, donde se presentan los niveles de sustancias humicas totales

determinados por el procedimiento espectrofotométrico.

Tesis Doctoral 115



Por otro lado, en las figuras 40b y 40c se puede observar la distribucién de Pb y Cu en
dos fracciones: de alta masa molecular unidas a las sustancias hiimicas y de baja masa
molecular correspondiente a formas libres o compuestos de baja masa molecular.
Independientemente del sitio de muestreo la distribucion relativa de Pb en los compuestos de
alta masa molecular fue mayor que para Cu. Adicionalmente la distribucion relativa del Pb fue
afectada por el contenido de sustancias htimicas (Figura 40, a y b). En concreto, a mayor
concentracion de SH, menor proporcion de Pb fue eluido en la region de baja masa molecular,
lo confirma el acomplejamiento del Pb por las sustancias himicas en suelos

El perfil de elucion del Cd indica su presencia en compuestos de baja masa molecular,

por lo que se considera que este elemento no es enlazado por las sustancias htimicas en el

suelo.
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Figura 40. Cromatogramas tipicos de exclusion por tamafio molecular de extractos de suelo:
(—) sitio 5 y (---) sitio 6. (a) deteccion Uv a 254 nm; (b)—(d) deteccion ICP-MS, is6topos
monitoreados: “*Pb, *Cu y '"*Cd. Las flechas indican los tiempos de elucion correspondientes
a los marcadores de masa molecular.
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Se evalu6 la asociacion de cada uno de los iones metalicos con las sustancias hiimicas
como el porcentaje del area del cromatograma correspondiente a la eluciéon de compuestos de
alta masa molecular para cada ion, que de acuerdo a los marcadores de masas molecular
corresponden al intervalo de 12 a 20 minutos. Estos resultados, junto con los contenidos de
PCs presentes en las raices y la cantidad de sustancias humicas presentes en el suelo se

resumen en la Tabla 18.

Tabla 18. Fitoquelatinas (PC-2) determinadas en extractos de raiz de R. communis; contenido
de sustancias humicas en los suelos y distribucion relativa de elementos en la fraccion
correspondiente a las sustancias hlimicas, en cromatografia de exclusion por tamafio molecular

Asociacion de elementos con las SH
Sitio PC-2, mg Kg-1 SH mg Kg-1 Cd Cu Pb
1 2.3 481 < LD 1.4 14
2 5.1 415 < LD 15 100
3 0.5 1345 < LD 24 72
4 28 372 < LD 7.4 59
5 2.2 553 < LD 17 94
6 35 143 < LD 32 27

Basado en la relacion entre el area medida en la region de alto peso molecular contra el area
total del cromatograma, para cada ion.

LD-Limite de deteccidn, calculado como 3 veces la desviacion estandar del blanco, dividido
entre la pendiente de la curva de calibracion.

Con los resultados obtenidos se llevo a cabo un analisis estadistico de correlacion,
usando como variables: el contenido de PCs en raices, el contenido total de Ag, Cu, Cd y Pb
en suelos y en raices, asi como el contenido de sustancias humicas de los suelos. En la Figura
41 se muestra la matriz de correlacion obtenida (r = coeficiente de correlacion y p = nivel de
probabilidad). En primer lugar se observa la correlacion positiva de significancia estadistica
entre el contenido de Cd y Ag en suelos y su contenido en raices (r = 0.8092, p =0.051 y r =
0.9261, p = 0.009), mientras que para Pb y Cu la correlacion y la probabilidad no son
estadisticamente significativas (r = 0.5232, p = 0.287 y r = 0.5849, p = 0.223). Esto sugiere la
captacion directa del Cd y Ag de los suelos, mientras que para el Cu y el Pb la captacion no es

simplemente proporcional a la concentracion de los elementos en el suelo.
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Por otro lado se observo una correlacion inversa de significancia estadistica entre el
contenido de sustancias himicas del suelo y la concentracion de elementos contenidos en las
raices, la significancia estadistica de dicha correlacion fue en el siguiente orden Cu > Pb > Cd
> Ag (r=-0.7457, p = 0.089; r = -0.6558, p = 0.157; r = -0.5280, p = 0.282; r = -0.2084, p =
0.692, respectivamente). Es interesante notar que el orden decreciente de la significancia
estadistica va de acuerdo a lo reportado para la afinidad de las sustancias himicas hacia los
iones metalicos. Estos resultados sugieren que los elementos fuertemente unidos a las
sustancias hiimica son menos biodisponibles para R. communis por lo que la captacion de
estos elementos se ve disminuida. Esto se confirma al notar que no existe una correlacion
estadisticamente significativa entre la concentracion de Cu y Pb en suelos (fuertemente unidos
a las SH) y el contenido de los mismos elementos en raices; correlacion que si existe en los
elementos unidos en menor grado con las SH (Ag y Cd).

En la revision bibliografica se ha visto que hasta la fecha no hay ningtn reporte sobre
la posible relacion entre de los niveles de sustancias himicas en los suelos y la produccion de
PCs en plantas. Los resultados obtenidos en este trabajo indican claramente que para la planta
R. communis , existe una correlacion inversa entre estos dos parametros (r = -0.7825, p =
0.066).

De los cuatro metales estudiados, el contenido Cd en suelos y en raices presentan una
fuerte correlacion positiva con el contenido de PC-2 (r = 0.7857, p = 0.064 y r = 0.9395, p =
0.005, respectivamente). Para el plomo solo existio una correlacion de de significancia
estadistica entre su contenido en raices y el contenido de PC-2 (r = 0.9573, p = 0.003). En el
caso de Ag y Cu sus niveles en suelo y en planta no fueron correlacionados con los
contenidos de PCs. Esto sugiere que el plomo y el cadmio son importantes en la sintesis de
PCs. Sin embargo la falta de correlacion entre el plomo en suelos y los contenidos de PC-2
confirma la capacidad de las sustancias humicas para disminuir la captacion de este elemento
por R. communis. En resumen, a pesar de que el Pb aparentemente es uno de los elementos
importantes en la sintesis de PCs, su acomplejamiento por las sustancias hlimicas en los suelos
impide la captacion de este elemento por la planta, y es por ello que no existe la correlacion

directa entre los niveles de Pb en suelo y la produccion de PCs en plantas.
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Variable SH PC-2 Cu Suelo | Ag Suelo | Cd Suelo | Pb Suelo | Cu Planta | Ag Planta | Cd Planta | Pb Planta
SH !
p=—
-0.783 1
PC-2 p=.066 | p=—
-0.433 0.2267 1
CuSuelo |\ _ 302 | p=666 | p=—
Ae Suel -0.356 0.3502 0.4128 1
EOUCI0 | = 480 | p=496 | p=.416 | p=—
Cd Suel -0.559 0.7857 0.0711 0.4133 1
uelo 1 p=1249 [ p=.064 | p=894 | p=.415 | p=—
Pb Suel -0.256 0.4261 0.4076 -0.2804 0.4728 1
Uelo | =625 | p=.400 | p=.422 | p=.590 | p=2344 | p=—
Cu Planta -0.746 0.3376 0.5849 0.6787 0.1535 -0.2427 1
v p=.08 [ p=513 | p=223 | p=.138 | p=.772 | p=.643 | p=—
As Planta -0.208 0.0262 0.5174 0.9216 0.1752 -0.3298 0.6976 1
g p=.692 | p=.961 | p=.293 | p=.009 | p=.740 | p=.523 p=.123 p=—
Cd Planta -0.528 0.9395 0.0309 0.276 0.8092 0.4465 0.0398 -0.0866 1
p=.282 | p=.005 | p=954 | p=.597 | p=.051 | p=.375 p=.940 p=.870 =
Pb Planta -0.656 0.9573 0.124 0.3185 09115 0.5232 0.1577 -0.0019 0.9664 1
p=.100 | p=003 | p=.815 | p=.538 | p=.011 | p=.287 p=.765 p=.997 p=.002 p=—

Figura 41.- Matriz de correlacion obtenida con los parametros medidos en las muestras de
suelo y raiz de R. communis, en los 6 sitios de muestreo en la ciudad de Guanajuato. El nivel
de significancia estadistica establecido fue de p <0.1.

Tesis Doctoral

119




IV.3.3. Analisis de muestras de Opuntia ficus.

Tras haber detectado PCs en la higuerilla y haber establecido la importancia de la
especie (genotipo) asi como de las sustancias humicas del suelo, en la sintesis de PCs, se
planted la posibilidad de estudiar mas caracteristicas del suelo importantes en la sintesis de
PCs, determinar si las PCs se encuentran solo en las raices, asi como encontrar otras especies

capaces de sintetizar PCs en la ciudad de Guanajuato.

IV.3.3.1. Estudios preliminares

Con el fin de encontrar otras especies vegetales capaces de sintetizar las PCs en condiciones
naturales se tomaron raices de acuerdo al protocolo de toma de muestras descrito en la seccion

V.2.2.3, de las siguientes especies comunes:

e Chicalote.-Argemone chroleuca
e Cactus.-Lophocereus schotti

e (astillo.-Leonotis epetifolia

e Savila.-4loe vera

e Nopal.-Oputunia ficus

e Maguey.- Agave potatorum

Se obtuvieron los extractos de plantas, mismos que analizados por HPLC-FLD, como se
describe en la seccion II1.6.7. Los cromatogramas obtenidos se muestran en la Figura 42,
donde se puede apreciar la presencia de PCs en la raiz de nopal, en una concentracién mucho
mayor a la encontrada anteriormente en la higuerilla (ver Figura 37 y39). Mientras que en las
demas muestras analizadas se observaron la cisteina y glutationa en diferentes concentraciones.
En los cromatogramas correspondientes a Lophocereus schotti, Leonotis nepetifolia y
Argemone ochroleuca se observa la elucion de compuestos con tiempos de retencion
correspondientes a los de PCs, sin embargo las senales fueron de baja intensidad, lo que no
permitié su cuantificacion. Con estos resultados se decidié tomar muestras de raiz y hoja de

nopales en lugares cercanos a los sitios de muestreo ya establecidos para la R. communis, cabe
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mencionar que no fue posible tomar muestras de nopal dentro del perimetro de muestreo de R.
communis, ya que la higuerilla crece en suelos humedos y con materia orgdnica visible,
mientras que los nopales crecen principalmente en suelos aridos. A pesar de esto se
recolectaron las muestras lo mas cerca posible de los lugares antes estudiados. Se tomaron
muestras en los sitios 1, 2, 3 y 4 del estudio anterior. Con el objeto de tener un puno de
comparacion entre el ambiente contaminado (Ciudad de Guanajuato) y un ambiente con
niveles bajos de metales pesados, se tomaron también muestras de una zona no contaminada,
en el estado de Yucatan a 40 Km. de la ciudad de Mérida y se denominé para este estudio

como sitio 5.
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Figura42. Cromatogramas obtenidos a partir de las muestras: (a) Nopal, (b) Savila, (¢)
Castillo, (d) Chicalote, (e) Cactus y (f) Maguey. Analisis por HPLC-FLD.

Se realizaron los siguientes analisis para cumplir con los objetivos del estudio:

l.
2.

La determinacion de PCs totales en cada muestra (hojas y raices).

El fraccionamiento de los extractos neutro de la muestras d plantas mediante la

cromatografia de exclusion por tamafio molecular, con deteccion UV-Vis e ICP-

MS.
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V1.3.3.2. Resultados analiticos obtenidos en muestras de O. ficus.

Los resultados obtenidos permitieron por un lado tener datos cuantitativos de PCs totales y
por otro lado conocer la distribucién de Cu, Pb, Ag y Cd en las fracciones de masa molecular
en los mismos extractos con el fin de evaluar la asociacion con las PCs. Se decidid tomar en
cuenta para los estudios a los mismos elementos antes estudiados (Ag, Cu, Cd y Pb) por su
capacidad reportada para inducir la sintesis de PCs y por su presencia en los suelos de la
ciudad de Guanajuato.

También se decidio llevar a cabo una extraccion secuencial de metales en las muestras de
suelos, ya que este estudio de especiacion operacional es ttil para conocer la distribucion de
los elementos en fracciones de compuestos de diferente solubilidad, y de esta manera estimar
su biodisponibilidad para las plantas. Puesto que las sustancias hiimicas fueron relacionadas
con la sintesis de PCs en R. communis en el estudio anterior, se decididé cuantificar su
contenido en las nuevas muestras de suelo. Se contemplé ademés la medicion del pH como

otro factor a estudiar dentro de la caracterizacion de los suelos.

Los resultados obtenidos en el analisis de extractos de O. ficus por HPLC-FLD muestran
la presencia de PCs en las muestras de nopal provenientes de la Ciudad de Guanajuato. Las
PCs se cuantificaron como la suma total de PC-2, PC-3 y PC-4 y los resultados se muestran en
la Tabla 19. Es interesante notar la presencia de PCs en las hojas de nopal, aunque siempre en
concentraciones menores respecto a raiz. Las concentraciones de PCs fueron diferentes
dependiendo del sitio de muestreo. En la muestra tomada en Yucatan no se detectaron PCs, lo
que sugiere que la presencia y, en su caso el nivel de concentracion de las PCs en O. ficus

podria servir como marcador de la contaminacion de los suelos por metales pesados.
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Tabla 19. Resultado del analisis de PCs totales en raices y hojas de O. ficus.

Sitio de pg de PCs totales por gramo de planta liofilizada
muestreo y homogenizada.
Raices Hojas
1 122+0.4 8.4+0.6
2 16.8+0.4 10.0+0.3
3 27.7+0.3 10.4+0.2
4 743+£0.3 20.3+0.2
5 nd nd

Valor promedio + desviacion estandar, expresados como la suma de PC-2, PC-3 y PC-4. Se
uso la calibracion externa con GSH y se aplico un factor de correccion para cada compuesto.
nd- No detectadas.

Los valores de pH de los suelos recolectados junto a las raices de nopal presentaron una
variabilidad menor al 2% con valores entre pH 7.7 y pH 8, en las muestras de la ciudad de
Guanajuato, mientras que para las muestras tomadas en el estado de Yucatan el pH fue entre 8
y 8.1.En los extractos obtenidos por el método Tessier (/27) se llevo a cabo la determinacion

de Ag, Cd, Pb y Cu, por ICP-MS en cada uno de los casos.

La recuperacion obtenida en las extracciones secuenciales, definida como el cociente de la
suma de los contenidos en cada una de las fracciones y el resultado obtenido en el analisis del
contenido total (digestion convencional) fue del 82 al 104 % para los cuatro elementos. Los
resultados obtenidos en el analisis de los extractos para cada sitio se muestran en la Figura 43,
donde se puede apreciar que la concentracion de elementos fue mayor en las muestras
provenientes de la ciudad de Guanajuato con respecto a las concentraciones determinadas en
la muestra proveniente de Yucatan. Por otro lado existieron diferencias substanciales entre
muestras de diferentes sitios. El Pb fue el elemento mas abundante en las muestras de suelo
(concentracién méaxima cerca del rio Guanajuato, 248.7 mg g™, sitio 2) los niveles de cobre
fueron generalmente menores con el valor maximo también encontrado en el sitio 2 (97.5 mg
g™), los niveles de plata fueron entre 4 y 5 veces menores a los encontrados para cubrir (valor
méximo 24.3 mg g, en el sitio cuatro) y el cadmio se encontré el concentraciones menores a
12 mg g en cualquier sitio. La distribucién relativa de los elementos en las diferentes
fracciones fue diferente. Para cada uno de los cuatro sitios, la mayor contribucion relativa de

Pb y Cu se observo en la fraccion F4, en la cual se extraen las formas de metales asociados a
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sulfuros y/o con materia orgdnica. Estos dos metales se encontraron en menor cantidad en la
fraccion F2, unidos a carbonatos. Mientras que su contribucion en la F1 correspondiente a la
fraccion libre intercambiable fue mucho mas baja.

En suelos de Guanajuato, se determin6é una considerable parte del Pb en la fraccion
correspondiente a los oxidos de hierro y manganeso, F3. Para la plata practicamente la
totalidad el elemento fue unida a la materia organica y sulfuros, F4. La concentracion de
cadmio en los suelos fue muy baja comparada con otros metales, sin embargo se observo una
distribucidén relativamente uniforme de este elemento entre las fracciones F1-F5, como
ejemplo se puede observar en los sitios uno y cuatro que la distribucion relativa del cadmio

libre fue de 36% y 32% respectivamente.
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Figura 43. Distribucion de los elementos en las 5 fracciones extraidas de las muestras de suelo

provenientes de los 5 sitios de muestreo, resultados expresados en pg de elemento por gramo
de suelo seco.

Como informacion indispensable para este estudio se determind el contenido total de

elementos en las muestras de raiz y hojas de nopal de los lugares de muestreo por ICP-MS, de

Tesis Doctoral 125



acuerdo a lo descrito en la seccion I11.6.2. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 20.
Como era de esperarse las muestras provenientes de Yucatin (sitio 5) presentan
concentraciones de elementos mas bajas con respecto a las muestras obtenidas en la ciudad de
Guanajuato. El contenido de Cd en todos los casos fue menor a 0.5 pg g™, por lo que no fue

tomado en cuenta para el andlisis estadistico de resultados.

Tabla 20. Resultados de las determinaciones de Cu, Ag, Cd y Pb en las muestras de hoja y
raiz de O. ficus, obtenidos por ICP-MS.

Tipo de Sitio de pg g del elemento en tejido liofilizado y
muestra muestreo homogenizado
Cu Ag Cd Pb
1 6.49 8.79 0.73 9.25
2 5.75 532 0.32 7.48
Raices 3 4.05 0.89 0.17 5.81
4 5.03 27.2 0.22 6.39
5 2.70 1.23 0.13 2.32
1 8.81 0.82 0.48 5.70
2 4.06 10.8 0.25 1.73
Hojas 3 7.85 3.54 0.21 4.90
4 4.83 4.64 0.19 7.89
5 1.76 0.23 0.12 0.80

Contenidos totales de elementos encontrados en muestras liofilizadas y homogenizadas; por
sitio de muestreo.

Utilizando los valores de concentracion total de elementos en material de plantas y los
encontrados en las fracciones F1-F5 del suelo, se procedid a buscar correlaciones para
determinar cuales son las formas de los elementos en suelos importantes para la captacion de
elementos por la planta.

No se encontraron correlaciones de significancia estadistica entre los niveles de
concentracion en suelo y en hojas. Los parametros de correlacion (R.-coeficiente de
correlacion, P.-nivel de probabilidad) obtenidos en el analisis de correlacion de los niveles de
concentracion totales en raices, suelos y en extractos de suelos se muestran en la Tabla 21. En
primer lugar es de notar la falta de correlacion de significancia estadistica entre niveles de Cu
y Pb en suelo y los contenidos en raiz (r=0.7321, p=0.176 y r=0.8169, p=0.091,

respectivamente).
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Tabla 21. Analisis de correlacion, entre los contenidos de elementos determinados en las
fracciones de suelo y los encontrados en las muestras de raiz.

Pb Cu Ag

, r=0.7321 r=0.8169 r=0.9368

Suelo Vs Raiz »=0.176 »=0.091 »=0019
F1 Vs Raiz ne ne ne
F2 Vs Raiz ne ne ne
F3 Vs Raiz ne ne ne

, r=0.8436 r=0.8648 r=0.8842

F4 Vs Raiz »=0072 p=0.058 p=0.046

r- Coeficiente de correlacion.
p- Nivel de probabilidad
ne- Significancia estadistica no encontrada.

Mas atn, no se encontr6 correlaciéon con importancia estadistica entre ningiin metal en las
fracciones F1 (intercambiable), F2 (carbonatos) y F3 (6xidos de hierro y manganeso) o F5
(fraccion residual) y los metales en raices, lo que indican que estas fracciones no son
importantes para en la captacion de cobre, plomo y plata por las plantas.

Por otro lado se encontr6 una correlacion de significancia estadistica entre los metales
contenidos en las fracciones F4 y los metales en raices (r = 0.8436, p = 0.072 para Pb; r =
0.8648, p = 0.058 para Cu y r = 0.8842, p = 0.046 para Ag, Tabla 23), lo que sugiere que la
fraccion unida a la materia organica y los sulfuros (F4) es mas biodisponible para el nopal.

Para tener informacion de la cantidad de sustancias humicas (principal componente
organico del suelo), se llevd acabo la determinacion del contenido de sustancias hiimicas de
las muestras de suelo, por el método espectrofotométrico descrito en la seccion I11.6.6. Los
resultados se muestran en la Figura 44, donde son comparados con los resultados obtenidos en
los suelos en los que se recolectaron las muestras de R. communis 'y T. diversifolia. Como ya
se habia mencionado los suelos donde crece el nopal suelen ser mas aridos que los suelos

donde crecen la higuerilla y el chotol por lo que los contenidos de SH son menores.
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Figura 44. Comparacion entre los niveles de concentracion de sustancias humicas encontrado
en los suelos cercanos a las muestras de O. ficus y los encontrados en las muestras de 7.
diversifolia.

Estos resultados sugieren que, al no haber una cantidad apreciable de materia orgéanica en
los suelos de crecimiento del nopal, la fraccion F4 que se correlacion6 con los contenidos de
elementos en raices, corresponde en realidad a sulfuros metélicos, abundantes en la region de
Guanajuato (30, 37). En concreto aparentemente los sulfuros de plomo, cobre y plata son las
fuentes primarias de estos elementos en suelos cercanos a las raices de los nopales (como
maximo 20 cm desde las raices).

La solubilidad de estos compuestos es en general baja, por lo que los procesos en la esfera
rizozomal, en particular la exudacion de acidos carboxilicos de bajo peso molecular, pueden
contribuir en la movilizacion de sulfuros metalicos haciéndolos disponibles para raices del
algunas plantas (36). Sin embargo para O. ficus no se ha encontrado ningun reporte especifico
acerca de este tema, publicado hasta la fecha. Por otro lado se ha reportado la contribucion de
bacterias y hongos en los procesos que se llevan a cabo en la interfase suelo-raiz de algunas

plantas, siendo factores que incrementan la biodisponibilidad de metales (36, 40).

Para obtener informacion acerca de la asociacion de los metales con las fitoquelatinas en
los extractos de plantas, se realizd una extraccion con acetato de amonio (pH 7.4), ya que en

estas condiciones los complejos PC-M son estables, y los extractos se separaron por
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cromatografia de exclusion por tamafio molecular. El uso de dos detectores en linea (UV e
ICP-MS) permiti6 obtener informacion sobre la asociacion de metales con compuestos de
diferentes masas moleculares. Un ejemplo de los cromatogramas obtenidos se presenta en la
Figura 45, correspondiente al sitio 3 la ciudad de Guanajuato. Debido a las bajas
concentraciones presentes tanto en suelos como en raices y hojas, el cadmio no fue detectado.
Para Pb se encontraron niveles menores en las hojas comparado con las raices, y su elucion
fue en dos regiones: la primera, de alto peso molecular (entre 75-95% del Pb total eluido de la
columna) y la segunda region correspondiente los compuestos de bajo peso molecular. Para el
cobre solamente se observo un pico eluido en la regién de bajo peso molecular, y a diferencia
del Pb, en muchas muestras la concentracion de cobre fue mayor en las hojas que las raices. El
perfil de elucion de Ag muestra una asociaciéon con compuestos de alto peso molecular, sin
embargo las sefiales cromatograficas son relativamente anchas e indican una asociacién no

especifica a compuestos de alto peso molecular.
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Figura 45. Cromatogramas obtenidos por SEC-ICP-MS, de los extractos neutros de raiz (—)

y Hoja (---) de nopal del sitio 3, en la ciudad de Guanajuato. Las flechas indican los tiempos
de elucion correspondientes a los marcadores de masa molecular.
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Basado en las mediciones de area obtenidas de los cromatogramas, se estimo la
distribucion relativa de los tres metales entre las regiones de alta masa molecular (asociados a
PCS) y baja masa molecular para cada muestra. Se llevo a cabo el andlisis de correlacion
tomando estos datos y los resultados de la cuantificacion de fitoquelatinas totales en raices y
hojas, lo que permitié complementar la informacidén necesaria para determinar la importancia
de cada elemento en la sintesis de fitoquelatinas en un ambiente natural.

Es importante resaltar que resulta dificil distinguir entre los elementos importantes en la
sintesis de fitoquelatinas de aquellos que son simplemente unidos a las fitoquelatinas
existentes. En este trabajo se propuso considerar la correlacion entre contenidos totales de
fitoquelatinas y el contenido de metales unidos a las fitoquelatinas (eluidos en la region de alto
peso molecular) como indicador de su importancia en la induccion de fitoquelatinas. Para el
Pb se observo una correlacion significativa entre contenido total de fitoquelatinas y las areas
por SEC-ICP-MS, (r=0.7026, p = 0.088 para raices, y r = 0.8581, p = 0.071 para hojas). Més
aun, la concentracioén de fitoquelatinas se correlaciond con el Pb eluido en la region de alto
peso molecular (r = 0.6835, p = 0.023 para raices y r = 0.8818, p = 0.048 para hojas). Estos
resultados confirman la asociacion del Pb con las fitoquelatinas en nopal y sugieren
importancia de este elemento en el proceso de induccion de las fitoquelatinas. Para el cobre
solo se observd una correlacion entre contenido total de fitoquelatinas y el area total de los
cromatogramas en raices (r = 0.7568, p = 0.129) y entre el contenido total de fitoquelatinas y
las fracciones de alto peso molecular en raices (r=0.7455, p= 0.138). Aparentemente el cobre
pudiera estar involucrado en la induccion de fitoquelatinas en raices sin embargo su transporte
dentro de la planta es diferente respecto Pb. No se encontraron correlaciones estadisticamente
significativas entre la plata y el contenido de fitoquelatinas indicando que este elemento no se

asocia con la produccion de fitoquelatinas.
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V. CONCLUSIONES

El objetivo principal de este trabajo ha sido contribuir en el avance del conocimiento sobre
la formacion de fitoquelatinas en plantas silvestres, provenientes de ambientes naturales,
donde se encuentran expuestas de manera cronica a una variedad de los parametros medio
ambientales tales como variables niveles de concentracion de especies metélicas, materia
organica, condiciones de pH, etc. Se recolectaron diferentes plantas comunes de la region de
Guanajuato, tomando las muestras en dos 4reas: Area I - correspondiente al cauce del rio
Lerma por el Estado de Guanajuato (22 sitios) y Area II — cinco sitios en la ciudad de
Guanajuato. Adicionalmente, en los mismos sitios se tomaron muestras de suelos y, en el Area
I también se tomaron muestras de agua superficial de del rio Lerma. La idea original fue
aplicar diferentes tipos de procedimientos para el analisis de las muestras recolectadas y, con
base en los resultados obtenidos, realizar el analisis estadistico de datos con el fin de encontrar
posibles correlaciones entre los parametros estudiados y de esta manera conocer mejor el
proceso de captacion de metales por plantas y el proceso de formacion de fitoquelatinas en
estos organismos. En concreto, se llevaron a cabo los siguientes tipos de analisis:

- determinacion de los niveles de concentracion totales de metales en suelos, plantas
(raices y hojas) y en agua superficial de rio Lerma mediante ICP-MS. En las muestras del
Area 1, los elementos determinados fueron antimonio, arsénico, bario, cadmio, cobalto, cobre,
cromo, manganeso, mercurio, molibdeno, niquel, plata, plomo, selenio, talio, torio, uranio,
vanadio y zinc; mientras que en Area II el estudio se enfocé en el anélisis de plomo, cobre,
cadmio y plata;

- determinaciéon de metales en fracciones de suelo obtenidos mediante el método de
lixiviacidn secuencial de Tessier;

- evaluacion de distribucion de especies metalicas en diferentes fracciones de masa
molecular en extractos alcalinos de suelos (asociacion de metales con sustancias htimicas)
mediante cromatografia de exclusion por tamafio molecular con dos detectores en linea: UV e
ICP-MS;

- determinacion de fitoquelatinas totales en extractos de raices y hojas mediante la

cromatografia de liquidos en fase inversa con la deteccion espectrofluorimétrica;
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- evaluacion de distribucion de especies metéalicas en diferentes fracciones de masa
molecular en extractos neutros de plantas (asociacion de metales con fitoquelatinas) mediante
cromatografia de exclusion por tamafio molecular con dos detectores en linea: UV e ICP-MS;

- determinacion de sustancias htimicas en el suelo y mediciones de pH del suelo.

En la parte del andlisis estadistico se llevaron a cabo los andlisis de correlacion y el

analisis por el método multivariante de componente principal (PCA).

Los resultados obtenidos han permitido formular una serie de conclusiones que se

presentan a continuacion.

V.1. Concusiones analiticas:

1. Se desarrolldo un nuevo procedimiento para la determinacion de fitoquelatinas totales en
muestras bioldgicas, en el que se lleva a cabo liofilizaciébn y homogeneizacion de la
muestra, seguidas por la extraccion de las PCs y eliminacion de iones metalicos
potencialmente asociados a estos compuestos, reduccion con el fin de tener grupos tiol
libres (-SH), derivatizacion pre-columna con monobromobimano y la separacion en fase
inversa con deteccion espectrofluorimétrica. Este procedimiento fue basado en aquellos
reportados anteriormente, sin embargo durante el desarrollo de trabajo, se propusieron
algunas modificaciones de tal manera que en tan solo 18 min (70 minutos en reportes
anteriores) se obtuvo una buena resolucion de los compuestos de interés (incluyendo
formas PC-2, PC-3 y PC-4).

2. Se adaptaron los procedimientos por SEC — UV/ICP-MS a las condiciones del analisis de
suelo y de material de plantas, lo que permitié conocer la distribucion relativa de metales
entre diferentes fracciones de masa molecular y de esta manera evaluar su asociacion con
sustancias humicas en suelos y con fitoquelatinas en plantas.

3. Se implemento el procedimiento de determinacion de 19 metales y metaloides en agua
superficial, mediante ICP-MS, mismo que fue elaborado con base en el método EPA 6020,
aplicable para el analisis por ICP-MS de las concentraciones bajas (ug L e inferiores) de

un alto nimero de elementos (hasta 60) en muestras de agua. En concreto, se seleccionaron
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los estandares internos, se establecieron criterios para tuning, para pruebas de precision y
exactitud asi como los criterios para asegurar las condiciones de repetibilidad y
reproducibilidad de los resultados. Toda esta informacién ha sido elaborada en forma de
un manual de procedimiento.

Es bien establecido que, el uso de los procedimientos que tienen como bases diferentes
principios fisicoquimicos y proporcionan informacion analitica complementaria permite
elucidar los mecanismos moleculares responsables por los efectos observados en los
organismos vivos. En este sentido, en el presente trabajo se considerd importante
determinar fitoquelatinas totales en plantas y, por otro lado evaluar la asociacion de cada
uno de los metales con las fitoquelatinas. Se consider6 que, la correlacion estadisticamente
significativa entre la cantidad (fraccion) de un metal asociado con las PCS y la cantidad de
PCs totales en la misma planta indicaria que este metal es importante en el proceso de la
sintesis de PCs en esta planta. Los resultados obtenidos indicaron, que en la planta de
nopal dos elementos (Pb y Cu) aparentemente son importantes en la induccion de las PCs,
mientras que otros elementos pueden ser acomplejados por las PCs ya existentes en la

planta.

V.2. Conclusiones de relevancia bioldgica:

1.

Se demostré que algunas plantas silvestres, comunes en el estado de Guanajuato, son
capaces de sintetizar las fitoquelatinas, cuando crecen en los suelos con moderadas a altas
concentraciones de metales pesados. En concreto, la planta de nopal y la higuerilla son las
que producen fitoquelatinas, mientras que otras plantas de estudio tales como Thitonia
Diversifolia, Argemone Ochroleuca,-Lophocereus schotti, Leonotis Nepetifolia y Aloe
vera no tienen esta capacidad. Al comparar las concentraciones de Ag, Cd, Cuy Pb en las
raices de R. communis con las encontradas en 7. diversifolia (ambas provenientes de los
mismos sitios), se observo una mayor acumulacion de los cuatro elementos en la planta
que sintetiza las PCs. Estos resultados confirman los reportes anteriores que, la habilidad
de planta para sintetizar las PCs esta relacionada con el genotipo y ademas, sugieren que la

sintesis de las PCs promueve la acumulacion de los metales en el tejido de planta.
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2. Las PCs fueron detectadas solamente en muestras provenientes del area II del estudio y no
en las plantas recolectadas en 4area I. Puesto que los niveles de metales encontrados en los
suelos de la ciudad de Guanajuato fueron mayores respecto a los suelos en cercania del rio
Lerma, queda claro que la sintesis de fitoquelatinas depende de la concentracion de
elementos metalicos en los suelos.

3. En el caso R. communis, que crece en suelos con relativamente altos niveles de materia
organica, el analisis estadistico de correlacion de los datos correspondientes a niveles de
elementos en las raices y en suelos, niveles de sustancias humicas en suelos y las PCs en
planta indic6 que las sustancias humicas, al acomplejar los iones metalicos, pueden
disminuir su biodisponibilidad para la planta. En particular, se observd la correlacion
estadisticamente significativa inversa entre los HS en suelo y las PCs en planta. Ademas,
se ha demostrado mayor efecto de las HS en la disminucién de captacion de Cu y Pb
respecto a Cd y Ag, de acuerdo con la decreciente afinidad de estos iones metalicos a las
HS. Dichas diferencias en afinidad de iones metélicos con HS fue corroborada mediante
los resultados de los analisis de extractos alcalinos de suelo por SEC-ICP-MS.

4. En el caso de O. ficus, mediante el fraccionamiento de suelo adyacente a las raices por el
método Tessier y el andlisis de correlacion de los datos correspondientes a los niveles de
metales en cada una de las fracciones obtenidas y en los tejidos de planta se demostré que,
las formas de los cuatro metales extraidas en la fraccion F4 (materia organica y sulfuros)
son las que intervienen en la captacion de estos metales por planta. Puesto que el nopal
crece en los suelos aridos con bajos niveles de materia organica y debido a que sulfuros de
Cu, Pb, Ag y Cd son poco solubles, se ha propuesto que deben de existir procesos que
ocurren en la interfase entre raiz y suelo (rizoesfera) tales como la exudacion de acidos
organicos por la misma planta o la participacion de microorganismos; que faciliten la
movilidad de los sulfuros poco solubles. Es importante resaltar que, nopal es la planta, en
la que se encontraron mas altas concentraciones de las PCs y se detectaron tres formas:
PC-2, PC-3 y PC-4.

5. Con base en los resultados obtenidos en el analisis de las PCs por el procedimiento HPLC
— FLD (PCs totales) y por el procedimiento SEC — UV/ICP-MS (asociacion de metales con
las PCs), se propone que algunos elementos presentes en el ambiente donde crece la planta

son importantes en la sintesis de las PCs, tal es el caso de Pb y Cu en O. ficus, sin embargo,
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otros elementos, después de su captacion por planta pueden ser acomplejados por las PCs
ya existentes. Este punto es importante para entender mejor la situacion que ocurre cuando
la planta crece en el ambiente natural, donde se encuentra expuesta a la variedad de los

elementos que pueden ser captados mediante diferentes mecanismos.

De manera general, los resultados obtenidos en este trabajo permiten proponer que la

sintesis de las PCs plantas que crecen en ambientes naturales depende de:

e Genotipo de la planta;

e La concentracion total de elementos importantes para el proceso de induccion de las PCs
en los suelos;

e Las formas fisicoquimicas actuales de estos elementos en los suelos, incluyendo la
importancia de asociacion de los iones metalicos con sustancias himicas;

e Los procesos que ocurren el la rizoefsera.

Cabe también mencionar la parte de trabajo, en la que se utilizaron diferentes cepas de
levaduras, mismas que sirvieron para poner a punto el procedimiento de determinacion de las
PCs totales en muestras biologicas (HPLC-FLD). En este caso se demostrd que las diferentes
especies de levaduras reaccionan de manera diferente ante la presencia de metales pesados. En
el caso particular de iones Cd(II) y As(Ill), las cepas de S. cerevisiae presentaron mayor
habilidad de induccion de fitoquelatinas, mientras que en exposicion a cadmio, la cepa que
presentd mas bajos niveles de PC-2 fue C. maltosa y en la exposicion a arsénico, fue la cepa Y.

lipolitica.

V.3. Conclusiones de relevancia medio ambiental:

En el 4rea I, se llevo a cabo un estudio sistematico con extension de dos afios, lo que
permiti6 evaluar la calidad del agua superficial en el rio Lerma, considerando los niveles de 19
elementos metalicos y algunos metaloides. Con base en los resultados obtenidos en seis
campafias de muestreo de aguas, tres campaifias de muestreo de lodos y dos de plantas se llegd
a la conclusion que, en el cauce del rio Lerma dentro del estado de Guanajuato los niveles de

elementos son generalmente bajos y no se presentan serios problemas de contaminacion. Por
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otro lado, se han detectado las aportaciones de caracter discontinuo de algunos metales en la

region de Salamanca y del desemboque del rio Guanajuato. También se observd que los

contaminantes se eliminan del estado por el caudal del rio, aunque los niveles de

concentracion encontrados en la salida del rio hacia el estado Jalisco no son altos, ya que no

sobrepasan los limites permisibles marcados por la normatividad mexicana vigente para el

agua de consumo humano.

Los resultados del analisis PCA sugieren que:

1. La aportacion de los metales/metaloides estd relacionada con la regidon geografica y por lo
tanto con las actividades del hombre en estas regiones;

2. El caudal del rio introduce al estado de Guanajuato cierta aportacion de Hg, Th y Ag del
Estado de Querétaro;

3. Dentro del estado de Guanajuato, existen aportaciones de caracter discontinuo de V, As,
Mo, Ni, Zn, Mo, Co, principalmente en la region de Salamanca, con cierta contribucién

por el desemboque del rio Guanajuato.
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This work focnses on phytochelating (PCs) in plants chronically exposed to low or moderate
metal concentrations in soil, which commonly occurs in natural environments. The original
approach was to evaluate PCs in nopal {Opuntia ficus) in relation to the plant and soil levels of
Cd, Pb, Cu and Ag. These four metals were selected because of their known capability to induce
PCs in plants and also becanse of their abundance in the region of Guanajuato (Mexico), where
the nopal plants were collected. ICP-MS determination of metals in nopal roots, stems and in soil
fractions provided information relevant to their bioavailability in soil as well as their uptake by
nopal. In search of a possible relationship between the parameters measured, correlation analysis
was carried out (Cd was not considered owing to its low levels found in the plant tissues). The
results obtained indicate that sequential metal leaching from soil does not always provide direct
information on metal bioavailability. The uptake of metals by nopal roots correlated with metals
in the organic matter and sulfides fraction. Since low levels of hwmic substances were found in
sail collected at cactus roots and because of the low solubility of Pb, Cu and Ag sulfides, the
participation of rizosphere processes was suggested in facilitating metal uptake. Metal distribution
in PC molecular mass fractions were studied by SEC-ICP-MS and the results compared with the
total phytochelatin pool in plants as determined by reversed phase HPLC with spectrofluorimetric
detection. The two procedures provide complementary analytical information when the global
effect of all metals/metalloids present in soil on PC production is to be studied. Correlation
analysis revealed the strong association of Pb with PCs both in roots and in stems, which
demonstrates that Pb is important in nopal PCs and snggests that Pb bound to PCs might be
transported from roots to stems. For Cu, the correlation between metal-free PCs and metal
bound to high molecular mass fraction of plant PC-rich extract was observed only in roots,
snggesting differences in the transport of Pb and Cu. In contrast to these metals, no correlation
was found for silver, suggesting no association with PCs, even thongh its elution with a high
molecular mass fraction was observed in PC-rich plant extracts. The results obtained from this
study indicate the complex role environmental conditions play in the accumulation of heavy

metals and in phytochelatin production in the Opuntia genus.

Introduction

The synthesis of metal-binding peptides, known asg phytoche-
latins (PCs), is considered one of the defense mechanisms of
higher plants in exposure to non-essential metal/metalloids
and/or toxic concentrations of essential elernents. These com-
pounds are rich in thiol groups, according to the general
structure (y-Glu—Cys),~Gly, where n varies from 2 to 11.}
Other families of PCs, differing in the type of C-terminal
amino acid have also been characterized.” Over the past two
decades, studies have been carried out aimed at structural

“ Instituto de Investigaciones Clentificas, Universidad de Guangjuato,
L. de Retana N* 3, Guanajuato, 36000, Mexico

? Department of Chemistry, University of Cincinnaii, Cincinnati, Ohio
45221-0172, US4

© The University of CincinnatilAgilent Technologies Metallomics
Center of the Americas, University of Cincinnati, Cincinnati, OH
45221, USA. E-mail: joseph.caruso@uic.edu

characterization of PCs and their metal complexes™ as well as

the elucidation of induction mechanisms >® The feasibility of
genetic engineering to assure higher rates of PC induction has
been explored for phytoremediation purposes.” 1

However, the mechanisms responsible for the metal uptake
and accumulation in plants in relation to PC production are
not fully understood. Even though bicavailability is consid-
ered an important factor,!? the role of environmental para-
meters, possibly affecting metal bioavailability to plaats,
remains unclear. In particular, metal binding to soil organic
matter has been shown to increase or decrease the uptake of
Cd, Cu and Pb, depending on the plant, the experimental
design and the type of metal.'® 1® In this context, Clemens
highlighted a need for more studies on the effects of low-level
toxic metal exposure, which commonly occurs in non-con-
taminated environments!® Furthermore, research interests
have moved from studies on one specific element toward
characterization of a mmlti-element profile.®™ # Such a

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2007
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metallomics approach is closer to actual field sitnations, where
plants are exposed to a variety of metals and metalloids.

Owing to the silver and gold mining activities in Guanajuato
(central Mexico), the plants grow in soils containing moderate
levels of heavy metals. The environmental geochemistry has
been extensively studied® and the leaching of several metals
and metalloids from the mine tailings to different environ-
mental compartments has been reporf;ed.zz“25 Plants of the
gennus Opuntia occur commonly in Mexico and, among them,
the edible species called nopal (Opuntia ficus) is of special
interest.”® The young stems and fruits are used in Mexican
cuisine and their nutritional value comes from the relatively
high content of sugars, vitamin C and some minerals (K, Ca,
M, Cu, Fe).?” The importance of cactus in folk medicine also
should be mentioned, especially in the treatment of gastritis,
hyperglycemia, rheumatic disorders, skin infections, erc.?®
Other applications include the production of natural vellow
and red food colorants and the production of carminic acid.
There is a growing interest in the cultivation of nopal and also
other Opuntia varieties %% Curiously, data regarding the
uptake and possible accumulation of heavy metals in nopal
are scarce.'>* Sub-microgram per gram levels of glutathione
and cysteine were found in edible pulp,! vet no information
on possible PC induction in nopal has been found.

This work focuses on phytochelating in nopal and their
relationship with soil and plant levels of Cd, Pb, Cu and Ag.
The four metals were selected because of their capability to
induce phytochelating in plants®*1%%2 * and also because of
their abundance in the region of Guanajuato.*?* The soil and
plant materials were collected at five sites and nitric acid
digested metal concentrations in soil, soil fractions and plant
roots/stems were evalnated to obtain information relevant to
the bioavailability of metals in soil as well as their uptake by
nopal. On the other hand, metal distribution in molecular
mass fractions of the PC-rich plant extracts was studied by
SEC-ICP-MS>1%%® and the results obtained were compared
with the total pool of phytochelatins in plants, quantified by
reversed phase HPLC with spectrofinorimetric detection (total
PCs).37 3 The application of these two analytical procedures
provides complementary analytical information, particularly
smitable when the global effect of all metals/metalloids present
in soil on PC production is to be studied in the soil-plant
systerm. The results obtained in this study indicate the complex
interplay of environmental conditions in the accumulation of
heavy metals and phytochelatin production in plants from the
Opuntia genus.

Experimental

Apparatus

Hewlett-Packard (Waldbronn, Germany) Series 1050 high
performance liguid chromatograph with a spectrofluorimetric
detector 1046A with ChemStation was nsed for phytochelatin
determination. The analytical column was Gemini C18 (150 x
4.6 min, 5 pm) from Phenomenex.

Size exclusion chromatography was performed on an Agi-
lent Series 1100 liguid chromatograph equipped with an
antosampler, a diode array detector and Chemstation (Agilent

Technologies, Palo Alto, CA, USA). The chromatographic
column was SuperdexTM Peptide HR 10/30 (Amersham
Biosciences Inc., Piscataway, NJ, USA).

An Agilent 7500ce inductively coupled plasma rmass spectro-
meter (Agilent Technologies, Tokyo, Japan), equipped with a
conventional Meinhard nebulizer, a Peltier-cooled spray
chamber {—2 °C), and an octopele collision/reaction cell with
hydrogen gas pressurization (purity of 99.999%) was used for
specific element detection.

A Spectronic 3000 Diode Array Milton Roy spectrophoto-
meter {resolution (.35 nm) was used for assessing soil humic
substances (Milton Roy Inst. Co.).

A model 3110 PerkinElmer atomic absorption spectrometer
with HGA600 graphite furnace and AS 60 anto sampler was
used. The hollow cathode lamps for Ag, Cd, Cu and Pb were
PerkinElmer Lumina™ lamps.

Reagents and samples

All chemicals were of analytical reagent grade. Deionized
water (18.2 MQ cm, Labconco, USA) and HPLC grade
acetonitrile and methanol (Fisher Scientific, Pittsburgh,
USA) were used thronghout. The commercial standard solu-
tions containing 1000 pg ml ' Ag, Cd, Cu and Pb were from
SPEX CertiPrep, Inc., Metuchen, NJ, USA.

The following Sigma reagents were used: nitric acid, hydro-
gen peroxide, sodinm hydroxide, magnesium chloride, sodinm
acetate, ammoninm acetate, acetic acid, hydroxylamine hydro-
chloride, diethylenetriaminepentaacetic acid (DPTA), trifluoro-
acetic acid (TFA), sodium borohydride, monobromobimane
(mBrB), 3-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] propanesulfonic
acid (HEPPS), methanesulfonic acid, heptaflnorebutyric acid
and glutathione. The standard of humic acid was from Fluka.
The PC-2, PC-3 and PC-4 standards were purchased from
New England Peptides, Inc. {Gardner, MA, USA).

The samples of cactus roots and leaves (Opuntia ficus) were
collected in two geographical regions: in Guanajuato city,
which had been selected to cover different soil levels of heavy
metals and in Merida, which can be considered a “clean” area.
In Guanajuato, the sites were as follows: the area where silver
ores had been processed in the past (site 1), the Guanajuato
river close to the mine tailings (site 2), the hill—relatively
distant from the mines (site 3), the urban area developed on
the mine tailing (site 4). In Merida, the samples were collected
in the countryside, about 40 km from the city (site 5). The
plants were collected in November (just after the wet season),
taking at each site three samples of roots and three samples of
leaves from plants with similar size and color of leaves. To
avoid possible variations of soil parameters, the area of any
sampling site did not exceed 9 m’. At each sampling site, the
pH of tapsoil (0-30 cm) was measured. The relative variability
of pH values for several measurements at one site did not
exceed 2% and the values found at different sites were in the
range pH 7.7 to pH 8.0 in Guanajuato and pH 8.0 topH 8.1 in
Merida. The roots and leaves collected at one site were pooled.
The roots were carefully separated from the adjacent soil,
washed with deionized water, dried, cut into small pieces,
homogenized by submerging in liquid nitrogen and mortar
grinding and, finally, freeze-dried. Similarly, after washing and

898 \ J. Anal. At. Spectrom., 2007, 22, 897-904

155

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2007



drying, the leaves were also homogenized and freeze-dried.
The topsoil samples were collected in these same sites, from
which the cactus samples were taken (six samples of about
250 g per 9 m? site). For assay of humic substances, 1 g of each
fresh soil was taken. For sequential extraction and for deter-
mination of Ag, Cd, Cu, Pb, the soil samples collected at one
sampling site were pooled and dried.

Procedures

Analysis of total phytochelatins. For total PCs, a reversed
phase high performance liquid chromatography method with
spectrofluorimetric detection was adopted.>”*® The homoge-
nized and freeze-dried roots or leaves (0.1 g) were placed in
micro tubes (1.5 ml) together with 1 ml of 6.3 mmol 1 ! DTPA
in 0.1% of TFA. After 30 min, the samples were ultrasoni-
cated {10 min) and centrifuged (1850 g, 10 min). For reduc-
tion, 500 pl of supernatant were treated with 100 pl of sodinm
borohydride (15 mmol | Y. For pre-column derivatization of
free thiol groups, 40 pl of the above extract were mixed with
100 pl of 6.5 mol I ' DTPA in 0.3 mol | ! HEPPS and 20 pl
MBrB (1.9 mol | !in acetonitrile). This solution was kept in
the dark for 30 min, the reaction was stopped by adding 40 pl
of 1 mol | ! methanesulfonic acid and 20 pl of this solution
was injected onto the column (20 pl). The separation was
achieved using three mobile phases (A—0.05% heptafluoro-
butyric acid; B—methanol; and C—acetonitrile) in the gradi-
ent elution (0-0.5 min: 82% A, 15% B, 3% C; 0.5-4.0 min:
77% A, 20% B, 3% C: 4.0-19.0 min: 69% A, 30% B, 3% C;
19.0-19.5 min: 82% A, 15% B, 3% C; 19.5-20.0 min: 82% A,
15% B, 3% C) at a total flow rate 0.8 ml min !. Spectro-
flnorimetric detection was at Ay, = 380 nm and Ay =
480 nm. The quantification was based on the glutathione peak
area measurements.>”*® External calibration was performed in
the concentration range of glutathione {(GSH) that corre-
sponded to 0.1-1.8 pg g ! (as pg GSH per gram of the
freeze-dried root homogenate), R* = 0.9999. The correction
factor for the efficiency of derivatization was applied as
reported elsewhere.®’

Sequential extraction of soils. The soil samples were fractio-
nated according to the simplified Tessier method.*” In brief, an
exchangeable fraction (F1) was obtained by agitating 1 g of
the sample with 8 ml of magnesium chloride (1 mol | !, pH
7.0) for 1 h. The mixture was centrifuged (1850 g, 10 min), the
supernatant filtered and the volume was brought to 100 ml
with deionized water. For the fraction bound to carbonates
(F2), the residue obtained was treated with 8 ml of sodium
acetate (1 mol 1 !, pH 5.0). After agitation {5 h, room
temperature), the mixture was centrifuged, the supernatant
filtered and its volume completed to 100 ml. The fraction
associated with oxides of iron and manganese (F3) was
extracted from the residue with 20 ml of hydroxylamine
hydrochloride (25% v/v in acetic acid). This extraction was
carried ont at 96 °C for 6 h, the supernatant was filtered and its
volume brought to 100 ml. The fraction bound to organic
matter and sulfides (F4) was extracted from the solid residue
with 3 ml of hydroxide peroxide and 5 ml of nitric acid (pH
2.0) at 85 °C, for 3 h. After cooling, 5 ml of 3.5 mol | !
ammonimm acetate in 20% vfv nitric acid were added, the

volume was brought to 20 ml and the mixture was agitated for
30 min. The supernatant obtained was filtered and its volume
adjusted to 100 ml. The residual fraction {F5) was obtained by
nitric acid (10 ml) digestion of the last pellet. After digestion,
25 ml of acetate buffer were added (pH 4.5) and the volume
was brought to 100 ml. For each extraction, a blank was rmnin
parallel.

ICP-MS determination of Ag, Cd, Cu and Pb. Three sub-
samples of each material were analyzed. For acid-digested
metal determination, 0.5 g of soil, freeze-dried roots or leaves
were placed in a glass tube and 2 ml of concentrated nitric acid
were added. The tubes were heated in the stainless steel heating
block: at 65 °C, 60 min and then 120 °C, 60 min. Once cooled
to room temperature, 0.2 ml of hydrogen peroxide was added
to each tube and the mixture was left for 30 min to complete
the reaction. The final volume was brought to 25 ml and, after
appropriate dilution, the determination of Ag, Cd, Cu and Pb
was carried out by ICP-MS (blank run in parallel). These same
metals were also determined in soil extracts F1-F5.

The ICP-MS conditions were as follows: forward power,
1500 'W: carrier gas flow, 0.91 | min ' make-up gas 0.19 |
min ' collision gas, He, 4.0 ml min 1 quadrupole bias, —16.0
V; actopole bias, —18.0 V. The isotopes monitored were 63Cu,
65C1l, 107Ag, IQQAg, lllcd, ]]2cd, 114Cd, 207Pb and ZOSPb with a
dwell time of 100 ms per isotope. For analytical signal correc-
tion, internal calibration with germaninm (10 pg 1 % was
performed and the quantification was based on five-point
external calibration.

For accnracy checking, the analysis of three soil and three
plant digest samples (three replicates) was carried out by
electrothermal atomic absorption spectrometry. The matrix
modifier was magnesinm nitrate (5 pg Mg prepared from the
stock solution of modifier from Perkin—Elmer). Stock stan-
dard solutions containing 1000 mg | ! of silver, cadminm,
copper and lead were diluted to obtain the highest calibration
standard 25 pugl 'Ag; 2 gl 1Cd: 50 pgl ' Cu; 30 pgl !
Pb). No statistically significant difference was found between
ETA-AAS and ICP-MS results {ANOVA).

Size exclusion chromatography of plant extracts
(SEC-UV-ICP-MS)

The samples of homogenized and freeze-dried roots or leaves
(30 mg) were extracted with 1 ml of 50 mmol | ! ammonium
acetate (pH 7.4).1% The mixtures were agitated for 30 min at
room temperature, sonicated for 15 min and centrifuged {1850
g, 10 min). The solutions obtained (100 pul) were introduced to
the chromatographic system (SEC-UV-ICP-MS8). The mobile
phase was 50 mmol | ! ammonium acetate {(pH 7.4) at a flow
rate 0.7 ml min 1.

UV detection was carried ont at 254 nm and 400 nam. The
isotopes monitored by ICP-MS were 5Cu, 8°Cu, YA g, 1%Ag,
Weg M2ed, Yed, 207ph, 2 Pb with a dwell time of 100 ms
per isotope.

Calibration of the SEC column was performed using a
mixture of the following molecnlar mass standards: myoglobin
{17.6 kDa), substance P (1.35 kDa) and (Gly)s (0.36 kDa),
P~ = 0.9964.
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Analysis of seil humic substances (HS). An aliquot of soil
(1 g) was extracted with 10 ml of 0.1 moll ! sodium hydroxide
(30 min with agitation). The mixture was centrifuged (1850 g,
10 min) and absorbance of supernatant was measured at 350
nm versus 0.1 mol | ! sodium hydroxide as the reference. If
necessary, the soil extracts were diluted with 0.1 mol 1 !
NaOH to fit within the calibration range. External calibration
was carried out using Fluka humic acid standard.! The
calibration solutions were prepared to cover HS levels in soils
from 1 to 2l mg g ! (2 = 0.9964).

Results and discussion

The goal of this work was to evaluate phytochelatins in nopal
(Opmtia ficus) relative to the plant and soil levels of some
heavy metals. Owing to the multi element capabilities and a
wide dynamic range of ICP-MS, this technigque was applied for
the determination of Cd, Cu, Pb and Ag in soil, soil fractions
and plant material. Metal binding to PCs has often been
studied by SEC fractionation with atomic spectrometric detec-
tion. %3¢ On the other hand, quantification of total PCs can
be performed by reversed phase HPLC with spectrofluori-
metric detection. To do so, the metals bound to PCs are
eliminated by DPTA complexation and, after reduction, the
fluorescent derivatization of the free thiol groups is
achieved.*” *® To enhance analytical information on metal-
PCs system in nopal, the two above procedures were applied in
this work for the analysis of root and stem extracts.

The results of Ag, Cd, Cun and Pb determination in soil
fractions, obtained by the simplified method of Tessier™ are
presented in Fig. 1. For each fraction, the average results
{(mean) obtained from triplicate extractions are presented
(RSD < 7%). The recovery, evaluated by relating the sum
of metal level found in each fraction to the acid-digested metal
in soil, was in the range 82-104%. As expected, soil samples
from Guanajuatoe contained higher metal concentrations com-
pared to those from Merida. Total metal concentrations found
in this work are within the ranges reported previously,” yet
substantial differences can be observed among different sam-
pling sites. Thus, Pb was found to be the most abundant in seil
(maximum concentration at the riverside, 248 + 7 pg g !, site
2y, copper levels were generally lower with the highest value
also at the riverside (97 = Spg g 1), Aglevels were about 4 to 5
times lower that those for Cu (highest value 24 + 3 pg g ! at
old mine tailing region, site 4) and cadmium presented con-
centrations below 1.2 pg ¢ ! at any site. However, the relative
distribution of metals in soil fractions was different. At any
sampling site, the major fractions of Pb and Cu were bound to
F4 (organic matter and sulfides). Significantly lower levels of
these two metals were found in carbonate fractions (F2) and
only minute amounts corresponded to “free” Pb or Cu (F1).
In Guanajuato soils, considerable Pb contribution was also in
the manganese and iron oxide fraction (F3). For Ag, practi-
cally all the metal was bound to the organic matter and
sulfides {F4). As already mentioned, the Cd soil levels were
lower as compared to other metals, however, relatively uni-
form metal distribution among F1-F5 fractions was observed.
At sites 1 and 4, the relative distribution of “free” Cd was 36%
and 32%, respectively.

HBF1 BF2 OF3 OF4 OF5

100

Soil Cu, pg/g

Soil Ag, pg/g

1 2 3 4 5

Sampling site

Fig.1 Distnbution of Cu, Ag, Cd and Pb i so1l fractions at different
sampling sites (1-5, as described in Reagents and samples). F1—
exchangeable fraction; F2—fraction bound to carbonates; F3—frac-
tion associated with iron and manganese oxides; F4—fraction bound
to orgame matter and sulfides; F5—residual fraction.

The determination of acid-digested metals in roots and
sterns was carried out after acid digestion of biological materi-
al. Owing to low cadmium concentration in soils, it was found
at low pg per kg concentrations in plant material, so the results
were not considered. For other metals, correlation analysis
was performed in search of a relationship between their levels
in soil fractions F1-F5 and root/stem concentrations. To do
50, the results obtained in the determination of three metals in
soil fractions and plant material at each sampling site were
analyzed using the software package Statistica for Windows
(StatSoft Inc. 2000, Tulsa, OK, USA). No statistically impor-
tant correlation was found between soil and stem metal levels.
The correlation parameters {r—correlation coefficient and
p—probability level) obtained for roots and soil data are
presented in Table 1. At first, acid-digested metal in soil did
not correlate strongly with Pb and Cd concentration in plant
(r=0.7321,p = 0.176 and r = 0.8169, p = 0.091, respectively).

900 | J. Anal. At. Spectrom., 2007, 22, 897-904

This journal is @ The Royal Society of Chemistry 2007

157



Table 1 Correlation analysis for acid-digested metal determinations
in soil fractions F1-F4 and in nopal roots®

Pb Cu Ag

Soil vs. root ¥ = 07321, ¥ = 0.8169, ¥ = 0.9368,
p =0176 p =0.091 p = 0019

F1 vs. root nf nf nf

F2 vs. root nf nf nf

F3 vs. root nf nf nf

F4 vs. root r = 0.8436, ¥ = 0.8648, ¥ = 08842,
7= 0072 7= 0058 7 = 0.046

F4 vs. root nf nf nf

“ nf—no statistically important correlation was found.

Furthermore, no statistically important correlation was found
between any metal in the fractions Fl (exchangeable), F2
{carbonates), F3 {manganese and iron oxides) or F5 (residual)
and root metal, indicating that these fractions were not
important for the uptake of Cu, Pb and Ag by nopal. On
the other hand, statistically significant correlations found
between metals in F4 and root metals (r = 08436, p =
0.072 for Pb; r = 0.8648, p = 0.058 for Cu; r = 0.8842,
p = 0.046 for Ag, Table 1) suggest that organic matter and
sulfide bound metals {(fraction F4) should be bioavailable to
nopal. The results obtained in the spectrophotometric assay
revealed low levels of humic substances (primary soil organic
matter) in top-soils collected at the roots of nopal (Table 2).
For comparative purposes, additional soil samples were taken
at these same sampling sites, but close to the roots of castor
bean, which is another common plant in this region. As can be
observed in Table 2, the HS levels were significantly lower in
the samples collected at cactus roots, which is in agreement
with literature data.”®* Since sulfide minerals are abundant in
Guanajuato region,” our results suggest that sulfides are
primarily Pb, Cn and Cd forms in soil close to the cactus
roots (at least 20 cm from the roots). The solubility of these
compounds is generally poor, so the rhizosphere processes
and, in particular, root exndation of low-molecular weight
carboxylic acids should be important in mobilizing sulfide
bound metals.™* However, the literature data on these
processes in nopal or other cactaceous is scarce. Puente
et al® proposed the contribution of bacteria and fungi in
the rhizoplane of nopal roots {the area at the plant and soil
interface) as a factor increasing metal bioavailability.

In order to examine if the nopal plant can produce PCs, the
root and stem extracts were obtained and analyzed by reversed

Table 2 Results of the spectrophotometric assay of humic substances
in soils collected at different sampling sites, close to the roots of two
plants: nopal and castor bean. (The distance from root was not longer
than 20 cm, fresh soil was analyzed and the mean values £ SD are
presented for each sampling site)

Soil humic substances/mg g~

Sampling site Nopal Castor bean
1 75+ 13 481 + 38
2 453 £ 19 415 + 42
3 175+ 23 1345 + 100
4 13+ 8 553 £47

5 10£6 —
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Fig. 2 Reversed-phase chromatograms: (a) standards derivatized
with monobromobimane: (—) phytochelatins PC-2, PC-3, PC4;
(- ) glutathione (GSH); (--) L-cysteme (L-Cys); (b) roots extract from
nopal collected at site 1. (R—derivatization agent and/or products of

its hydrolysis. For better comparison of the graphs, they have been
offset on the y axis.)

phase chromatography, followed by fluorescence detection
after derivatization. In Fig. 2a, typical chromatograms of
monobromobimane-derivatized standards are presented. The
elution order of cysteine {¢,,; = 7.3 min), glutathione (z; =
12.2 min) and phytochelating (PC-2 t; = 159 min; PC-3
trer = 16.7 min; PC-4 t..; = 17.6 min) as well as the elution of
MBrB and its hydrolysis products were in agreement with
those observed by others.>” > In the analysis of plant extracts,
phytochelating were detected in all samples collected in
Guanajuato but not in the plant material from the “clean”
area in Merida. Fig. 2b shows the chromatogram of roots
extract from nopal collected at site | and the elution of PC-2,
PC-3 and PC-4 can be observed. The quantification results for
phytochelating (total PCs) in leaves and roots of plants
collected in Guanajnato are given in Table 3. It can be
observed that roots always contained higher PC levels than
the stems.

To get information on metal association with molecular
mass fractions of PC-rich plant extracts, root and stem
homogenates were extracted with ammonium acetate {pH
7.4) and fractionated by size exclusion chromatography with
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Table 3 Total phytochelatins (PCs) found in the extracts from nopal
roots and stems. The mean results presented together with respective
standard deviations (triplicate injection) were obtained by reversed
phase HPLC with pre-column denvatization of metal-free PCs

ng of total PCs per gram of the
freeze-dried plant homogenate

Sampling

site Roots Stems

1 122+04 84+ 0.6
2 168 +04 10.0£0.3
3 27.7+03 104 + 0.2
4 743+03 20.3 + 0.2

ICP-MS detection.>*® As an example, the chromatograms
abtained for the plant material from site 3 in Guanajuato
are presented in Fig. 3 {cadmium could not be detected). The
lead elution profile obtained in the re-injection of root extract
is presented as the insert in Fig. 3c, showing excellent repeat-
ability of SEC-ICP-MS. For this metal, lower element levels
were observed in stems than roots. Furthermore, this element
was eluted in two column fractions: first in the region of high
molecular mass (between 75-95% of total Pb eluted from the
column), and secondly in the region corresponding to low
molecular mass fraction. For copper, only one elution peak
was observed in the region of low molecular mass (Fig. 3b).
Contrary to lead, in many samples the copper abundance in
stems was higher than in roots. The elution profile of silver
(Fig. 3a) indicates its association with high molecular weight
compounds; however, the chromatographic peaks were rela-
tively broad suggesting non-specific binding. Based on peak
area measurements, the relative distribution of three metals
between high and low molecular mass fractions was estimated
for each plant sample. The correlation analysis (Statistica for
Windows) was performed taking these data and the resnlts of
total PCsin root and stems, in order to get further insight into
the metal-PCs system in nopal, especially in the context of
metallomics approach. In the natural environment, the plant is
exposed to the mixture of different metals/metalloids, which
leads to the induction of PCs. However, it is difficult to
discriminate among the elements fmportant for PCs induction
and those that are simply bound to PCs already existing. We
considered that the correlation between total PCs and metal
bound to PCs would indicate that this metal is important in
the induction of PCs. For lead, significant correlation was
found between total PCs and SEC-ICP-MS areas (r = 0.7026,
p = (.088 for roots and r = 0.8581, p = 0.071 for stems).
Furthermore, total PCs correlated with lead eluted in SEC
high molecunlar mass fraction (r = 0.6835, p = 0.023 for roots
and r = 0.8818, p = 0.048 for stems). These results confirm
the association of Pb with nopal phytochelating and snggest its
possible role in PCs induction. For copper, correlation was
abserved between total PCs and the entire SEC-ICP-MS area
in roots {r = 0.7568, p = 0.129) and between total PCs and
high molecular mass fraction of SEC in roots (r = 0.7455,p =
0.138). Apparently, copper could be involved in the PCs
induction in roots, however the franslocation of lead and
copper through the plant is apparently different. No statisti-
cally important correlation was found for silver indicating that
it is not associated with PCs production.
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Fig. 3 SEC-TICP-MS chromatograms of the (.- ) nopal stem extract;
(—) nopal root extract: (a) > Ag; (b) ®Cu; (¢) “*Pb (inset: the elution
profiles obtained for the re-injection of this same root extract).

Conclusions

In this work, phytochelating were found in nopal (Opmtia
freus). Considering the importance of the environmental con-
ditions in PC biosynthesis, four metals known to be abundant
in the Guanajuato region were determined in soil, soil frac-
tions and plant material. Total PCs and the distribution of
metals in molecular mass fractions of PC-rich plant extracts
were evaluated. In search of a possible relationship between
the parameters measured, the statistical correlation analysis
was done. The results obtained indicate that sequential metal
leaching from seil does not always provide direct information
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on metal bioavailability. Metal uptake by nopal roots corre-
lated with metals in soil fraction F4 {organic matter and
sulfides). Since low levels of humic substances were found in
soil collected at the roots of cacti, and because of the low
solubility of Pb, Cu and Ag sulfides, the participation of
rizosphere processes was suggested to facilitate metal uptake.
The application of reversed phase HPLC with spectrofluori-
metric detection and the SEC-ICP-MS procedure allowed us
to obtain complementary data for phytochelatins in nopal.
The results of correlation analysis revealed the strong associa-
tion of lead bound to PCs in root and stem extracts with total
PCs both in roots and in stems, which demonstrates that this
metal is important in the induction of PCs in nopal and
snggests that, Pb, as bound to PCs, might be transported from
roots to stems. For copper, the correlation between total PCs
and metal bound to high molecular mass fraction of PCs-rich
plant extract was observed only in the root, suggesting differ-
ences in the translocation of lead and copper through the
plant. In contrast to the above two metals, no correlation was
found for silver, so it apparently is not associated with PCs,
even though its elution with the high molecular mass fraction
was observed in PC-rich plant extracts.

The assessment of metal uptake, its association with PCs, or
its possible role in PC induction needs careful experimental
design that considers different environmental parameters and
is based on the application of complementary analytical
technigues. Finally, while these studies are performed in plants
growing in natural environment, the metallomics approach is
required to understand the global effect of all metals and
metalloids, which may access plants.
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Perfil de Elementos Metalicos y de Algunos
Metaloides en Aguas de Grifo de la Ciudad de
Guanajuato

Jufio Alberto Landero Figueroa™ Armando Gémez Ojeda™, Kazimierz Wrobel™, Katarzyna Wrobel®

RESUMEN

En este trabajo sc reportan los niveles de concentracion de elementos metalicos ¥ algu-
nos metaloides en agua de grifo de la ciudad de Guanajuato. La técnica del estudio fue
espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente como [uente de lonizacién
(ICP-MS). En el analisis de 31 muestras de agua, los valores promedio de concentracio-
nes encontradas fueron: < 0,2 pg I'* para Ag, Cd, Co, Se, Th, T, U; en el intervale 0.2 pg
It— 1,5 pg I'* para Cr, Hg, Mo, Ph, Sb; en ¢l intervalo 1,5 - 6,0 pg 1" para As, Mn, Ni, V;
en el intervalo 15 ug I'— 71 g I'' para Ba, Cu ¥ Zn. En base a la normatividad vigente
[NOM-127 SS5A1-1994, USEPA 2006), los resultados obtenidos indican que agua de grifo en
Guanajuato no estd contarninada por metales v metaloides. Sin embargo, en seis sitios de
muestreo, las conceniraciones de mercurio sobrepasarcn el maximo nivel permisible por la
Norma Oficial Mexicana (1 g 1'4).

ABSTRACT

In1 this paper, the concentration levels of metals and metalloids found in tap water in the
city of Guanajuato are reported. The guantification was carried out by inductively coupled
plasma — mass spectrometry (ICP-MS). The results obtained in the analysis of tap water
from 31 sampling sites showed the mean values < 0,2 pg ' for Ag, Cd, Co, Se, Th, TL, U; in
the range 0,2 pgI''— 1,5 pg 1! for Cr, Hg, Mo, Pb, Sb; in the range 1,5-6,0 pg 17 for As, Mn,
Ni, V; in the range 15 pg1'— 71 pg 1! for Ba, Cu v Zn. Based on current Mexican and US
regulations (NOM-127 SSA1-1994, USEPA-2006), the results obtained indicate that the tap
water in the city of Guanajuato is not contaminated by metals and metalloids, However, in

Recibido: 21 de Noviembre da 2007 samples from six sites, the concentration levels of mercury were higher than the maximum
Aceptado: 15 de Enerc de 2008 permissible level regulated by NOM (1 ng 1),
INTRODUCCION

Debido a la composicién natural de la corteza terrestre que se presenta en el estado de Guanajuato y relacio-
nada con ello, la actividad minera, se ha estudiado extensivamente la distribucion de metales ¥ metaloides en
diferentes compartimientos del medio ambiente (Mendoza Amézquita, 1999, p. 2; Carrillo-Chavez, 2003, p.
277; Garcia-Meza, 2004, p. 170; Morton-Bermea, 2004, p. 770; Landero Figueroa, 2007, p. 897; Ramos Arroyo,
2007, p. 497). Los resultados reportados indican la posible lixiviacién de elementos presentes en jales y suelos
hacia los sistemas acuéaticos (Carrillo-Chavez, 2003, p. 277; Morton-Bermea, 2004, p. 770). En los ultimos
afios, la Comision Estatal del Agua de Guanajuato (CEAG) y algunos grupos de investigacién han realizado di-
ferentes proyectos, obteniendo interesantes datos sobre la calidad del agua y, en particular sobre niveles de me-
tales pesados y metaloides (Wrobel, 1997, p. 1; Mendoza Amézquita, 1999,

Palabras clave; p- 2; INEGI, 1998, p. 7; Wrobel, 2001, p. 209; Cotler-Avalos, 2006, p. 1). A

Metales y metaloides; Agua de grifo; Gua- pesar del extenso trabajo realizado, hasta la fecha, no existe la informacion

najuato; ICP-MS. s6lida y uniforme sobre los niveles de elementos considerados en la Norma

" . Oficial Mexicana para el agua de consumo humano (NOM-127 SSA1-1994).
eywords:

Metals; Metalloids; Tap water; Guanajuato; En este contexto, €l presente trabajo ha sido enfocado en el estudio de

ICP-M3.

la calidad del agua de consumo en la ciudad de Guanajuato, teniendo como
objetivo la determinacién de elementos metéalicos y algunos metaloides en

* Instituto de Investigaciones Cientificas, Universided de Guanajuato, Cerro de la Venada SN, Guanajuato, Gto., 36040, Mexico. Teléfono: (+52) 473 7327555, Fax: (+52) 473 7326252, Correo
electrénico: katarzyn@quijote ugto.mx.
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agua de grifo, tomada en diferentes sitios de la ciu-
dad. La herramienta analitica del estudio ha sido la
cspectrometria de masas con ionizacion en plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS). La seleccién de la
técnica fue en base a sus siguientes caracteristicas:
alto poder de deteccion (los limites de deteccién para
la mayoria de los elementos en la region de partes por
trillién, ng 1'), capacidad del analisis multielcmental
¢ isotopico, amplio range dinamice (tipicamente del
orden dec 8 drdenes de magnitud), muy pocas interfe-
rencias y, en consccuencia, alta precision y exactitud
de los resultados analiticos (Montaser, 1998, p. 25;
Wrobcl, 2004, p. 231).

METODOLOGIA

Instrumentacion

El espectrometro de masas con ionizacién cn plasma
acoplado inductivamente fue modelo 7500ce de Agli-
lent Technology, Tokio, Japén, equipado con celda de
colisién /reaccion, automuestreador y controlado me-
diante el paquete Chemstation. Se utilizé el ncbuliza-
dor concéntrico Mcinhard y la cAmara de niebla tipo
Peltier (-2 °C).

Reactivos y muestras

Los reactivos fueron de grado analitico de pureza v sc
utilizé agua desionizada (18 MQ cm, Labconco, USA)
para la preparacion de las solucioncs. Las calibracio-
nes se realizaron empleando la solucion estandar para
el analisis medio ambiental de Agilent Technologies
(10 mg I Ag, Al, As, Ba, Be, Cd, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni,
Pb, Sb, Se, Tl, V, Zn, U; 100 mg I* Fe, K, Ca, Na, Mg
en 10 % HNO,) y la solucion de estandares internos
(“Ge y "Ir, ambos 1,0 pg 1"'). El acido nitrico para
analisis de trazas fue de Fluka (Trace-select) ¢l ma-
terial de referencia certificado fue NIST 1643d (Trace
Elements in Water).

Se analizaron las muestras de agua de grifo re-
colectadas en 31 sitios de muestreo en la ciudad de
Guanajuato (Figura 1). La toma de muestra se realizé
de acuerdo con la norma (NOM-014-SSA1-1993). Para
ello se utilizaron botellas de polipropileno de 500 ml,
previamente descontaminadas con 10 % acido ni-
trico v agua desionizada. En el sitio de muestreo, se
dejé correr el agua por lo menos 3 min, la botella se
enjuago con 3 porciones de agua y finalmente se lleno.
Se tomaron tres muestras en cada sitio, en intervalos
de tiempo de 30 min. El agua fuc acidificada (1000 pl
de acido nitrico (1:10) a cada muestra de 500 ml), al
llegar a labaratorio centrifugada y, 50 ml de sobre-

6  Vol. 18 no. 2 Mayo-Agosto 2008
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nadante s¢ almacend por maximo 4 dias antes de su
analisis (4 °C).

Procedimiento analitico

Las condiciones de operacion del ICP-MS fueron sc-
leccionados diario (“tuning”), ajustando los parame-
tros hasta obtener la respuesta para oxidos y dobles
cargas inferior a 0,8 % y 1,4 % respectivamente. Los
parametros de plasma fueron: potencia RF 1500 W,
flujo de gas carrier 0,9 1 min!, flujo de gas make-up
0,17 1 min’’, flujo de gas plasma 151 min'. Para elimi-
nar las interferencias isobéaricas, se utilizo la celda de
colision con el flujo de helio 4.0 ml min'. En el modo
de analisis cuantitativo, se monitorearon los is6topos
51\;' Ezcr' Sacr' 55Ml1, :'QCD’ SONi’ &!Cu' Mzn, “AS, NSC,
95M0, LOGHg’ ID?Ag‘ mgTI, ‘”Cd. ”‘Sb, WBa, mcpb, zu.apb,
“2Th, #*U, con el tiempo de integracion de 300 ms por
isotopo.

Con las condiciones instrumentales establecidas,
se llevo a cabo el proceso de calibracion, utilizando
como estandares internos “Ge y "’Ir (ambos 1.0 pg
17). Las soluciones de calibracion conteniendo cinco
niveles de concentracién para cada uno de los elemen-
tos (0; 0,2; 1,0; 5,0; 10; 25 pg 1) fueron obtenidas
diluyendo ¢l estandar medio ambiental (Agilent Tech-
nologies). En la calibracion multielemental, se obtu-
vieron los valores de coeficientes de regresion lineal 1
> 0,9993 para cada uno de los elementos.

Figura 1. Ubicacion de los sitios de muestreo en la ciudad de Guanajuaip.
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El analisis de agua de grifo se realizo por triplica-
do; las muestras fueron diluidas 1:10 con agua desio-
nizada e introducidas al sistema ICP-MS. En paralclo,
se obtuvieron lecturas del blanco (agua desionizada,
acidificada, centrifugada y diluida igual que las mues-
tras) ¥ del material de referencia (NIST 1643d). Los
valores de blanco, mcdidos en unidades de concentra-
cién (BEC — blank equivalent concentration) fueron en
el rango de O ngl''a 80 ng 1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Calidad de los resultados analiticos

Para ascgurar una buena calidad de los resultados
analiticos en términos de precision y exactitud, el pro-
cedimiento analitico fue basado en el método EPA 6020
(EPA - Agencia de Proteccion de Medio Ambiente, USA]),
aplicable para ¢l analisis por TCP-MS3 de las concen-
traciones bajas (ug I e inferiores) de un alto numero
de clementos (hasta 60) en muestras de agua (ICP-MS
method 6020, USEPA). Se optd por la determinacion
de la fraccion disuelta de los elementos, omitiendo la
ctapa de digestién de las muestras. De acuerdo con el
método 6020, la cuantificacidn fue en base a las so-
luciones estandar multielementales v estandarizacion
interna. Las posibles interferencias isobdricas fueron
eliminadas mediante el uso de tecnologia de celda de
colisidn/reaccién. En la Tabla 1 sc presentan los Li-
mites de Deteccidn (LD) evaluados para cada uno de
los elementos (Hiempo de integracion 300 ms, 5 lectu-
ras), cuyos valores fueron suficientemente bajos para
llevar a cabo la cuantificacion de elementos en agua de
grifo, donde se¢ esperan niveles de ultratrazas. Como
prueba de exactitud, se llevd a cabo la determinacion
de elementos en el material de referencia certificado.
En la Tabla 1, se presentan los resultados obtenidos
(promedios £ DE para 3 réplicas) junto con los valores
certificados. Se obtuvo muy bucna concordancia para
todos los elementos, lo que confirma la exactitud del
procedimiento en el analisis de agua.

Andlisis de agua de grifo

Con el fin de obtener la informacién sobre conteni-
dos de elementos metdlicos v metaloides en agua de
consumo, utilizada directamente por los habitantes de
la ciudad de Guanajuato, en este trabajo se optd por
analizar agua de grifo. En la Figura 1 se presenta la
ubicacion de 31 sitios de muestrco en el mapa de la
ciudad. De acuerdo con la numeracion de los sitios,
las muestras 1, 2, 3 fucron tomadas en cercania de
la Presa de la Olla; las muestras 4, 5 en la Panora-
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mica (Pastita); las muestras 6 — 13 en el centro; las
muestras 14 — 16 en Panoramica (Cerro del Cuarto
— Mina de Cata); las muestras 17 — 19 en San Javier;
las muestras 20, 21, 22 v 23 en las colonias Carrizo,
Pueblito de Rocha, Noria Alta v en Pastita respectiva-
mente. En el tramo Municipio Libre — Pozuelos — Bu-
levar Guanajuato se tomaron las muestras 24, 25 y
26, las muestras 27 y 28 corresponden a Marfil y las
muestras 29, 30 y 31 fueron tomadas en la colonia
Burdécratas.

Los resultados obtenidos, permitieron descartar a
Ag, Cd, Co, Se, Th, Tl ¥y U como posibles contaminan-
tes, va que estos elementos presentaban concentra-
ciones inferiores a 0.2 pg 1. Los resultados cuanti-
tativos, obtenidos para el resto de los elementos se
resumen en la Figura 2 (Zn, Cu, Hg, Mn ) yenla Fig. 3
(V, As, Ba, Pb). Para cada sitio de muestreo se presen-
ta ¢l valor promedio junto con la desviacion estandar
respectiva, evaluados en el analisis de tres muestras.

El agua de consumo humano deberia cumplir con
la Norma Oficial Mexicana gue establece los maximos
niveles permisibles para As, Cr, Cd, Pb, Ba y Hg como

Tabla 1.
Los istopos monitoreados, limites de deteccion (LD), valores ceriificados y re-
sultados de determinacion de elementos en material certificado NIST
1643d. (No se presentan resultados analiticos para Hg, Th, U, ya que
estos elementos no fueron certificados en sl material de referencia).
:  Anilisis de material de

S eferencia

‘monitoreado D’.“?__l'}'_ Valor certificado,  Encontrado,
5 X .._ i o i ng 11 ug 1t

sty 3.4 35,1+ 1.4 34.7+1.2
“Cr 8,4 18,5+ 0,2 18,2 £0,3
SMn 44 37,7+0,8 38,0409
“Co 4,0 25,0+ 0.6 222+ 1,1
BN 51 58,1+2,7 603219
IOy 51 20,5+3.8 20,2 1,6
867 150 72,5+ 0,7 72,9+ 0,6
TAs 12 56,0 £ 0,7 53,9+ 1,3
3¢ 220 11,4+0,.2 994%2 0
Mo 15 11322 115+ 3
98 i 1,27 £ 0,06 1,15 0,07
ied 3,1 6,47 + 0,4 6,37+0,2
21l 6,6 541513 55,9 £ 0,9
137Ba 41 507 + 9 503 £ 6
200 e 65 3 i
25 0.9 7,28 £0,25 7,80 % 0,70
20ep}, 44 18,2 % 0,6 19,308
22Th 0,6 -
23817 ] z i
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constituyentes inorganicos impor-
tantes para la salud (NOM-127
SS5A1-1994). Para fines comparati-
vos, en este trabajo se consideraron
también estandares para agua po-
table, actualizados por USEPA en
el ano 2006 (USEPA, 2006, p. 1).
En la Tabla 2 se presentan los re-
sultados de este trabajo v su com-
paracion con valores establecidos
por la normatividad mexicana y
estadounidense. Cabe senalar que,
existen ciertas diferencias entre
valores de los dos sistemas norma-
tivos, debido a que cada pais aplica
diferentes criterios en evaluacién
de riesgo para salud derivado del
consumo de agua “contaminada”
(Shelton, 2004, p.4). En la Tabla 2
se presentan también los valores
SDRW (Secondary Drinking Water
Regulation), que establece USEPA
como valores guia, o niveles que
no deberfan ser repasados para
conservar buenas propiedades
organolépticas del agua. Parece
importante que los niveles de ele-
mentos determinados en este tra-
bajo fueron muy inferiores respec-
to a los niveles permisibles NOM
v USEPA, excepto mercurio. Para
este elemento, las concentraciones
encontradas en seis pozos fueron
mayores que el maximo nivel per-
misible marcado por la NOM-127
S5A1-1994 (Tabla 2, Fig. 2). Hay
que recordar que, el proceso de
beneficio de plata en Guanajua-
to involucraba la etapa de amal-
gamacion, en el cual la mezcla de
mercurio con el mineral molido se
depositaba por unos dos meses en
grandes patios. Posteriormente,
una parte de mercurio fue recupe-
rada en el proceso de fundido de
la amalgama, pero inevitablemente
este proceso formaba un peligroso
foco de contaminacion. Los ante-
cedentes de actividad minera y de
beneficio de metales, asi como los
resultados de este estudio indican
claramente la necesidad de estu-
dios mas profundos que permitan

IRSCCIN DE WVERTIRACIEN ¥ PUBCAADD

Tabla 2.

Resumen de los resultados obtenidos del andlisis de agua de grifo y los niveles establecidos por la Norma
Oficial Mexicana (NOM-127-85A1-1984) y por la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente
(USEPA, 2006).

Promedio Valor Valor

i NOM meLs SDWR? + DE minimao THAXITNO
As 0,05 0,01 - 49156 0 13,4
Ba 0,7 2,0 & 172 13,5 24.6
Cu 2,0 1,3 1,0 36+ 44 1,20 187
Er 0,05 0,1 5 12121 0 10,6
Heg 0,001 0,002 - 0,4+00 0 3,82
Mn 0,15 - 0,05 5,8+4,2 0 16,5
Mo - 0,04 - 0,9+0,2 0,64 1,31
Ni - 0,1 4 24125 0 9.30
Pb 0,025 0,015 - 1.0+1,9 0 7.41
Sb B 0,006 - 0,3+0,2 0,14 0,93
v - 0,03 3,3t2,8 0,29 8,50
Zn 5,0 5,0 5,0 71+48 5,04 213

1 - MCL (maximum contaminant level) — maximos niveles permisibics en agua potable por USEPA
2 - SDWR (secondary drinking water regulation) — valoras guia, o niveles que no deberian ser repasados para conservar
acaptables caracieristicas organolépticas (sabor, colar, etc.)

conocer la distribucién de especies de mercurio en medio ambiente, su
posible implicacion en la salud de la poblacion y tambien proponer las
estrategias de remediacion.

CONCLUSIONES

En este trabgjo, se llevd a cabo la determinacion de diecinueve metales
y metaloides en agua de grifo de la ciudad de Guanajuato. El uso de la
técncia ICP-MS ha permitido obtener la informacion cuantitativa para los
clementos presentes en concentraciones > 0,2 ug I't, en una sola corrida
de muestra y practicamente sin tratamiento previo. La exactitud de los
resultados fue demostrada mediante la cuantificacion de elementos en el
material de referencia certificado para este tipo de analisis. Los resultados
obtenidos indican que el agua de grifo en Guanajuato no presenta proble-
mas de contaminacion por metales ¥ metaloides, excepto mercurio.
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Abstract

Phytochelatins (PCs) were determined in the wild plants, focusing on their relationship with the levels of heavy metals and humic
substances (HS) in soil. Ricinus communis and Tithonia diversifolia were collected from several sites in Guanajuato city (Mexico), which
had long been the silver and gold mining center. The analysis of PCs in root extracts was carried out by liquid chromatography (deriv-
atization with monebromobimane). Total Ag, Cd, Cu and Pb in plant roots and in soil samples, as well as soil HS were determined. The
association of metals with HS in soils was evaluated by size exclusion chromatography (SEC) with UV and ICP-MS detection. The
results obtained revealed the induction of PCs in R. communis but not in T. diversifofia. The levels of Cd and Pb in plant roots presented
strong positive correlation with PC-2 (r = 0.9395, p = 0.005; r = 0.9573, p = 0.003, respectively), indicating that these two metals pro-
mote PCs induction in R communis. On the other hand, the inverse correlation was found between soil HS and metal levels in roots
of R communis (Cu> Pb > Cd > Ag), in agreement with the decreasing affinity of these metals to HS. Importantly, the inverse correla-
tion between soil HS and plant PC-2 was observed (r = —0.7825, p = 0.066). These results suggest that metals strongly bound to HS
could be less bioavailable to plants, which in turn would limit their role in the induction of PCs. Indeed, the SEC elution profiles showed
Pb but not Cd association with HS and the correlation between metal in soil and PC-2 in plant was statistically significant only for Cd
(r = 0.7857, p = 0.064). Based on these results it is proposed that the role of heavy metals in PCs induction would depend on their uptake
by R. eommunis, which apparently is controlled by the association of metals with soil HS. This work provides further evidence on the role
of environmental conditions in the accumulation of heavy metals and phytochelatin production in plants.
© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Heavy metals; Humic substances; Phytochelatins; Ricinus communis; Tithonia diversifolia

1. Introduction fungi and algae in the response to heavy metal exposure.
These compounds are rich in thiol groups, according to

Phytochelatins (PCs} are a group of small, metal-binding their general structure (vy-Glu-Cys),-Gly, where »n varies
peptides, which are biosynthesized by higher plants, some  from 2 to 11 (Zenk, 1996}. Over the past two decades, the
extensive studies have been carried out aiming the structural

" Corresponding author. Address: Instituto de Investigaciones Cientif: cHArALEETizatiGn oL REs and theirniEtil ompleaes (Bearis
icas, UnivSrsidadgde Guanajuato, L. de Retana No. 5, 36%)00 Guanajuato, and Morelhf 2902; Spam and‘ RabcnStelnf 2003) as well
Mexico. Tel.: +52 473 7327555; fax: +52 473 7326252, as the elucidation of induction mechanisms (Cobbett,
F-mail address: katarzyn@quijote.ugto. mx (K. Wrobel). 2000; Clemens, 2006}. The feasibility of plant engineering

0043-6535/§ - see front matter © 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/).chemosphere. 2007.08.066
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to assure higher rates of PCs induction has been explored
for phytoremediation purposes (Clemens, 2001; Bovet
et al., 2005; Yang et al., 2005). Within this context, the role
of metal bioavailability to plants has been highlighted.
Thus, the increased production of phytochelatins has been
observed in the presence of various organic chelators (ethyl-
ene diamine tetraacetate, ethylene diamine disuceinate, cit-
ric acid, etc.) as added to nutrient solution and/or soil
(Piechalak et al., 2003; Turgut et al., 2004; Meers et al.,
2005; Sun et al., 2005). On the other hand, metal-binding
by humic matter in soils has been shown to affect the mobil-
ity of metals in the environment. Depending on the experi-
mental design and the type of metal, the increased or
decreased uptake of Cd, Cu, Pb have been observed (Gar-
cia-Mina et al., 2004; Voets et al., 2004; Inaba and Take-
naka, 2005; Lorenzo et al., 2005; Misra and Pandey, 2005;
Kungolos et al., 2006). Importantly, the data relating soil
humic substances with phytochelatin production in plants
exposed to heavy metals are lacking.

Guanajuato city has long been an important silver and
gold mining center. The environmental geochemistry of this
region has been extensively studied (Carrillo-Chavez et al.,
2003). In particular, the leaching of several metals and met-
alloids from the mine tailings to different environmental
compartments has been reported (Garcia-Meza et al,
2004; Morton-Bermea et al.,, 2004). Consequently, the
plants growing in this area are chronically exposed to mod-
erate levels of several heavy metals in soil.

In this work, two species of wild plants have been col-
lected from different sites in Guanajuato and the relationship
between Ag, Cd, Cu and Pb in soils and roots, soil humic sub-

Guanajuato
City

stances and plant phytochelatins have been evaluated. The
results obtained provide further evidence on the role of envi-
ronmental conditions in the accumulation of heavy metalsin
plants and subsequent phytochelatin production.

2. Materials and methods
2.1. Plants and soils

The samples of two common wild plants (Ricinus com-
munis and Tithonia diversifolia} were collected from three
different sites in Guanajuato, which had been selected to
cover different soil levels of heavy metals. Thus, the site 1
corresponds to the place where the silver ores had been
processed in the past, the site 2 is at the Guanajuato river
close to the mine tailing and the site 3 is a hill, relatively
distant from the mines. The plants were collected in Sep-
tember 2005 (wet season), taking at each site three plants
of similar size and leaf color. Additionally, R communis
samples were collected from the other three sites in Guan-
ajuato. Site 4 is at the city center, relatively far from the
mines; site 5 is in the urban area developed on the mine tail-
ing and site 6 is located at the riverside, but at a larger dis-
tance from mine tailing than site 2. In Fig. 1, the
localization of sites 1-6 in Guanajuato city is presented.
To avoid possible variations of soil parameters, the area
of any sampling site did not exceed 9 m”. At each sampling
site, the soil pH was measured. The relative variability of
pH values for several measurements at one site did not
exceed 2% and the values found at different sites were in
the range pH 7.7 to pH 8.0. For each plant species collected

Fig. 1. The localization of sampling sites in Guanajuato city.
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at a given site, roots were carefully separated from the
adjacent soil and pooled. Three washing agents were tested,
namely deionized water, 0.05 M CaCl, and 0.05 M EDTA
(with and without ultrasonication). Since the washing pro-
cedure had no significant effect on the results, the roots
were washed with deionized water in ultrasonic bath
(10 min}, dried, cut into small pieces and freeze-dried.
The soil samples were collected in these same sites, from
which the plants were taken. (six samples of about 250 g
per 9 m” site). For each sampling site, the soil samples were
pooled for the determination of Ag, Cd, Cu, Pb and humic
substances. Before analysis, the pooled samples were dried.

2.2, Determination of Ag, Cd Cu and Pb

All chemicals were of analytical reagent grade (Sigma),
and deionized water was used throughout (Labconco).

Three sub-samples of each material were analyzed. For
acid digestion, 0.5g of soil or freeze-dried roots were
placed in a glass tube and or 2 ml of concentrated nitric
acid was added. The tubes were heated in the stainless steel
heating block: at 65 °C, 60 min and then 120 °C, 60 min.
Once cooled to room temperature, 0.2 ml of hydrogen per-
oxide was added to each tube and the mixture was left for
30 min to complete reaction. The final vohume was brought
to 25 ml and, after appropriate dilution, the determination
of Ag, Cd, Cu and Pb was carried out by electrothermal
atomic absorption spectrometry (ETA-AAS). A model
3110 Perkin-Elmer atomic absorption spectrometer with
HGAG00 graphite furnace and AS 60 auto sampler was
used. The hollow cathode lamps for Ag, Cd, Cu and Pb
were Perkin-Elmer Lumina™™ lamps. Platform atomiza-
tion and deuterium background correction were used.
The matrix modifier was magnesium nitrate (5 ug Mg pre-
pared from the stock solution of modifier from Perkin—
Elmer). Stock standard solutions containing 1000 mg 1™
of silver, cadmium, copper and lead were diluted to
obtain the highest calibration standard (25 pgl™' Ag;
2ug It Cd; 50 ug 17! Cu; 50 pg 17! Pb).

For accuracy checking, the analysis of three soil and
three plant samples (three replicates) was carried out by
inductively coupled plasma mass spectrometry (instrumen-
tal condition described below), using internal calibration
with germanium (10 pg 171} for analytical signal correction
and the two-point standard addition technique. No statis-
tically significant difference was found between ETA-AAS
and ICP-MS results (ANOVA).

2.3. Analysis of phytochelating

The analysis was performed by reversed-phase high per-
formance liquid chromatography (HPLC) with spectroflu-
orimetric detection (Doring et al., 2000}. The freeze-dried
roots were placed in liquid nitrogen and cell homogeniza-
tion was performed by mortar grinding. For the elimina-
tion of proteins and for the complexation of metal ions,
plant material aliquots (0.1 g} were placed in micro tubes

{1.5 ml} together with 1 ml of 6.3 mM DTPA (diethylene-
triaminepentaacetic acid) in 0.1% of triflucroacetic acid.
After 30 min, the samples were ultrasonicated (10 min}
and centrifuged (1850 g, 10 min). For reduction, 500 pl of
supernatant were treated with 100 ul of sodium borohy-
dride (15 mM). Monobromobimane (mBrB) was used for
pre-column derivatization of free thiol groups as proposed
by Sneller et al. (Sneller et al., 2000). In brief, 40 pl of the
above extract were mixed with 100 ul of 6.5 M DTPA
in 0.3 M HEPPS (3-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl jpro-
panesulfonic acid} and 20 pl MBrB (1.9 M in acetonitrile)
were added. This solution was kept in dark for 30 min,
the reaction was stopped by adding 40 ul of 1 M methane-
sulfonic acid and 20 pl of this solution was injected onto
the column. A Hewlett-Packard (Waldrom, Germany} Ser-
ies 1050 high performance liquid chromatograph with a
1046 A spectrofluorimetric detector and ChemStation was
used. The analytical column was Gemini Twin™™ Technol-
ogy column (silica-based composite with C18-organic shell,
pore size 100 A, 150 x 4.6 mm, 5 um} from Phenomenex.
The separation was achieved using three mobile phases
{A-0.05% heptafluorobutyric acid; B-methanol and C-ace-
tonitrile) in the gradient elution (0-0.5 min: 82% A, 15% B,
3% C; 0.5<4.0min: 77% A, 20% B, 3% C; 4.0-19.0 min:
69% A, 30% B, 3% C; 19.0-19.5 min: 82% A, 15% B, 3%
C; 19.5-20.0 min: 82% A, 15% B, 3% C} at a total flow rate
0.6 ml min~'. After each run, the column was regenerated
with 40% A, 60% C (2 min, 0.6 mlmin~"} and conditioned
with 82% A, 15% B, 3% C (3 min, 0.6 ml min~"). Spectro-
fluorimetric detection was at A, =380nm and A,,=
480 nm. The PC-2, PC-3 and PC-4 standards were kindly
provided by the University of Cincinnati. The quantifica-
tion was based on the glutathione peak area measurements
{Doring et al., 2000; Sneller et al., 2000). The external cal-
ibration was performed in the concentration range of glu-
tathione (GSH) that corresponded to 0.1-1.8 pgg ! (as
pg GSH per gram of the freeze-dried root homogenate),
1” = 0.9999. The correction factor for the efficiency of
derivatization was applied. This parameter was defined as
the ratio of the estimated thiol concentration as determined
by monobromobimane derivatization to the cysteine con-
centration as determined by amino acid analysis. The value
determined in the repetitive analyses was 70% (RSD 0.5%)
{Sneller et al., 2000).

2.4. Analysis of soil humic substances

UV/Vis spectrophotometric measurements were per-
formed on a Spectronic 3000 Diode Array Milton Roy
spectrophotometer (resolution 0.35 nm}. The aliquot of soil
{1 g} was extracted with 10 ml of sodium hydroxide 1 M
{30 min with agitation). The mixture was centrifuged
{18502, 10 min} and absorbance of supernatant was mea-
sured at 350 nm vs. 0.1 M sodium hydroxide as the refer-
ence. If necessary, the soil extracts were diluted with
0.1 M NaOH to fit within the calibration range. External
calibration was carried out using Fluka humic acid
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standard (Wrobel et al., 2003). The calibration solutions
were prepared to cover HS levels in soils from 1 to
21 mg g~ ! (> =0.9954).

2.5. Size exclusion chromatography of the soil extracts

For HS extraction, 10ml of 0.1 M sodium pyrophos-
phate was added to the dry soil sample (1 g), the mixtures
were stirred for 30 min at room temperature, centrifuged
and the supernatant was transferred to a volumetric flask.
The extraction was repeated four times and the final vol-
ume was brought to 50 ml with deionized water. The
extract obtained was diluted (1:1 v/v) with the mobile
phase and 100 ul were introduced to the chromatographic
system with spectrophotometric (254 nm, 400 nm) and
ICP-MS detection {(Wrobel et al., 2003). The high perfor-
mance liquid chromatograph was an Agilent Series 1100
equipped with an autosampler, a diode array detector
and Chemstation (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USAJ}. The chromatographic columm was Superdex ™™ Pep-
tide HR 10/30 (Amersham Biosciences Inc., Piscataway,
NI}. The separation was performed with 10 mM sodium
pyrophosphate, pH 10.3, at a flow rate 0.8 ml min~!. Cal-
ibration of the SEC column was performed using a mixture
of the following molecular mass standards: myoglobin
(17.6 kDa), substance P (1.35 kDa) and (Gly)s (0.36 kDa),
7 =0.9999.

An Agilent 7500ce inductively coupled plasma mass
spectrometer was used to obtain the elution profiles of met-
als. The solution eluting from the column was introduced to
the ICP-MS through the concentric nebulizer. The ICP-MS
conditions were as follows: forward power, 1300 W; plasma
gas flow, 15.01min~!; nebulizer carrier gas flow 0.89
1 min~!; make-up gas flow 0.24 1min~". The isotopes mon-
itored were Cu, *°Cu, 107Ag, 109Ag, Mg, H2eg, Mg,
207pp, 29%Pb with a dwell time of 100 ms per isotope.

3. Results and discussion

This work has been focused on the evaluation of phyto-
chelatins in wild plants, chronically exposed to heavy met-

Table 1

als, and their relationship with heavy metals and humic
substances in soil. As mentioned in the Introduction, silver
and gold mining activities in Guanajuato city date from the
sixteenth century. Several reports are available on the
actual status of certain metals and metalloids in different
environmental compartments (Garcia-Meza et al., 2004;
Morton-Bermea et al., 2004). Among these elements, lead,
cadmium, copper and silver were selected in this study,
because of their capability to induce phytochelatins in
plants (Maitani et al., 1996; Keltjens and Van Beusichem,
1998; Morelli and Scarano, 2001; Scaranc and Morelli,
2002). R. communis (castor bean) and Tithonia diversifolia
{Mexican sunflower) are common plants in Guanajuato
area. The accumulation of metals in castor bean has
already been reported (Khan et al., 1998; Giordani et al.,
2005). Its possible application in phytoremediation has
been explored (Giordani et al, 2005; Gupta and Sinha,
2007), yet data available for the second plant are scarce
{Olivares et al., 2002). Quite importantly, no information
on possible induction of PCs in these two biclogical species
has been found.

The cadmium, copper, silver and lead results in the
pooled soils and plant roots are summarized in Table 1.
As indicated in the Section 2, each analysis was performed
in triplicate and the values given are mean results with
respective standard deviations. The results obtained in soils
are within the ranges reported previously (Garcia-Meza
et al., 2004; Morton-Bermea et al., 2004}, yet the highest
metal concentrations were found at site 1, located close
to the mine tailing (362+8pgg™' Pb; 221+ 7 pugg™"
Cu; 42.20 + 0.65 pg g~' Ag and 0.373 + 0.018 ng g~! Cd).
Even though the two plant species were collected simulta-
neously from these same sites, higher metal concentrations
were found in R communis as compared to T diversifolia
(Table 1). As could be expected, the concentrations of
metals in roots were higher in plants collected from more
contaminated sites (site 1 and 2 vs. site 3).

The HPLC procedure reported elsewhere (Doring et al.,
2000; Sneller et al., 2000; Tang et al., 2003} was adopted in
this work for the evaluation of phytochelatins in plant root
extracts. In this procedure, metals are eliminated and PCs

Total cadmium, copper, lead and silver levels in soils and plant roots ¢ollected from three different sites in Guanajuato (1  Hacienda when the silver ores
had been processed in the past, 2 Riverside close to the mine tailing, 3  Site relatively distant from the mines)

Sample Site Ag Cd Cu Pb

Mean concentration of heavy metal © SD, pg g~ (dried weight)

Soil 1 4220 £ 0.65 0.373 + 0.018 21+7 362 +8
2 340 £0.07 0.483 + 0.010 206+ 1.0 194 £7
3 320+032 0.296 + 0.011 17.0£05 19.4+05

Mean concentration of heavy metal * SD, ng g7 (freeze-dried roots)

R. commumis 1 131£6 16+3 2580 £ 80 2740 £+ 60
2 141 £9 123+8 2600 + 70 1720 £+ 50
3 85+6 12222 992 + 17 198 £6

T. diversifolia 1 23 7 941 530+ 16 805 +18
2 3544 15+2 392+ 20 445 £ 10
3 <5 (DL) < 0.5 (DL) 1877 2054+06

nf not found.

171



2088 J AL Figueroa ef al. | Chemosphere 70 (2008 ) 2084 2081

are reduced to yield free thiol groups for fluorochrome-tag-
ging. It should be stressed that total pool of PCs is quanti-
fied, while information on specific metal-PCs complexes is
lost. Such approach is well suited for real field situations,
were plants grow in natural environment and are exposed
to different metals and metalloids. In Fig. 2a, typical chro-
matograms of monobromobimane-derivatized standards
are presented. The elution order of cysteine (¢, = 7.3 min),
glutathione (f = 12.2 min} and phytochelatins (PC-2
tree = 15.9 min; PC-3 ¢ = 16.7 min; PC-4 ¢, = 17.6 min}
as well as the elution of MBrB and its hydrolysis products
were in agreement with those observed by other authors
(Doring et al., 2000; Sneller et al., 2000; Tang et al,
2003}. Tt should be clarified that the formation of MBrB
degradation products increased with time, which caused
different magnitude of their chromatographic peaks as
can be observed in Fig. 2 and as reported by Sneller
et al. (Sneller et al, 2000). Typical chromatograms
obtained in the analysis of plant extracts are presented in
Fig. 2b. Tt should be stressed that PC-2, PC-3, PC-4 had
not been detected in T diversifolia, with no regard to the
soil metal profile. On the contrary, the elution of PC-2
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Fig. 2. Typical reversed-phase chromatograms: (a) standards derivatized
with monobromobimane: () phytochelatins PC-2, PC-3, PC-4; (-
glutathione (GSH); (- - -) L-cysteine (L-Cys); (b) roots extracts: { ) R
communis and () T diversifolia, both collected in the site 2, close to the
main tailing. (R derivatization agent and/or products of its hydrolysis.
For better comparison of the graphs, they have been offset on p axis.)

Table 2

Phytochelatin (PC-2) found in the root extracts of Ricinus communis;
humic substances in soils and a fraction of metal co-eluted with HS in size
exclusion chromatography (based on the peak area measurement vs. total
area of chromatogram)

Site PC-2, pgg™'®  HS, pgg '® Moetal association with soil HS®
Cd Cu Pb

1 23 481 0 14 14

2 5.1 415 0 15 100

3 0.5 1345 0 24 2

4 28 372 0 T4 59

5 2.2 593 0 1 94

6 35 143 0 32 27

* ng PC-2 per g of the freeze-dried cell homogenate.

b g of humic substances per g of the fresh soil.

© % of metal in soil extract, which co-eluted with HS in size exclusion
chromatography.

was observed in all extracts from R communis. This plant
was further collected from the sites marked as 4, 5 and 6.
The quantification results are presented in Table 2. The
detection of PC-2 in the extracts of R communis roots sug-
gests that, in this plant, the induction of phytochelatins
might be the integral part of its molecular defense against
heavy metals. Quite importantly, no elution of fluorescent
species was observed during column regeneration and con-
ditioning, indicating that PCs with longer peptide chains
{y-Glu-Cys),—, n >4} had not been present in the samples.
Furthermore, the formation of PC-5, PC-6 has been
reported only in transgenic plants (Takagi et al., 2002), in
cell cultures (Yen et al., 1999} and freshwater green alga
{Le Faucheur et al., 2005). Since no phytochelatins were
found in 7T diversifolia, our results seem to confirm
the genotype - dependent induction of phytochelatins
{Clemens, 2001; Hall, 2002).

Binding of polyvalent cations to humic substances
derived from different environmental compartments has
often been reported and the following order of decreasing
affinity has been proposed: Cu(Il}> Ni(Il} > Co(Il) >
Pb(II) > CA(IT) > Cr(IIl} >> (Mn{Il}, Mo{VI), Zn(II))
(Pandey et al., 2000; Evangelou and Marsi, 2001; Sadi
et al., 2002). Several authors observed that humus matter
is capable to reduce the bioavailability of certain metals
in soils (LL.amelas et al., 2005; Lorenzo et al., 2005; Remon
et al., 2005; Kungolos et al., 2006}. In Table 2, the levels of
soil HS found at each site are presented. To explore in
more detail possible relationships between soil levels of
heavy metals, humic substances (HS) and PCs induection,
correlation analysis was performed, using all data obtained
for Ag, Cd, Cu, Pb in soils and R. communis roots, PC-2 in
plant extracts and HS in soils, using a software package
Statistica for Windows (StatSoft Inc. 2000, Tulsa, OK)
The correlation matrix obtained is presented in Table 3 (r
— correlation coefficient and p — probability level). For
Cd and Ag, the statistically important positive correlation
between metal concentration in soils and in plants can be
observed (r=0.8092, p=0.051; r=10.9261, p=0.009),
while for lead and copper this relation presented low

172



J AL Figueroa et al. | Chemosphere 70 (2008) 2084 2091 2089

Table 3

Correlation matrix, obtained analyzing the results of all parameters determined in soils and plants (R communis) collected from six different sites in

Guanajuato city

Variable HS PC-2 GSH Soil Cu Soil Ag Soil Cd Sail Pb Plant Cu  Plant Ag Plant Cd  Plant Pb
Hs 1.0000
p=
PC-2 —.7825 1.0000
p=.066 r=
GSH 6618 —.4523 1.0000
p=.152 =368 p=
Soil Cu  —.4325 2267 .1099 1.0000
p=.392 P =666 p=.836 B
Soil Ag  —.3558 .3502 4233 4128 1.0000
p= 489 p=49% p= 403 p=416 p=
Soil Cd  —.5591 7857 —.2703 0711 4133 1.0000
p= 249 =064 p=.604 p=30.  p=ad1s =
Soil Pb —.2558 4261 —.3262 4076 —.2804 A728 1.0000
p= 625 p =400 p=.528 p=.422  p=.590 p=34 p=
Plant —.7457 3376 —.1646 5849 6787 1535 —.2427 1.0000
Cu p= 089 faeslit e p=.755 PELATE pEslEE p=.772 p=.643 r=
Plant —.2084 .0262 5208 5174 9216 1752 —.3208 6976 1.0000
Ag p= 692 p =961 p=.289 p=.293 p=.009 p=.740 p=.523 p=.123 p=
Plant —.5280 9395 —.2841 .0309 2760 .8092 A465 .0398 —.0866 1.0000
Cd = 250 p=.005 p=.585 p=.95%  p=.597 p=.051 p=.375 p=940 p= 870 e
PlantPb  —.6558 9573 —.3820 1240 3185 9115 5232 1577 —.0019 9664 1.0000
p=.157 p =003 p= 455 p=2815 p=.538 p=.011 p= 287 p=.765 p= 997 p=.002 p=

Significance level was set at p <0.1.

statistical significance (r=0.5232, p=0.287 and r=
0.5849, p = 0.223, respectively). Strong positive correlation
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Fig. 3. Typical size exclusion chromatograms of the soil extracts: {
monitoring 2®Pb, *Cd and ©Cu isotopes.
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plant (r =10.9664, p=0.002). On the other hand, the
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inverse correlation of metal in plants and soil humic sub-
stances was found. The statistical significance of such rela-
tion decreased in the following order: Cu> Pb > Cd > Ag
(r=-0.7457, p=0.089 r=-0.6558  p=0.157;
r=-—0.5280, p=0.282; r=-0.2084, p=0.692, respec-
tively). It should be stressed that the decreasing order of
the statistical significance observed in this work is in agree-
ment with the order of heavy metals affinity to humic sub-
stances, cited above {Pandey et al., 2000; Evangelou and
Marsi, 2001; Sadi et al., 2002). In the view of our results,
the binding of metals to soil humic substances contributes
in lowering their uptake by R. communis. Apparently, the
metals presenting strong affinity to HS have lower bicavail-
ability to this plant. Indeed, there was no important rela-
tionship between soil and plant levels for Cu and Pb, but
statistically important correlation between these parame-
ters was found for other two elements, presenting lower
affinity to HS (Ag and Cd).

To the best of our knowledge, soil humic substances
have not been related with the production of PCs in plants
so far. The statistical analysis of the results obtained in this
work revealed the inverse correlation between soil HS and
plant PC-2 (r = —0.7825, p = 0.066, Fig. 3). Among four
metals studied, cadmium levels in soil and in plant pre-
sented strong positive correlation with PC-2 (» = 0.7857,
p=0.064; r=0.9395, p=0.005, respectively). For lead,
the correlation was significant only between PC-2 and
metal in plants (r = 0.9573, p = 0.003) and other two met-
als (Cu, Ag) did not correlate with PC-2 in plants. These
results suggest that both, cadmium and lead promote phy-
tochelatin induction in R communis. The lack of correla-
tion between soil Pb and plant PC-2 (»=0.4261,
p = 0.400) suggest that soil humic substances contribute
in lowering the metal uptake by R communis.

The association of metals with soil humic substances at
each sampling site was estimated by size exclusion chroma-
tography. In Fig. 3a, SEC-UV chromatograms of the soil
extracts from sites 5 and 6 are presented. Typical elution
patterns of humic substances were obtained in the two
extracts (Wrobel et al., 2003}, yet site 5 contained signifi-
cantly higher concentrations (in agreement with the results
of HS determination, Table 2}. In Fig. 3b and d these same
chromatograms are presented, which were obtained while
monitoring 2%*Pb, ™Cd and %3*Cu isotopes. The relative
distribution of metals in moelecular mass fraction corre-
sponding to HS was estimated at each sampling site, by cal-
culating the fraction of metal co-eluted with HS in size
exclusion chromatography (peak area between 10 and
18 min of chromatogram with respect to total area of
ICP-MS chromatogram) and the results obtained are pre-
sented in Table 2. It can be observed that, independent of
the HS level in the sample, cadmium co-eluted with low
molecular mass fraction, so this metal apparently is not
bound to HS (Fig. 3¢, Table 2}. For copper and lead, their
elution occurred in different molecular mass fractions of
the soil extracts (Fig. 3b and d). As shown in Table 2,
higher relative contributions of lead with respect to copper

were always observed in the elution region of high molecu-
lar mass. Furthermore, the relative distribution of lead was
clearly affected by the concentration of HS (Fig. 3b). In
particular, for higher HS concentrations in soil extract, rel-
atively lower contributions of metal in low molecular mass
fractions was observed. These results provide further evi-
dence that the soil humic substances contribute in lower
bioavailability of those metals that present high affinity
to HS.

4. Conclusions

The original approach of this work was to evaluate pos-
sible relationships between the levels of heavy metals and
humic substances in soils and the induction of phytochela-
tins in the wild plants chronically exposed to low or mod-
erate levels of heavy metals in soil. The detection of PC-2 in
the extracts of R. communis roots suggests that, in this
plant, the induction of phytochelatins might be the integral
part of molecular defense against heavy metals. The results
obtained in the analysis of two different plants, collected
simultaneously form these same sites confirm that the
induction of PCs is genotype-dependent. Among four met-
als studied, cadmium and lead promote PC production in
R. communis. It is proposed that the role of these metals
in PCs induction would depend on their uptake by R. com-
munis, which apparently is controlled by the association of
metals with soil HS. This work provides further evidence
on the role of environmental conditions in the accumula-
tion of heavy metals and phytochelatin production in
plants.
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Abstract In this work, inductively coupled plasma mass
spectrometry determination of Ag, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu,
Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, T1, V, Zn, Th and U in com-
mercial tequila has been accomplished. The samples were
tenfold diluted (1% HNOs3), ethanol (4% v/v) was added to
multi-element calibration solutions and possible spectral
interferences were controlled by the use of collision/reac-
tion cell technology. The results obtained in the analysis of
40 brands showed low concentration levels of the elements,
in agreement with actual Mexican regulations, except for
copper. Statistically significant differences were found
between the concentration levels of copper, molybdenum,
mercury and thorium in 100% agave and mixed tequila
brands. In search of parameters useful for discrimination
between 100% and mixed tequila categories, 5-hydroxy-
methylfuraldehyde, 2-furoic acid (2-FAC), 2-furaldehyde
(2-FAL), 2-furylmethylketone (2-FMC), 5-methylfuralde-
hyde (5-MFA), syringaldehyde (SIR) were also determined,
using simple and fast reversed phase chromatographic
procedure. Principal component analysis was used as the
variable reduction procedure. In the multivariate model
obtained, a natural separation of 100%, mixed and aged
tequilas has been observed in the space defined by the first
three principal components that accounted for 94% of total
system variability. The analysis of correlation revealed
statistically significant direct relationship between 100%
tequila and 2-FAL, 5-MFA, Cu (f = 0.781, p = 0.028;
f=0688 p=0042; f=0664, p=0.046, respec-
tively), between mixed tequila and Hg, Th, Mo (§ = 0.948,
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p = 0.000; §=0.903, p =0.002; f =0.867, p = 0.012,
respectively) and between aged tequila and SIR, 2-FAC
(f = 0937, p=0.000;, f=02889 p=0.000, respec-
tively). In conclusion, among 25 parameters initially
selected, the above 8 (2-FAL, 5-MFA, Cu, Hg, Th, Mo, SIR,
2-FAC) could be useful in the multivariate discrimination
between tequila categories.

Keywords Tequila - Trace elements -
Furanic compounds - ICP-MS - HPLC

Introduction

Analytical data obtained in the characterization of food and
food-related products are useful to evaluate the quality of
raw materials as well as to get an insight on the processes
occurring during the elaboration, storage and undesired
decomposition of these products. Furthermore, chemical
analyses have been employed for assessing the authenticity
and/or aging conditions of alcoholic beverages. Within this
context, there has been considerable number of analytical
studies approaching the quality and authentification of
tequila [1-6]. The compounds contributing to the sensory
properties have been identified/quantified, namely volatile
organic compounds, alcohols, aldehydes, phenols, fructans,
inorganic anions, etc. The feasibility of stable isotopes ratio
2o, 18()/16()) has also been explored [7, 8].

On the other hand, information on metal/metalloid lev-
els in tequila is scarce [9, 10], even though such analyses
have been extemsively used in characterization of other
spirits and wines in terms of their geographical origin and
details of elaboration procedures [9, 11-14]. Inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) has often
been employed as analytical tool, because of its
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exceptional detection power (low part-per-billion to even
sub-per-trillion range), multi-elemental and isotopic capa-
bilities, wide dynamic range (up to 11 orders of
magnitude), high sample throughput and relatively few
chemical interferences [9, 15]. Both, sample pretreatment
procedures and ICP-MS instrumental conditions for multi-
elemental determination in alcoholic beverages have been
discussed by several authors [15-19].

According to the Mexican law, there are two basic
categories of tequila; 100% agave tequila and mixed
tequila. The latter category is produced by adding cane or
corn sugar to agave juice prior to fermentation, or by
adding ethanol obtained from these sugars to tequila spirit
(up to 49% wiv) [15]. Since 100% tequila is of higher
quality and it is preferred by the consumers worldwide [1],
there is a need for amalytical procedures enabling to dis-
tinguish between these the two categories. It is relevant that
hydrolysis of inulin contained in Agave fequilana Weber
(“blue agave”) to fructose require heating [14], which
results in higher contribution of Maillard products (furanic
compounds) in tequila with respect to other alcoholic
beverages produced from saccharose [16, 17]. In the pre-
vious study, the determination of aldehydes in tequila was
carried out by high performance liquid chromatography
(HPLC) after derivatization with 2,4-dinitrophenylhydra-
zine [3]. The results obtained confirmed that the profile of
furanic aldehydes depends on the type of fructans con-
tained in the raw material, as well as on the heating
treatment applied or not prior to fermentation. It was also
proposed that the concentration levels of 2-furaldehyde (2-
FAL) and 5-methylfuraldehyde (5-MFA) might be useful
in the discrimination between 100% and mixed tequilas.
However, for routine applications, the procedure based on
pre-column derivatization does not seem to be attractive.

In this work, the determination of metal/metalloid pro-
file in different brands of commercial tequila has been
undertaken for the first time. The results obtained for dif-
ferent categories of tequila were compared in search of
parameters that might be useful for discrimination between
100% and mixed tequila. Based on our previous results
pointing to the importance of furanic compounds in such
discrimination, five furanic compounds and syringaldehyde
(indicator of spirit aging in wooden barrils) were also
determined. The simplified reversed phased HPLC proce-
dure was proposed, avoiding derivatization step.

Materials and methods
Instrumentation

A model 7500ce inductively coupled plasma mass spec-
trometer (Agilent Technologies, Tokyo, Japan) with a
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Meinhard nebulizer and Peltier-cooled spray chamber
(2 °C) was used for element determinations. Instrumental
operating conditions were as followed: forward power
1,500 W, plasma gas flow rate 15 1 min~", carrier gas flow
rate 0.89 1 min ', make-up gas flow rate 0.15 1 min ?,
sampling depth 10 mm, nickel sampling and skimmer
cones, dwell time 100 ms per isotope (1 s for mercury), cell
gas He, 4 ml min_l, isotopes monitored: 51V, SZCr, 55Mn,
9C0, ONi, 55Cu, %7n, As, 2Se, Mo, VAg, MCd,
sy, 121gy, 137, W02y, 205T) Wpy, 2327y and 238(,
Agilent series 1200 liquid chromatograph with a diode
array detector and Chemstation for taking data was
employed for the analysis of furanic compounds (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). The chromatographic
column was Zorbax Eclipse C18 (150 x 3 mm, 3.5 pm).

Reagents

All chemical were of analytical reagent grade. HPLC grade
ethanol and acetonitrile were from Fisher Scientific
(Pittsburg, USA). Deionized water was used throughout
(18 M2 cm, Labconco, USA). The following Agilent
commercial solutions were used: (1) calibration standard
containing 10 mg 1! Ag, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn,
Mo, Ni, Pb, Sb, Se, T1, V, Zn, Th, U, (2) internal standard
(n, 10 mg 17" and (3} multi-element tuning  solution
(10 mg 171 of 1i, ¥, TI, Ce). Working solutions were
prepared by appropriate dilution. Stock standard solutions
of 2-furaldehyde (2-FAL), 5-hydroxymethylfuraldehyde
(5-HMF), 5-methylfuraldehyde (5-MFA), syringaldehyde
(SIR), 2-furcic acid (2-FAC) and 2-furylmethylketone (2-
FMC), 500 mg 17" each, were prepared, respectively, from
Sigma and Fluka reagents. Other Sigma reagents were
concentrated nitric and acetic acids.

Samples

Different brands of commercial tequila from the companies
renowned in Mexico (all of them localized in Jalisco and
Guanajuato states) were purchased in the local stores. In
total, 40 tequilas were analyzed and these included 27
100% tequilas and 13 mixed brands. Among these brands,
20 tequilas were “reposado” (aged in oak barrels for
2 months), 9 were “afiejo” (aged for at least 1 year) and 11
were “blanco” (without aging).

Procedures
ICP-MS analysis
Tuning procedure was performed daily (Li, Y, Tl, Ce,

1 pg 17! each); the response for oxides (“*°Ce!®0+/1*%Ce ™)
and double charged ions (**°Ce® *°Ce™) did not exceed
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0.8 and 1.4%, respectively. The optimization of collision/
reaction cell was carried out as described elsewhere [17,
20]. External calibration was performed using multi-ele-
ment standard solution [1% nitric acid or 4% ethanol, 1%
nitric acid (v/v)] at element concentration levels: 0; 0.2; 0.4;
1.0, 2.0; 5.0 and 10 pg 17! with addition of the internal
standard (1.0 pg 17! In). The analysis of tequila samples
was carried out in triplicate: 500 pl of the sample were
mixed with equal volume of nitric acid (10%), 100 pl of
internal standard {50 pg 17! In) were added and the volume
was brought to 5 ml. For the method of standard addition,
the samples were spiked with multi-element standard
solution to obtain their concentrations 0; 0.4; 2.0; 5.0 and
10 pg 17" as referred to undiluted tequila.

HPLC analysis

Chromatographic separation of five furanic compounds (5-
hydroxy-methylfuraldehyde (5-HMF), 2-furoic acid (2-
FAC); 2-furaldehyde (2-FAL), 2-furylmethylketone (2-
FMC), 5-methylfuraldehyde (5-MFA) and syringaldehyde
(SIR) was achieved on the Zorbax Eclipse CI18
(150 x 3 mm, 3.5 um) reversed phase column using
0.02% acetic acid and acetonitrile as mobile phases A and
B. The gradient elution was as follows: 0-2 min 15% B; 2—
3 min 23% B; 5-6 min 25% B; 6-6.5 min, 15% B) with
the total flow rate in the column 0.5 ml min~', injection
volume 10 pl. Spectrophotometric detection was carried
out at 249 nm for 2-FAC, 285 nm for 5-HMF, 2-FAL, 2-
FMC, and at 292 nm for SIR, 5-MFA. External calibration
was performed using the mixed standard solutions con-
taining 0; 0.05; 0.10; 0.25; 0.50; 1.00 and 5.00 mg 17t of
each compound. Tequila samples were ten times diluted
with mobile phase A and introduced to the chromato-
graphic system. Each analysis was carried out in triplicate.

Statistics

Principal component analysis was performed using
Unscrambler 7.5 (Camo, Norway) software package and
correlation between tequila variables was evaluated with
Statistica program (Statsoft Inc., Tulsek OK).

Results and discussion

The concentration levels of metals/metalloids in food-
related products have to be regulated and controlled in
order to avoid possible health risk for consumers. On the
other hand, such analytical information is useful for the
identification of geographical origin of dairy products or
specific details of their elaboration. Despite extensive
studies carried out in different alcoholic beverages

[9, 11, 12, 15, 21], specific information of trace elements in
tequila is scarce [10]. In this work, the determination of 19
metal/metalloids in 40 tequila brands elaborated by
renowned Mexican companies has been undertaken by
ICP-MS.

Determination of multi-element profiles by ICP-MS

It is well documented that high ethanol loads to ICP cause
carbon deposition on the sample introduction system, alter
considerably the plasma stability and may originate trou-
blesome spectral interferences (*Ar'?CT on 22CrT,
PoNTHT on AL, etc.). Several strategies are available
to control/eliminate the above effects, among them the use
of desolvating devices, optimization of plasma operating
conditions, high resolution instruments and collision/reac-
tion cell technology [22]. In the present work, tequila
samples were diluted 1:10 (1% nitric acid) in order to keep
ethanol concentration not higher than 4% (v/v}), the Peltier-
cooled spray chamber and octopole collision/reaction cell
were employed [17]. Both, hydrogen and helium were
examined as cell gases. For the selection of gas flow rate,
different flows (0-8 ml min™") were applied and the sig-
nals at m/z 52, 55, 75, 82, 137, 202 were examined in the
blank solution (1% nitric acid, 4% ethanol) and in the
analyte standard solutions {(Cr, Mn, As, Se, Hg, respec-
tively, 5 pgl™' each). In each case, the background
equivalent concentration (BEC) was evaluated [17, 20].
The selection criterion was to assure as low as possible
background signal without sacrificing the sensitivity. Using
He at 41 minfl, the interferences on >2Cr" were elimi-
nated and for other isotopes monitored, no interferences
were observed. To confirm the interference-free element
determination, the calibration was carried out using two
sets of analyte solutions: in the presence and in the absence
of ethanol, both using indium as internal standard. As can
be observed in Table 1, no important differences were
found between the values of detection limits, BEC and
regression coefficients for the two calibration systems. For
accuracy checking, the determination of elements was
accomplished in one brand of tequila by external calibra-
tion in the presence and in the absence of ethanol and also
by the method of standard addition (three replicates in each
case). From the results obtained (Table 2) it was decided to
perform quantification by external calibration using multi-
element solutions containing 1% nitric acid and 4%
ethanol.

Using the selected instrumental and experimental con-
ditions, multi-element determination was carried out in 40
brands of tequila. In Table 3, the mean result (with
respective standard deviation) and the concentration range
found for each element in 100% and mixed tequilas are
presented (selenium was not detected in any sample). It
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Table 1 Analytical parameters, evaluated for 19 elements in two
calibration procedures

Ton monitored DL (gl ') BEC@mgllH R

A B A B A B
Shy 54 45 4.8 71 1.0000  0.9990
e 127 13.1 37.0 384 1.0000 0.8990
>Mn 64 6.9 6.8 141 1.0000 05988
Mo 3.3 24 11.6 152  1.0000 0.9990
N 281 259 592 625 1.0000 0.9990
55Cu 417 406 68.0 704  1.0000 0.998%
857Zn 432 408 80.0 789 05997 0.5983
TSAs 193 20.1 558 607 10000 0.8950
825 881 756 174 145 1.0000  0.9990
Mo 85 100 95 131 009999 09981
Wag 5.6 7.2 453 562 1.0000 0.9968
ey 49 58 12.0 184 1.0000 05990
21gp 2.9 3.6 12.1 19.6  1.0000 0.8990
1%Ba 48 45 95 101 10000 0.89%0
202y 2.1 2.0 5.6 50 05997 0.9983
205 1.8 1.4 142 191 10000 06989
208pt, 147 161 607 417 1.0000 0.9991
2Th 1.3 1.1 85 146 09991 09972
il 09 08 1.4 13 05999 05991

A without ethanol (1% nitric acid), B in the presence of ethanoel (1%
ethanol, 1% nitric acid), DL detection limit, FEC background
equivalent concentration

should be mentioned that Mexican Official Norm regulates
the concentrations of four metals/metalloids in alcoholic
beverages, namely copper (2.0 mg 171), lead (0.5 mg 17%),
arsenic (0.5 mg 17" and zinc (1.5 mg1™') [23]. The
results obtained in this work indicate relatively high copper
levels in 100% agave brands {mean 2.58 + 2.81 mg 17,
range 0.011-11.6 mg 171), in agreement with the stripping
voltammetry results [10]. Other elements were found in
significantly lower concentrations: Co, Mo, Ag, Cd, Sb,
Hg, T1, Ubelow 1 pg 17" As, Ba, Cr, Pb below 38 ug 17"
Mn below 48 pg 17! and Zn below 200 pg 17! (Table 3).
Quite importantly, the concentration levels of elements
included in Official Mexican Norm for drinking water were
lower than maximum permissible levels, except copper
(maximum permissible levels: 130 pg 17! Mn; 3 mg 1™*
Zn, 50 ug 17 As; 50 pg 17! Cr; Spg 17! Cd; 25 pg 17!
Pb: 700 pg 17" Ba; 1 pg 17! He: 2 mg 17! Cu [24]). On the
other hand, statistically significant differences were found
between the concentration levels of copper, molybdenum,
mercury and thorium in 100% agave and mixed tequila
brands (Table 3), which suggest potential utility of these
data for tequila characterization.

@ Springer

Table 2 ICP-MS results obtained for metals/metalloids in tequila
sample (three replicates), obtained using three different calibration
modes

Isotope monitored Element concentration in tequila + 8D, pg 1 !

(Cu,mgl Y
1 2 3

sy 0325 4+ 0.008 0378 4 0.035 0332 4 0.016
ey 14.9 + 0.6 162 + 24 155+ 2.1
5Mn 2084+ 0036 3124008 342 4 0.07
*Co 0.141 £ 0.009 0.163 & 0.017 0.171 & 0.024
ONi 1424007 175+013 185+0.12
*Cu 185008 1824009 1844014
%5Zn 365+ 07 412412 404+15

T As 1594012 181044  1.74 £ 0.67
Mo 080+ 006 08 +009 087+022
Wing 1194+ 008 1244011 1284013
Mg 0.073 = 0.008 0.098 &+ 0.012 0.078 + 0.014
21gp 0.294 4 0.012 0275 &+ 0.014 0.268 + 0.021
3"Ra 214+ 001 340 +0.10  3.00=+ 0.09
22 g 0624009 043 +011 0594012
2511 007001 00840.01 0074002
208pp 2024009  2134+018 2224026
232Th 145+ 008  136+007 139+ 0.10
23300 0.035 = 0.002 0.041 = 0.004 0.039 = 0.005

1 External calibration in the absence of ethanol, 2 external calibra-
tions in the presence of ethanol, 3 the method of standard addition

Determination of furanic compounds
and syringaldehyde by HPLC

Based on the results from earlier studies focused on the
quality evaluation of spirit brands [4, 5, 25], 3-hydroxy-
methylfuraldehyde (5-HMF), 2-furoic acid (2-FAC), 2-
furaldehyde (2-FAL), 2-furylmethylketone (2-FMC), 5-
methylfuraldehyde (5-MFA) and syringaldehyde (SIR)
were selected in this work. In order to improve and sim-
plify our previous procedure [5] in terms of better
resolution, reduced amalysis time and lower solvent con-
sumption, the column with stationary phase of particle
diameter 3.5 pm and internal diameter (3 mm) was used.
Furthermore, the separation was carried out without pre-
columm derivatization. Diode array spectrophotometric
detector was set at three different wavelengths (249, 285,
292 nm) to assure similar sensitivity for each compound.
The chromatographic conditions such as mobile phase
composition, gradient program, column temperatare and
the total flow rate, were systematically examined and the
parameters finally selected are listed in the Procedures. In
Fig. la, typical chromatogram of mixed standard solution
is presented (2.5 ng ml ™! of each compound) and the short
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:;2;2; gfggqai;f;;ilsson Isotope monitored  Element concentration, ug 1 * (for Cu, mg 1 1) ANOVA

100% agave and mixed 100% agave Mixed tequila

commercial tequilas: for each

element, the average value and Mean & SD Range Mean & SD Range F P

g’,;oncenmmn Heige &S Ty 1.62+ 146  0.30-5.64 1.56 + 1.32 039-4.20 001 0522
Fy 133 +22 8.86-17.6 138+ 14 10.5-15.4 047  0.498
Mn 162+ 116 230478 125 4+ 11.9 127-32.1 072 0.403
*Co 029+028 0.10=+ 126 041 + 0.49 0.09-1.73 094 0339
SONi 457+ 612  >DL-256 251 4 2.69 >DL~8.34 1.04 0315
%Cu 258 £281 0.011-11.6 0.724 + 0.831  0.004-2.36 417  0.049
%5Zn 151 £199  11.9-951 74.91 4+ 93.71 728312 131 0.261
T8 517 £ 781 0.17-37.4 8.97 + 103 0.85-20.1 146  0.235
82ge Nt = Nt - = =
Mo 0.88 £ 034  0.65-2.37 201 + 1.91 0.79-6.59 938 0.004
107ag 056 £037 0.23-1.88 0.70 £ 0.14 0.42-0.90 120 0.282
e 007+019  >DL-09%0 0.05 + 0.14 >DL~-045 0.16  0.68%
215 020+ 016  0.04-068 0.32 £ 0.26 0.10-0.94 250 0123
13Ba 534 £ 477 1.29-237 948 &+ 10.5 1.20-314 271 0.109
202 g 0.02£008 >DL-032 0.96 + 1.57 <DL-137 257 0.000
202 0.08 £ 001 0.07-0.12 0.08 £ 0.01 0.08-0.11 1.02 0320
208py, 638 +5.82  0.94-183 8.33 + 6.85 223-236 072 0402

EN“& T;g};’l;‘;ﬁmgg&d 23Ty 178 £ 073 0.81-3.30 2.88 + 052 232377 317 0.0%4

B 238y 0.01+003 >DL-0.14 0.06 + 0.13 >DL-0.39 1.86  0.181

Nif not found

separation time of 7 min can be observed. The analytical
parameters of the procedure are presented in Table 4.

The analysis of six selected compounds was carried out
in these same tequila samples in which multi-elemental
profile had been assessed by ICP-MS. In Fig. 1b, the
chromatogram of one 100% tequila sample is shown. The
elution of six compounds can be observed with retention
times matching those obtained for authentic standards
(Fig. 1a). In Table 5, the results obtained for 100% and
mixed tequilas are resumed.

The important source of furanic compounds in alcoholic
beverages is the Maillard reaction, which occurs when
sugars are heated above their melting point [26, 27]. Since
the hydrolysis of inulin present in agave requires heating,
higher levels of these compounds can be expected in
tequila as compared to other spirits. Indeed, the concen-
trations of 2-furaldehyde in tequila found in this work
(10.64 £ 561 mg 1! in 100%, 657 £491mgl " i
mixed tequila) were higher than those reported for sugar
cane spirits (0.77 + 0.04 mg 17! in export products) [28],
brandies (1.66 mg 17" [5] and fortified wines supple-
mented with distilled spirit of grape origin (0.8-
8.7 mg 171) [29]. Furthermore, 100% tequila brands con-
tained significantly higher levels than the mixed brands
(Table 3), in agreement with our earlier findings [5]. It
should be stressed that in the brands of mixed tequila the

inulin hydrolyzate is diluted (sugar cane spirit, water),
which results in different profile of Maillard products as
compared to 100% tequila.

The results obtained for 5-methylfuraldehyde in 100%
tequila (4.50 + 3.87 mg 17!} were also significantly higher
as compared to the mixed brands (3.31 + 2.59 mg 17%),
vet the levels of other compounds in these two types of
brands did not present significant differences (Table 5).
The 100% and mixed tequilas analyzed were of three dif-
ferent types: “tequila blanco” (without aging), “tequila
reposado” and “tequila afiejo” (aged in wooden barrels).
Thus, the distribution of target compounds should depend
on both, Maillard reaction and aging procedure. It is well
established that, during storage in wooden barrels, the
degradation products of cellulose and hemicelluloses such
as phenolic aldehydes (syringaldehyde among others) and
foranic compounds (2-furaldehyde, 5-methylfuraldehyde,
5-hydroxy-methylfuraldehyde) are formed and extracted to
liquor. On the other hand, oxidation processes may occur,
vielding different aldehydes, ketones and acids (for
example 2-fureic acid) [4, 28, 30, 31].

In resume, the results obtained suggest possible utility of
2-FAL and 53-MFA levels in discriminating 100% and
mixed tequilas, while the concentration of other four
parameters seem to be dependent on the global effect of
Maillard reactions and tequila aging.
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Fig. 1 Reversed phase chromatograms of (a) standard solution
containing 5-HMF, 2-FAC, 2-FAL, 2-FMC, 5-MFA, SIR
25 mgl ! cach) and (b) 100% tequila, obtained at three different
detection wavelengths: 249 nm (dashed line), 285 nm (continuous
line} and 282 nm (dotted line)

Feasibility of ICP-MS and HPLC results
for the discrimination between 100% and mixed tequila

The utility of a wide range of analytical data has been
explored for the evaluation of quality and authenticity of
different alcoholic beverages. In search of methods enabling
characterization of tequila brands, GC-MS profiles of vol-
atile compounds, UV/Vis and FTIR spectra, HPLC
determination of aldehydes as well as ion chromatographic
determination of inorganic anions have been considered [2,
5, 8]. The result of any of the above analytical approach is a
multidimensional set of variables, which is difficult to
interpret without further statistical treatment. Principal
component analysis (PCA) has often been used for such
purpose, since this method reduces a number of variables
observed to a smaller set of artificial variables (called prin-
cipal components) that would account for most of the
variance in the raw data. As a result, partial visualization of
the data structure in a reduced dimension is obtained [2, 3].

The variables considered in this work were: the con-
centration levels of 6 compounds determined by HPLC, the
concentrations of 18 elements (Se not detected) determined
by ICP-MS, the descriptive variable distinguishing
between 100% agave and mixed tequilas and the descrip-
tive variable distinguishing between aged tequilas
(“reposado”, “afiejo”) and “tequila blanco™ brands. Since
all tequilas analyzed in this work were elaborated by
renowned companies, the obtained results would not be
valid in detecting spirit adulteration.

In the PCA model obtained, the first three components
accounted for 94% of total system variability. In the three-
dimensional plot of the sample scores in the space defined
by the first three principal components, a nataral separation

Table 4 Analytical parameters evaluated for 5-hydroxy-methylfuraldehyde (5-HMF), 2-furoic acid (2-FAC), 2-furaldehyde (2-FAL), 2-fu-
rylmethylketone (2-FMC), 5-methylfuraldehvde (5-MFA), syringaldehyde (SIR), while using HPLC procedure

Parameter Analyte

5-HMF 2-FAC 2-FAL 2-FMC 5-MFA SIR
A, nm 285 249 285 285 292 292
trey £ SD, min 1.95 + 0.09 228 £0.11 313 £ 013 430+ 0.16 553 +021 6.56 £+ 020
R? 0.9997 0.6999 0.993% 09999 0.9999 0.9999
Linear regression 178.6x — 4.27 9238x + 1.59 192.1x + 1.73 146.8x + 213 202.9x + 2.08 51.88x + 0.64
SE, intercept 0.8 0.5 04 12 1.5 1.1
SE, slope 3.4 37 4.7 33 5.8 1.6
DL, pugl * 0.8 0.9 0.6 09 0.5 1.2
CVoimg 2> % 1.5 1.3 1.0 14 1.5 1.4
CVoimer > P 0.4 0.3 0.3 0.5 0.5 0.6

DL-detection limit based on signal-to-noise ratio 6:1, referred to as the concentration of the solution injected on the column; SE-standard error of
intercept and slope, respectively, CV-relative standard deviation for 10 non-succeeding injections of this same solution (0.1 or 1.0 mg 1 h
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;ag]l: :naﬁ;iicoieigggfoozsal\];:d Analyte Analyte concentration (mg 1 1) ANOVA

and mixed commercial tequilas: 100% agave Mixed tequila

for each compound, the average

value and the concentration Mean £ SD Range Mean + 8D Range F p

range are given
5-HMF 0.50 + 0.83 <DL-331 1.01 + 1.00 <DL-3.28 3.20 0.083
Zhac 0.07 £ 019 <DL-057 003 £+ 0.08 <DL-0.12 0.50 0.352
2-FAL 10.64 £ 561 2.91-23.87 657 £ 4.91 1.41-10.81 4.76 0.038
2-FMC 0.81 £+ 067 0.16-1.53 102 g0 0.36-1.89 2.28 0.140
5-MFA 4.50 + 3.87 0.75-12.87 Fal =250 0.35-6.61 4.26 0.049

Jo ticlas; avoobigns The SIR 1.20 + 143 <DL-442 059 = 0.76 <DL-2.13 2.84 0.103

ANOVA results are presented

of 100%, mixed and aged tequilas can be observed @ Scores X-expl: 51%,28%,15%

(Fig. 2a). The three-dimensional plot of variable loadings

is presented in Fig. 2b. In this figure, 8 analytical variables e '/3‘4’ ) PC1

are shown (2-FAL, 5-MFA, Cu, Hg, Th, Mo, SIR, 2-FAC), \\___““

because the other 16 variables did not present any associ- 2- Aged = _:go\\

ation with tequila categories (data confirmed by statistical 1- GFﬁ .

analysis of correlation). The variables corresponding to 2- 0- \ 100 %

FAL, 5-MFA and Cu levels were grouped together with - PC3 PC2

100% tequila. Similar results were reported for 2-FAL and i dﬁ m

3-MFA in our previous work [5]. Copper presents catalytic Mixed 7 *h

activity in conversion of complex sulfur-containing mal- '3;(—\\ S =

odorous molecules, thus contributing to better sensorial 0 =

properties of distilled liquors [32]. This metal or its alloys 2 e 1 2

are commonly used to construct pot stills used in the dis- 4 5 4 3 %

tillation, which could explain relatively high Cu levels in

tequila and the association of this variable with 100% X-loadings X-expl: 51%,28%,15%

tequilas. The analysis of correlation revealed statistically (b)

significant correlation between 100% tequila and 2-FAL
(correlation coefficient f# = 0.781, p = 0.028); 100%
tequila and 5-MFA (f = 0.688, p = 0.042); 100% tequila
and copper {f = 0.664, p = 0.046), which clearly indi-
cates the importance of these three parameters for
discrimination between 100% tequilas and other brands.
The three variables associated with mixed tequila were
mercury, thorium and molybdenum levels (Fig. 2b). As
already mentioned, this category of tequila is obtained by
mixing 100% tequila with cane or corn spirit diluted with
drinking water, though 100% tequila itself is not diluted
after distillation. Since a distillation of fermented mash
eliminates a good part of metal species, the mixed tequila
could be characterized by metal distribution in drinking
water used in its production. The tequila brands analyzed
were produced in the geographical region corresponding to
neighbour states in Lerma river basin (Jalisco and Guan-
ajuato). In different occasions, we had determined trace
elements in superficial water, in municipal wells and in tap
water (unpublished data). Relatively low concentrations
were always observed, yet considerable differences in
element levels were detected, depending on specific ele-
ment, sample type, sampling site and the period of

0.6 PCL—"7
100%
0.4-
02 @ed‘\‘ L FAL \
= .

Fig. 2 Principal component analysis (PCA) of data obtained in
commercial tequila: a three-dimensional plot of the sample scores and
b three-dimensional plot of variable loadings in the space defined by
the first three principal components

sampling. However, the concentrations of some elements
(among them Hg, U, Th, Mo, Ba, Mn) were relatively
stable and comparable between different sampling sites,
which seems to confirm their potential utility as a markers
of water addition to tequila. Indeed, the results of corre-
lation analysis indicated statistically significant direct
relationship between mixed tequila and Hg, Th, Mo
(f = 0.948, p = 0.000; f = 0.905, p = 0.002; § = 0.867,

@ Springer

182



958

Eur Food Res Technol (2009) 228:951-958

p = 0.012, respectively). Similar approach to character-
ization of mixed tequila was based on the determination of
inorganic anions [6].

Concerning aged tequilas, in Fig. 2b this parameter was
grouped with syringaldehyde and furoic acid variables. The
correlation coefficients evaluated were f = 0.937
(p = 0.000) and § = 0.889 (p = 0.000), respectively.
Similar relationships were also observed by other authors
[28, 301.

Conclusions

Multi-element ICP-MS determination in commercial
tequila has been carried out for the first time. Possible
spectral interferences were controlled with the use of col-
lision/cell technology. The results obtained in the analysis
of 40 brands showed low concentration levels of Ag, As,
Ba, Cd, Co, Cr, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Tl, V, Zn, Th and
U, in agreement with actual Mexican regulations for
alcoholic beverages and also for drinking water. For cop-
per, the concentration levels found in 100% tequila were
higher than maximum permissible value (2 mg1™h. In
search of parameters useful for discrimination between
100% and mixed tequila categories, 5-hydroxy-methylfur-
aldehyde (5-HMF), 2-furoic acid {(2-FAC), 2-furaldehyde
(2-FAL), 2-furylmethylketone (2-FMC), 5-methylfuralde-
hyde (5-MFA), syringaldehyde (SIR) have also been
deteremined, wsing simple and fast reversed phase chro-
matographic procedure. Multivariate analysis of the data
set obtained has been carried out by the method of principal
component analysis. The feasibility of 2-FAL, 5-MFA, Cu,
Hg, Mo, Th, SIR and 2-FAC concentration levels to
characterize 100%, mixed and aged tequila has been
suggested.
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In this work, the quantification of two mercury species (Hg?* and CHzHg* )in fish tissues has been revisited.
The criginality of our approach relies on the use of Bi** as internal standard (IS) and on the modification
of typical extraction conditions. The IS (125 l, 1000 wg1-! Bi*) was added to the aliquat of fresh fish
tissue (400-500 mg). A high-speed blender and ultrasound-assisted homogenizationfextraction was car-
ried out in the presence of perchloric acid (1.5 ml, 0.6 mol 1=1), L-cysteine (500 wl, 0.75 mol 1= Jand 500 pl
toluene:methanol (1:1) Perchloric acid was used for protein denaturation and precipitation, toluene

Keywords: L helped to destroy lipid structures potentially sequestering CH3;Hg", L-cysteine was used to form water-
Mercury speciation . 23t 2 i . . s e

Eitsation soluble complexes with Bi**, Hg** and CH3;Hg*. The excess of perchloric acid was eliminated by addition
e of potassium hydroxide [pH 5 with acetic acid ). The obtained extract, was diluted with the mobile phase
HPLC-ICP-MS (1:1)and introduced (20 pl) to the reversed phase HPLC-ICP-MS system. The separation was achieved by

isocratic elution (2.5 mmeol 1= cysteine, 12.5 mmeol1=! (NH, )zHPO4, 0.05% triethylamine, pH 7.0:methanol
(96:4))at a flowrate 0.6 ml min-!. Column effluent was on-line introduced to ICP-MS for specific detection
of 202Hg, 29Hg and 2°°Bi. Analytical signal was defined as the ratio between 2°2Hg/2%9Bi peak areas. The
detection limits evaluated for Hg** and CH3Hg* were 0.8 and 0.7 jug 1. Recavery of the procedure, calcu-
lated as the sum of species cancentrations found in the sample with respect to total ICP-MS-determined
Hg was 91.9% for king mackerel muscle and 89.5% for red snapper liver. In the standard addition experi-
ments, the recovery results were 98.9% for Hg?* and 100.6% for CH3Hg". It should be stressed that the use
of Bi** as IS enabled to improve analytical performance by compensating for incomplete extraction and
for imprecision of sample handling during relatively non-rigorous protocol.

© 20009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Inorganic mercury (HgZ*) and methylmercury (CH3Hg*) are
the primary species of this element found in marine organisms
and fish consumption is the main source of methylmercury for
humans. Once the related environmental and toxicological risks
had been recognized, different governmental agencies established
acceptable mercury concentrations in food-related products [1]. In
particular, U.S. Food and Drug Administration {(FDA) has a regula-
tory action level of CH3 Hg* in fish at 1 mg kg~! wet mass (wm)[2].
Accordingly, there is a strong demand for robust analytical proce-
dures providing reliable data on both, total mercury and its chemical
species in these complex biological matrices.

In the actual state-of-the-art in speciation analysis, a preference
can be noted for using liquid chromatography separation coupled
to element specific detector [3-6]. In particular, the hyphenation of

* Corresponding author. Tel.: +52 473 7327555; fax: +52 473 7326252,
E-mail address: katarzyn@quijote.ugto.mx (K. Wrobel).

0039-9140/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.talanta.2009.04.057

high performance liquid chromatography (HPLC) with inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) offers the follow-
ing advantages: (i) no need for derivatization of mercury species,
(ii) different mechanisms of separation available and separation
accomplished at room temperature, (iii) easy coupling between
HPLC and ICP-MS, (iv) exceptional features of ICP-MS in terms of
interference-free and sensitive detection as well as its capability
for isotopic analysis [7-9].

While separation/quantification part ofanalytical protocol is not
problematic nowadays, the quantitative extraction of inorganic and
organic mercury without affecting natural distribution of species is
still a challenge. Several procedures have been studied under acidic
or alkaline conditions and the addition of complexing agents such
as L-cysteine, 2-mercaptoethanol, thiourea, ammonium pyrroli-
dine dithiocarbamate, sodium diethyldithiocarbamate or dithizone
has been considered [8-12]. More recently, ultrasound- and
microwave-assisted extractions have gained strength, since they
offer enhanced sample throughput and require lower amounts of
the reagents [4,7,8,12,13]. However it has often been commented
that the accuracy of final results is compromised by possible losses
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of volatile species during digestion at high temperature and ele-
vated pressure, species inter-conversion, or sample contamination
[14,15]. Different strategies have been explored to overcome the
above limitations, including the use of mild extraction conditions
[10,11,16] or the addition of a mercury species as internal standard
(Hg?*, ethylmercury or methylpropylmercury)[17-19]. It should be
stressed however that the method of internal standard has been
explored exclusively in gas chromatography separations. On the
other hand, speciated isotope dilution mass spectrometry (SIDMS)
has been recommended as a definitive quantification technique
and also a diagnostic tool, which enables to evaluatefcorrect for
species transformations and non-quantitative recovery [15,20-22].
Even though SIDMS for mercury speciation has been accepted as a
standardized US EPA method {method 6800) [4,23], uncertainties
due to measured isotope amount ratios and those associated with
the natural isotopic abundance of Hg [24], as well as the availability
of stable isotope enriched standards and high cost of the analysis
are still the limiting factors.

Worth mentioning is that, for easier sample handling and for
analytical reliability purposes, the quantification results are usually
referred to the mass of dried or freeze-dried sample [12]. However,
the regulatory levels are always expressed as the concentration
levels in wet mass in order to facilitate the evaluation of edible
portions [ 1]. In this work, the novel procedure is proposed for mer-
cury speciation in fresh fish tissues, in which bismuth ion is added
to the sample as internal standard thus correcting for imprecisions
committed during the entire procedure. The extraction conditions
reported previously have been modified and the requirement for
rigorous protocol has been eliminated. The proposed procedure
may be useful for fast quantitative evaluation of mercury species
in fish samples providing data that could be directly compared to
the values established by different governmental regulations {as Hg
concentration in wet mass).

2. Experimental
2.1 Instrumentation

An Agilent series 1200 liquid chromatographic system was used
and the column effluent was introduced to inductively coupled
plasma-mass spectrometry system via the short-length Teflon tub-
ing.

A model 7500ce ICP-MS (Agilent Technologies, Tokyo, Japan)
was used with a Meinhard nebulizer for total mercury determina-
tionand with a MiraMist Teflon® nebulizer for speciation analysis. A
Peltier-cooled chamber was operated at 2 °C. Tuning procedure was
performed daily using diluted Agilent solution (Li, ¥, TI, Ce, 1 g 1-?
each). The chromatographic and ICP-MS instrumental operating
conditions are given in Table 1.

A high-speed blender Ultra-Turrax® T25 was used for sample
homogenization.

2.2. Reagents and samples

All chemicals were of analytical reagent grade. Deionized water
{18.2M£2cm, Labconco, USA), HPLC-grade methanol and analytical
reagent-grade toluene { Fisher Scientific, Pittsburgh, USA) were used
throughout.

The standard solutions of mercury species (1000 mgl-! Hg)
were prepared by dissolving mercury chloride in 1% nitric acid and
methylmercury iodide in methanol (Sigma reagents) and were kept
in amber glass vials, at 4 °C. Stock solution of the internal standard
was prepared by dissolving bismuth nitrate (Sigma) in 1% nitric
acid (1000 mg1=! Bi). Working solutions were prepared daily by
appropriate dilution.

07

Table 1
HPLC-ICP-MS instrument operating conditions.

ICP-MS—total mercury determination
Forward power
Nebulizer gas flow
Make-up gas
Sample introduction

1500W

0.9 mlmin™'

0.12 mlmin~!
Meinhard nebulizer

Sample and skimmer cones Nickel

Sample depth 10 mm

Channels monitored 02 200 o 2R
Acquisition mode Spectrum analysis
Dwell time 100ms

HPLC-ICP-MS—speciation analysis

Column Gemini C18 (150 mm < 3mm, 5 p.m)

Mobile phase 2.5 mmol 1! 1-gysteine, 12.5 mmoll-!
(NH,4);HPO,, 0.05% triethylamine, pH
7.0:methanol (96:4)

Temperature Ambient

Flow 0.6 mlmin-!

Injection volume 20pl

Forward power 1500w

Nebulizer gas flow 0.9 mlmin~!

0.12 mlmin~!
MiraMist Teflon® nebulizer

Make-up gas
Sample introduction

Sample and skimmer cones Nickel

Sample depth 10 mm

Channels monitored 202Hg 200Hg, 209R;j
Acquisition mode Time-resolved analysis
Dwell time 60ms

The following Sigma reagents were used: nitric acid, perchloric
acid, phosphoric acid, acetic acid, ammonium phosphate dibasic,
L-cysteine, triethylamine, potassium hydroxide, hydride peroxide.

The king mackerel and red snapper fishes were self-caught in
Gulf of Mexico, Tabasco, Mexico.

2.3, Determination of total mercury

The digestion procedure reported elsewhere was slightly mod-
ified [12]. In brief, five aliquots of fresh tissue (0.4-0.5g) were
precisely weighed in 8 ml digestion wvials, 100 pl of IS solution
(1000 wg =1 Bi), 3ml of nitric acid (1:1) were added and the vials
were closed. The samples were heated in a water bath (60°C dur-
ing 12 h), cooled down, 1 ml of hydrogen peroxide was added and
the samples were again heated (60 °C, 1 h). Afterwards, the sam-
ples were cooled down, diluted to 20 ml with deionized water,
centrifuged {10,000 x g, 10 min) and the supernatants introduced
to ICP-MS. Alternatively, a portion of fresh tissue (10g) was dried
{40°C, 48 h)[12] and homogenized. Five aliquots (0.2 g) were pre-
cisely weighed and total mercury was determined as described
above. Moisture content was derived from the mass of fresh and
dried samples (five replicates of 1 g fresh tissue, these samples were
not used for mercury analysis). External calibration solutions con-
tained 0,0.2, 1.0, 5.0, 10,25 pg -1 Hg (inorganic mercury standard)
and 5.0 pg I Bi.

2.4 Analytical speciation procedure

Five aliquots of fresh tissue (0.4-0.5g) were precisely weighed
in 15 ml Falcon tubes, 125 .l of IS (1000 p.g 1! Bi) was added and
the polythron homogenization was carried out in the presence of
perchloric acid (1.5 ml, 0.6 mol -1}, L-cysteine (500 .1, 0.75 mol1-1)
and 500 pl toluene:methanol (1:1)(0.5-2 min). The mixtures were
sonicated {(room temperature, 1 h), centrifuged (10,000 x g, 10 min)
and 1000 .l of supernatant withdrawn. The excess of perchloric
acid was precipitated with 70 jul of potassium hydroxide, 9 mol I-1
and 10 pl of acetic acid was added to adjust pH 5. Then, the sam-
ples were again centrifuged (10,000 x g, 10 min); the supernatant
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diluted 1:1 with the mobile phase and introduced to the HPLC-ICP-
MS system (Table 1). The dried tissues (0.2 g) were analyzed using
this same procedure. External calibration was performed with
a series of standard solutions containing Hg2?* and CH3Hg* (0,
5.0, 10, 25, 50 pg =1 Hg each) and IS (10 p.g1~! Bi). For recovery
experiments, one mercury species (HgZ* or CH3Hg") was added
to the fresh tissue (100 wgkg=1, 200 pgkg ! Hg) together with
IS. These same concentrations were used for the method of stan-
dard addition, however in this case both mercury species (Hg?*
and CH; Hg") were added to the sample. Blank was always run in
parallel.

3. Results and discussion

The intent of this work was to develop relatively non-rigorous
and reliable procedure for the determination of Hg?* and CH3Hg" in
fish tissues. To do so, the use of bismuth ion as an internal standard
{IS) had been proposed and the extraction conditions have been
studied. To the best of our knowledge, this is the first application of
IS to analytical speciation of mercury based on liquid chromatog-
raphy separation.

3.1 Bismuth ion as internal standard

The aliquot of bismuth nitrate was added to the fresh tissue in
order to compensate for possible imprecisions committed during
the entire procedure. Bismuth was selected because of its simi-
lar affinity to sulfhydryl group as compared to mercury species
[25-27]. In particular, it was anticipated that bismuth would match
the behavior of inorganic mercury during extraction and HPLC sep-
aration. The concentration levels of HgZ* in marine organisms are
significantly lower than those of methylmercury and the majority of
available reference materials are certified for total mercury and/or
CH3Hg?*, but not for Hg?*, The use of Bi** should improve relatively
poor reliability of the results for HgZ* that had been observed in
different studies and attributed to low concentrations, noncerti-
fied values and high uncertainties of the analytical results [8,9,11].
Furthermore, 209Bi is one of the high mass IS recommended in the
US EPA method 6020A and also in other applications [28]. With
regard to the general requirements, 209Bi is close to Hg isotopes in
mass, however its ionization potential (7.3 eV) is lower than that
for mercury (10.4eV) [29]. Platinum had been proposed as the
better match for mercury [28], but it was not used in this study,
due to lower affinity of metal ion to thiols. Finally, it was exper-
imentally verified that natural concentration levels of Bi in fish
tissues were below the detection limit (<0.05 wgl1=! in the sample
digest).

3.2. Liquid chromatography separation with ICP-MS detection

Several liquid chromatographic conditions have been reported
for the separation of organic and inorganic mercury species
[7-9,26,30-32]. In particular, Percy et al. studied separation of
inorganic mercury and methylmercury considering their different
coordination chemistry towards thiols [26]. Since in the present
work L-cysteine is used for the extraction of Bi**, Hg%* and CH3;Hg*
from fish tissues, the mobile phase composition was adopted from
theabove studyand the finalconditionsaregiven inTable 1. InFig. 1,
a chromatogram obtained under the finally selected conditions is
presented. It can be observed that bismuth and inorganic mer-
cury species presented almost identical chromatographic behavior,
which confirms the formation of L-cysteine complexes and, hence
the feasibility of Bi** as IS in HPLC-ICP-MS speciation of mer-
cury. Total separation time (3 min) was comparable to the results
reported by other authors [8,26]. The external calibration was
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Fig. 1. High performance liquid chromatography-inductively coupled plasma

mass spectrometry chromatogram of standard solution containing Hg?*, CH; Hg*
(10 pgl-! Hg)and Bi** (10pgl-! Bi).

accomplished and the analytical figures of merit for the two mer-
curial species are presented in Table 2. As can be observed, using
the method of IS, better linearity, enhanced precision and slightly
lower detection limits were obtained.

3.3. Extraction procedure

The experimental conditions proposed in this work for mercury
extraction from fish tissues involve the use of perchloric acid,

Table 2
Analytical figures of merit evaluated for the speciation procedure proposed.
Parameter Hg* CH;Hg*

With IS WithoutIS WithIS Without IS
Retention time, min 1.314 0.02 2.06+0.03
Retention factor 0.25 096
Calibration range, pgl-! Hg 0-50 0-50
Signal mode Peak area Peak area
Analytical signal 201Hg209pj  0Hg 02HgR00p)  WIHg
R? 0.9986 0.9896 0.9999 0.9998
Std. error for slope, % 51 55 34 42
Std. error for intercept, % 7.0 7.8 5.8 W
DL, pgl-?! 038 09 0.7 09
CV, %(10pgl-1 Hg, n=5) 3.6 5.4 2 Sl
CV, % (50pgl~ Hg,n=5) 2.8 5 3.0 48

DL: detection limit calculated as three standard deviations of the baseline noise
versus calibration slope.
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Relative signal
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0.4 T T T T T
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Toluene:methanol in extracting medium, % (v/v)

Relative signal

0.50 0.75
L-cysteine, mol I

Fig.2. Effect of toluene:methanol(1:1) percentage (a)and L-cysteine concentratdon
(b) in the extracting medium on the relative analytical signals of inorganic mer-
cury (~B-), methylmercury (—4-) and bismuth(. ..0. . .), cbtained by HPLC-ICP-MS.
Chromatographic and detection conditions given in Section 2.

L-cysteine, toluene:methanol mixture, IS, homogenization/
extraction aided by a high-speed blender and sonication. The
original approach relies on the use of perchloric acid ( final concen-
tration 0.4 mol I=1) for denaturation and precipitation of proteins
[33]. The excess of acid was eliminated by precipitation of potas-
sium perchlorate (addition of potassium hydroxide). Final pH 5
was adjusted with acetic acid and the precipitate was removed by
centrifugation. On the other hand, the use of L-cysteine, toluene
and methanol was adopted from earlier studies. In particular,
toluene helped to destroy lipid structures potentially sequestering
CH3Hg" [10], L-cysteine was employed to form water-soluble
complexes with Bi**, Hg?* and CH3Hg" [5,8,25,26]. The effects of
L-cysteine concentration and toluene:methanol percentage were
studied in fresh muscle tissue of king mackerel. In Fig. 2, relative
analytical signals obtained for Hg?*, CHzHg" and Bi** are presented
as the function of percentage of toluene:methanol (1:1) in the
extraction medium and molar concentration of L-cysteine. These
results were obtained using final extraction, chromatographic
and ICP-MS conditions, while changing one variable (see Section
2.4). It can be observed that the highest relative responses for
the two mercury species and for bismuth were obtained for
0.75moll-! L-cysteine and for 20% (v{v) of toluene:methanol in
the extracting medium. Finally, it was experimentally verified
that, blender parameters (time 0.5-2 min) and sonication time
(40-80 min) had no significant effect on Hg?* and CH;Hg* results
obtained in fresh tissue using IS method. A chromatogram of the
respective tissue extract is presented in Fig. 3 together with a
blank chromatogram. The retention times of Hg?*, CH3Hg* and
Bi** corresponded to those obtained in the analysis of standard
solution.

709

1200 202Hg

CH3Hg"

1000

800 —

600

Abundance, cps

400

200 -

0.0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Time, min
209 Bi

3000 —

Abundance, cps

0.0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Time, min

Fig. 3. HPLC-ICP-MS chromatogram of (—) king mackerel tissue extract and {—)
blank.

3.4 Analysis of fish tissues

The proposed procedure was evaluated using two types of fish
tissue. In the first approach, total mercury was determined in
fresh and dried samples, using the internal standard method, as
described in Section 2. The results obtained for king mackerel
muscle were 227.1 £9.3 pg kg~ wm, 958.4 + 354 pg kg~ dm and
those obtained for red snapper liver were 126.2 4+ 10.8 g kg~! wm,
450.3 +30.9 pg kg1 dm, respectively. The moisture content was
76.8£04% in the muscle and 73.1£0.5% in the liver material.
Accordingly, no statistically significant differences were found
between the results obtained in dried and fresh material (ANOVA,
p<0.05). Furthermore, these results were within the concentra-
tion range of total mercury reported in FDA monitoring program
(1999-2004): 230-1670 wg kg~ wm for king mackerel from Gulf
of Mexico and from the levels below the detection limit up to
1366 g kg~ wm for snapper [34].

In further development, the speciation analysis in fresh tissues
was carried out. For quantification, the peak area for 292Hg (without
IS), or the ratio between peak areas 292Hg[209Bi (with IS) were used.
The results obtained by external calibration and by the method of
standard addition are presented in Table 3. With the use of IS, a
good agreement can be observed between the results obtained by
external calibration and by the method of standard addition. If the
IS had not been considered, the precision was clearly poorer (stan-
dard deviation values obtained for five sample replicates) and the
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Table 3

Quantitative results obtained for mercury species in two different fish tissues, jLg kg™ wet mass (wm).

Internal standard Hg?*

CH;Hg'

Ext. calibration

Std. addition

Ext. calibration Std. addition

King mackerel muscle, 227.1+ 9.3 pgkg~! wm

With IS 2844 13 275+ 2.2 VAR e 1812 + 47
Without [S 130825 268 + 3.6 113.8 £ 43 1766 £ 5.6
Red snapper liver, 126.2 + 10.8 pgkg~! wm
With IS 3574+ 14 363+ 26 257 A 50 765+ 55
Without IS 3084+ 26 359 + 41 548 +£ 6.2 7
Table 4
Recovery results obtained in the analysis of the king mackerel muscle.
Species determined Species concentration+ 5D, pgkg! (n=3) Recovery, %
Species added Found WithIS Without IS
Hg** CH3Hg* With IS Without IS
Hg* 0 0 275+ 22 268 £ 36 - -
100 0 1264+ 6.7 1006 + 7.1 989 73.8
CH;Hg* 0 0 1812 &£ 47 1766 £ 5.6 - -
0 200 3824 &£ 282 338.6 +£ 331 100.6 81.0
Bi?* 250 - 188.7 + 12.1 - 75.5

results obtained by external calibration were significantly lower
with respect to those from the method of standard addition. The
procedure recovery was evaluated as a ratio between the sum of
Hg2* and CH3;Hg" concentrations obtained in speciation analysis
(standard addition with IS) and total Hg determined by ICP-MS. The
recovery values were 91.9% and 89.5% for king mackerel muscle and
for red snapper liver, respectively. Speciation analysis was repeated
using dried fish tissues and quantification of mercury species was
accomplished by the method of standard addition with IS. The
concentrations of Hg?* and CH3Hg' found in mackerel muscle
were 133.94+ 8.7 wgkg ! dm and 703.7+45.1 pgkg 'dm and, in

snapper liver 154.2 +£11.2 pgkg ' dm and 231.3 + 16.0 pg kg1 dm,
respectively. Using dried material, the procedure recovery was
87.4% for muscle and 85.6% for liver. These results indicate that the
extraction from fresh tissue was more efficient as compared to the
dried material. The relative distribution of CH;Hg™" inthe dried mus-
cle was slightly lower with respect to the fresh tissue; 83.0% versus
86.8% (total Hg eluted from the column considered as 100%). Simi-
lar tendency was observed in the results obtained for snapper liver;
methylmercury accounted for 60.0% while analyzing dried material
and in the fresh tissue it accounted for 67.8% of Hg eluted from the
column.

Table 5
Comparison of different ex traction and HPLC-ICP-MS procedures for mercury speciationin fish tissues.
Analytical procedure DL, pg1~! (Hg) Species recovery, % Ref
Extraction HPLC CH;Hg' Hg? CH;Hg* Hg*
2-Mercaptoethaneol in 2% MeOH, MW: 65°C, C18, 150 mm x 1mm, 5 pm; 02 0.2 9545 9654+ 8 [7]
Smin 2-mercaptoethanol 0.2%,
MeOH 2%,EDTA 1 mg/L, pH 2.8;
separation time: 17 min
2-Mercaptoethanol 0.1%, KCl 0.15%, HCl 0.1%, C18, 150 mm x 3.9 mm, 5 p.m; 0.2 0.2 Complete recovery of total [16]
shaking: room temp., 12 h 2-mercaptoethanol 0.1%, MeOH Hg in reference materials
5%, CH3COONH4 60mM, pH
2.8; separation time: 13 min
25% TMAH; MW: 40 W, 4 min; neutralization C18, 150 mm x 3.2 mm, 3 pm; 052 - 83-100 = 9]
with CH; COOH 2-mercaptoethanol 0.01%,
MeOH:H;0 (1:1); sep. time:
4min
25% KOH or TMAH in MeOH, water bath 70°C, C18, 150 mm x 4.6 mm, 2 p.m; 0.78 0.46 99+4 - [8]
30min, sonication 30min, adjusunent to pH 4 50mM pyridine, 0.5%
L-cysteine, 5% MeOH, pH 3;
separation time: 4 min
5 MHCI, 0.25 M NaCl MW: 60°C, 10min C18, 150 mm x 4.6 mm, 2 p.m; 0.78 0.46 100% - 4]
50mM pyridine, 0.5%
L-cysteine, 5% MeOH, pH 3;
separation time: 4 min
5 M HCl; sonication: room temp., 30 min; cloud C18, 150 mm x 4.6 mm, 5 p.m; 0.013 0.006 82-115% in water samples, [11]
point extraction of DDTC mercurial chelates MeOH:acetonitrile:H,0 in fish not reported
(35:40:25); separation time:
14 min
Procedure proposed in this stitdy 0.7 0.8 100.6 98.9

MW: microwave assisted extraction.
¢ Detection limit as p.g/g (Hg).
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The concentration and relative distribution of mercury species
indifferent organs would depend on the environmental conditions,
food regimes, age and size of the fish. In spite of important discrep-
ancies among different studies, our results seem to be consistent
with previous data reporting about 80% of CH3Hg* with respect
to total Hg in muscle [35] and relatively lower percentage of this
species in liver than in muscle [36,37].

The spike recoveries for individual species were determined in
fresh tissues enriched by adding the appropriate amount of Hg?* or
CH3Hg* standard. Bismuth recovery was also examined. The results
obtained are presented in Table 4. For quantification performed
without IS, the recoveries of mercury species were 73.8% for Hg2"
and 81.0% for CH3 Hg", similar to the recovery value evaluated for
internal standard (75.5%). However, taking the analytical signal as a
ratio 202Hg [209Bj, the recoveries for the two mercurial species were
close to 100%. These results confirm the feasibility of Bi** as IS in
the extraction and HPLC-ICP-MS determination of mercury species
in fish tissues.

Finally, in Table 5 the proposed procedure is compared with
respect to several methods reported previously. As can be observed,
the chromatographic separation time, limits of detection and
species recoveries obtained in this work are similar to those
obtained under other extraction and separation conditions. The
important advantage of the procedure devised in this study is non-
rigorous protocol that can be applied directly to fresh fish tissues.
In this protocol, only the amount of sample and of IS added must
be accurately and precisely measured.

4, Conclusions

In this work, bismuth inorganic ion was proposed as internal
standard for the quantification of HgZ* and CH3Hg" in fish. A high-
speed blender and ultrasound-assisted homogenization/extraction
was carried out in fresh tissues, in the presence of IS, perchloric
acid, L-cysteine and toluene:methanol (1:1). Speciation analysis
was performed by reversed phase liquid chromatography sep-
aration of respective L-cysteine complexes with on-line ICP-MS
detection of Hg and Bi. Due to similar polarity and size of inor-
ganic mercury and bismuth complexes both, their extraction and
chromatographic behavior were almost identical, complying with
the general requirements for IS. Furthermore, ICP-MS multiele-
mental features enabled to quantify Hg and Bi co-eluting from
the chromatographic column. Quite importantly, the recovery of
the procedure was better while using fresh tissues than dried
material. In summary, the feasibility of Bi** as IS relies on the com-
pensation for incomplete extraction of mercury species and the
enhanced precision of the results obtained using relatively non-
rigorous protocol. The proposed procedure could be of interest
for fast evaluation of mercury species in fish samples, provid-
ing data that can be directly compared to the values established
by different governmental regulations {as Hg concentration in
wet mass).
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Abstract The intent of this work was to gain further
insight on the fungus-assisted degradation/solubilization of
humic acid and the related changes in metal-binding
profiles. In the experimental design, Aldrich reagent humic
acid (HA) or HA enriched with Cu, Pb, and Ni (HA(Me))
was added to Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
cultures in vitro. The cultures were supplied by different
carbon- and nitrogen-containing nutrients (glucose, Gle, or
glutamate, Glu and ammonium, NH,', or nitrate, NO; ,
ions, respectively) in order to examine their possible effect
on HA and HA(Me) decomposition. During the first 48 h of
fungus growth, gradual acidification to pH 2 was observed
in medium containing Glc + NH,", while for other cultures,
alkalinization to pH 9 occutred and then, the above
conditions were stable up to at least 200 h. Size exclusion
chromatography (SEC) with UV/Vis detection showed
progressive degradation and solubilization of both HA and
HA(Me) with the increasing time of fungus growth.
However, the molecular mass distributions of HA-related
soluble species were different in the presence of metals (HA
(Me)) as referred to HA and were also influenced by the
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composition of growth medium. The solubilization of Pb,
Cu, and Ni and their association with HA molecular mass
fractions were studied using inductively coupled plasma
mass spectrometry ([CP-MS) detection. Under acidic con-
ditions, relatively high concentrations of low-molecular-mass
metallic species were found in culture supernatants, while in
alkaline media, metal solubilization was generally poorer. In
confrast to low pH culture, SEC-ICP-MS results obtained
in alkaline supernatants indicated metal binding to degrada-
tion products of humic substances of MM > 5 kDa. In
summary, the results of this study suggest that fungus-
assisted degradation of HA and HA(Me) might be controlled
using approptiate N- and C- sources required for fungus
growth, which in turn would affect molecular mass distribu-
tion of soluble metallic species thus potentially influencing
their actual bioaccessibility.

Keywords Humic acid - Metals - Fusarium oxysporum -
SEC (size exclusion chromatography) -
ICP-MS (inductively coupled plasma—mass spectrometry)

Introduction

About 60% of organic matter in soil cotresponds to humic
substances (HS), usually defined as heferogenous and
polyelectrolytic compounds with a wide range of molecular
masses (up to 500 kDa) that are built from both, aromatic
and aliphatic units [1]. Two main fractions of HS can be
separated based on their pH-dependent solubility, namely
humic acid (HA) and fulvic acid (FA). Thus, HA fraction is
soluble only in alkaline media while FA fraction is soluble
in the whole range of pH values [2]. In general, FA refers to
lower-molecular-mass compounds with smaller number of

) Springer
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total aromatic carbons as compared to HA, though specific
structural differences between these two fractions have not
been fully understood [2-4]. It has been suggested that FA
might be a degradation product of HA [5, 6]. An important
feature of HS is their ability to bind polyvalent cations, with
the following affinity order: Cu(Il)>Ni(I[)> Co(I[)>Pb(II)>
Cd(ID)>Cr(IIL)» (Mn(IT), Mo(VI), Zn(I) [7, 8]. Different
experimental evidences were obtained indicating that both,
bridging between small molecules and complexation/chela-
tion by individual molecules are involved in metal binding
to HS [8, 9].

On the other hand, the participation of soil micto-
organisms, particularly fungi, in humification processes and
in HS degradation is well established [5, 10-13]. The
increased solubility of heavy metals in soil had been
observed during microbial growth and this effect was
ascribed to changes in soil acidity and related solubility of
HS degradation products. The release of polyvalent metal
cations participating in HS aggregation was also considered
[11]. However, as pointed out by Grinhut et al., the details
of the HS degradation processes are far from being fully
understood and, in particular, these processes would depend
on the fungus species involved [14].

Among common fungal species occurring in natural
envitonments, Fusarium oxysporum is a plant pathogen that
colonizes xylem. In particular, F. exysporum f. sp.
heapersici causes a tomato plant disease called Fusarium
wilt, which is manifested by vellowing of leaves and brown
discoloration in the vascular tissue, eventually followed by
the plant death. Within the context of this study, the ability
of different Fusarium species for coal solubilization and HS
degradation has been reported [15-17]. Among possible
mechanisms responsible for HA degradation, the produc-
tion of alkaline substances, the extrusion of chelators
and the activity of fungal exoenzymes have been repotted
[17, 18]

In the present work, the degradation/solubilization of
humic acid and the related changes in heavy metal binding
have been investigated in the presence of F. oxysporum f.
sp. lycopersici. In order to obtain specific data on the
interaction between fungi and HA, reagent-grade HA or
HA saturated with Cu, Pb, and Ni were added to in vitro
culfures. Since various authors had pointed to the impor-
tance of the nutrients composition [11, 12, 17], two
different sources of carbon (glucose and glutamic acid)
and nitrogen (ammonium and nitrate ions) were examined.
The analytical tools employed for the evaluation of fungi-
mediated changes were: size exclusion chromatography
(SEC), UV/Vis spectrophotometry, and inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS). The results obtained
might confribute to better understanding of fungus-
mediated degradation/solubilization of humic acid and
HA-associated metals.

4) Springer

Experimental
Apparatus

An Agilent series 1200 liquid chromatograph equipped
with an autosamplet, a diode atray detector and Chemsta-
tion (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) was
used. The chromatographic column was BioSep-SEC-S
3000 (300x7.80 mm, 5 pm), Phenomenex.

A model 7500ce inductively coupled plasma mass
spectrometer (Agilent Technologies, Tokyo, Japan) with a
Meinhard nebulizer and Peltier-cooled spray chamber (4 °C)
was used. Tuning procedure was performed daily using
diluted Agilent solution (Li, ¥, TI, Ce, 1 ug L. ' each). The
optimization of collision/reaction cell was carried out as
described elsewhere [19].

The chromatographic and ICP-MS instrument-operating
conditions are given in Table 1.

Reagents and solutions

All chemicals were of analytical reagent grade and
deionized water (18.2 M{} cm, Labconco, USA) was used
throughout the experiments.

The stock solution of humic acid (HA, 5 mg mL ) was
prepared by dissolving Aldrich reagent HA in 0.1 mol L
sodium hydroxide and adjusting to pH 7.5 with 0.5 mol L '
nifric acid (Sigma reagents). Two aliquots (10 mL) were
taken and 250 pl. copper acetate, 250 pl lead nitrate and
250 uL nickel nitrate (100 mmol L ' each, Sigma reagents)
wete added to the first one. To assure the same HA
concentration in the two solutions, 750 pL of deionized
water were added to the second aliquot. The two solutions
were left for 2 days at room femperature to complete metal
binding to humic acid [7]. To eliminate the excess of non-
bound metallic species, HA incubated with Cu, Pb, Ni (HA
(Me)) and, in parallel, HA without metal addition, were
precipitated by acidification with nitric acid 0.5 mol L %
After centrifugation (3,000%g, 10 min), the supernatants
were eliminated and the solid residues were washed three
times with diluted nitric acid (pH 3). Finally, the residues
were transferred to volumetric flasks and, in each case the
volume was brought to 10 mL with deionized water (final
pH 7.5 with sodium hydroxide).

Mobile phase for size exclusion chromatography was
prepared by dissolving sodium pyrophosphate tefrabasic
decahydrate (Fluka) and adjusting pH 7.5 with nitric acid.

Fungus strain and growth conditions
F. oxysporum f. sp. lcopersici strain 4287 (race 2) was

generously provided by Professor M.I.G. Roncero (Depar-
tamento de Genética, Universidad de Cérdoba, Espafia)
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Table 1 The instrument
operating conditions of

ICP-MS determination of total soluble metallic species

SEC-ICP-MS
Forward power

Nebulizer gas flow
Make-up gas

Sample introduction
Sample and skimmer cones
Sample depth
Collision/reaction cell gas
Channels monitored
Acquisition mode

Dwell time

SEC analysis of culture supernatants

Column

Mobile phase

Flow

Injection volumen
UV/Vis detection
ICP-MS detection
Forward power

Nebulizer gas flow
Make-up gas

Sample introduction
Sample and skimmer cones
Sample depth
Collision/reaction cell gas
Channels monitored
Acquisition mode

Dwell time

1,500 W

089 mL min

0.15 mL min*

Meinhard nebulizer

Nickel

10 mm

40 mlL min ' He

S0\, SICu, $5Cu, 207, 298Py
spectrum analysis

100 ms

BioSep-SEC-S 3000 (300%7.80 mm, 5 um)

10 mmol L7! sodium pyrophosphate (pH 7.5)

0.8 mlL min™’

5 uL for UV/Vis and 20 uL for ICP-MS detection
420 nm

1,500 W
0.89 mL min~'

024 ml min!

MiraMist Teflon® nebulizer
Nickel

10 mm

40 mL min' He

sON7, $3¢y, $5Cu, 27pb, 298ph
Time-resolved analysis

100 ms

and stored as a microconidial suspension in 30% glycerol
at —80 °C.

The fungus was grown in 250-mL Erlenmeyer flasks
with 50 mL synthetic medium (SM) that contained 0.2 g
MgS0,-7H,0, 0.4 g KH,PO,, 0.2 g KCl, 0.01 g FeSO,,
0.01 g ZnSO,, and 0.01 g MnSO, in 1 L deionized water
(Sigma reagents) [20]. Before antoclaving, this solution was
supplemented altematively with monosodium glutamate
(Glu) or glucose (Glc) as a carbon source (final concentra-
tion 1% m/v} and ammonium chloride (NH,") or potassium
niftate (NOsz ) as a nitrogen source (final concentration
0.1% m/v, Sigma reagents). The growth media were
additionally amended with 0.5 mL of humic acid (HA) or
humic acid enriched with metals (HA(Me)), both of them
prepared as described in the previous section. The fungus
cultures were obtained by inoculation of 10® microconidia
mL ! in each of the above media and incubation for 6 days
at 28 °C on a rotary shaker at 150 rpm. In summary, a series
of fungal cultures were obtained that can be described as
follows, depending on the composition of the growth
medium: Glu-NO3 -HA, Glu-NO; -HA(Me), Glu-NH, -
HA, Glu-NH,-HA(Me), Gle-NO; -HA, Gle-NO; -HA

(Me), Gle-NH,™-HA, Gle-NH,-HA(Me). Cultures without
addition of humic acid were also obtained as controls.
Three aliquots of each suspension (2 mL) were taken for
analysis at 0, 24, 48, 96, and 144 h from inoculation.

Procedures

ICP-MS determination of total metal concentrations
in fimgal supernatants

The aliquots (1 mL) of fungal cultures were taken at
different times from the ineculation (0-144 h), centrifuged
(10,000xg, 10 min) and appropriately diluted with deion-
ized water. The insfrument-operating conditions are given
in Table 1. External calibration was petformed using multi-
element standard solution (0.1% nitric acid (v/v)) at element
concentration levels: 0; 0.2; 0.4; 1.0; 2.0; 5.0; and
10 ug L ' with addition of the internal standard
(1.0 pg L " In), #* > 0.9996. The detection limits for Cu,
Pb and Ni were 40 ng L. ', 15 ng L ', and 28 ng L %,
respectively. For accuracy checking, NIST 1643d-certified
reference material (trace elements in water) was analyzed.

) Springer
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For three independent analyses, the results obtained for Cu,
Pb, and Ni were 202 £ 1.6 ug L !, 193 £ 0.8 ug L ! and
603 + 1.9 ug L ', showing a good agreement with the
certified values (20.5 =38 pug L ' Cu; 182+ 0.6 ug . * Pb;
58.1 = 2.7 ug L * Ni). All analyses were run in triplicate.

Size exclusion chromatography with spectrophotometric
and ICP-MS detection

The culture suspensions were sampled at 0, 24, 48, 96, and
144 h from inoculation, then centrifuged (10,000»g, 10 min),
twofold diluted with the mobile phase and introduced to size
exclusion chromatography system with UV/Vis or ICP-MS
detection. The instrument-operating conditions are given in
Table 1. Calibration of the SEC column was performed using
the following Sigma molecular mass standards: bovine
serum albumin (66 kDa), carbonic anhydrase from bovine
erythrocytes (29 kDa), cytochrome C from horse heart
(12.4 kDa), apoprotin from bovine lung (6.5 kDa), and
(Gly)g (0.36 kDa), detection at 280 nm, 7~ = 0.9995.

Results and discussion

The original idea of the present study was to evaluate the
effect of K oxysporum f. sp. hecopersici on the degradation/
solubilization of humic acid enriched with heavy metals (HA
(Me)) in the presence of different nitrogen- and carbon-
containing nutrients required for fungus growth and to
investigate the related changes in molecular mass distribution
of soluble metallic species. For comparative purposes, the
fungus was grown in confact with HA(Me) or humic acid
without metals added (HA). Humic acid was used, because it
had been reported that HA is more readily degraded by
micro fungi as compared to FA [14, 16]. Aldrich reagent HA
was preferred, since the fractionation of humic substances
from natural environments is hindered by their complex
interaction with mineral components and clays [14]. Fur-
thermore, the use of reagent HA would facilitate the
interpretation of fungus-mediated changes in HA elution
profile obtained by size exclusion chromatography [7, 14,
21]. The selection of copper, lead, and nickel was based on
their high affinity to humic substances [7, &]. The culture
supernatants were analyzed at different times from inocula-
tion of fungus in order to obtain experimental evidences on
the degradation/solubilization of HA(Me) and HA. The
determination of soluble metals species was also performed.

Effect of nitrogen and carbon sources
on F. oxysporum-mediated acidity changes

The initial pH values of the growth media were slightly
acidic: pH 3.0 in the presence of glutamate (Glu) and pH

4) Springer

4.2 in the presence of glucose (Glc). The Aldrich reagent
humic acid is comprised of a wide range of molecular
masses (from MM < 1 kDa up to 450 kDa) [2, 14] and, at
0 h of fungus growth, the major fraction of HA and HA
(Me) was present as a suspension. Since the important pH
changes due to microbial activity had been reported and the
observed effects were related to the presence of different
carbon or nitrogen sources [11, 12, 17], in this work, the pH
of cultures containing either Glu or Gle and NH," or NO;

was examined at 0, 24, 48, 96, and 144 h from the
inoculation of F. oxysporum. In the presence of Glu-NO; ,
Glu-NH,", and Gle-NO; , pH gradually icreased during
the first 48 h to pH 9, while in the presence of Gle-NH,"
acidification of the cultures (pH 2) occurred (Fig. 1). It was
experimentally verified that no pH changes occurred in the
absence of fungus. On the other hand, essentially these
same acidity changes as shown in Fig. 1 were observed in
cultures without addition of HA, in cultures amended with
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Fig. 1 Effect of carben and nitrogen sources on the pH changes of
oxysporum L. sp. freopersici cultures during the 144 h rowth period
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HA and with HA(Me), which clearly indicates that these
changes were due to the fungus metabolic activity. The
results reported previously [11, 17, 22], were less specific,
since only nitrogen compounds (casein, nitrate ion) or
carbon sources (carboxylic acids or carbohydrates) had
been considered. As could be expected, the results obtained
in this work indicate that pH changes depend on the
combination of nitrogen- and carbon nufrients and, in
particular, glucose and ammonium ion were required to
increase the acidity of in vitto F. oxysporum f. sp.
Wecapersici cultures.

Degradation and solubilization of humic acid
in the presence of fungus

In Fig. 2, size exclusion chromatograms obtained for
supernatants of fungus culture made in medium containing
glutamate, ammonium ion, and HA (Glu-NH, -HA) are
presented at 0, 48, 96, and 144 h from inoculation. In
agreement with the reported composition of Aldrich HA
reagent [2], the molecular mass fractions eluted from the
column cover the MM region from below 1 kDa up to
500 kDa. At 0 h from inoculation (pH 3.0), higher-
molecular-mass compounds were not solubilized and the
only molecular mass fraction eluted from the column
corresponded to the compounds of MM < 5 kDa. For
incubation times longer than 48 h (pH 9), total area under the
chromatograms increased with the time of fungus growth,
indicating the increasing solubility of HA-related compounds.
However, the elution profile did not resemble typical
distribution of MM in humic acid [&], since very low
chromatographic signal can be observed at MM > 70 kDa.

MM, kDa
500 100 10 1

3+ [ T T ALy 1

mAU, 420 nm

Time, min

Fig. 2 SEC-UV/Vis chromatograms of the supernatants of Fusarium
cultures containing glutamate, ammonium ion, and humic acid (Glu-
NH,"-HA) at different times from inoculation

On the contrary, the contribution of compounds with MM <
60 kDa in the culture supernatant increased at longer times
of fungus contact with HA, which points to the degradation
of HA with formation of soluble, lower-molecular-mass
compounds (Fig. 1s in the Supplementary material shows
that the fractions eluting in the MM range 5—60 kDa present
typical humic acid UV/Vis spectra). Similar results were
obtained in the analysis of cultures contaming Glu-NH, -
HA, Glu-NO; -HA, and Gle-NO; -HA (pH 9), while in the
presence of Gle-NH,-HA (pH 2), the degradation process
was much less pronounced (data not shown).

The inhibition of F. exysporum growth in the presence of
humic substances (100 — 300 pg mL ') was reported [23].
Since such inhibition could be an important factor in the
evaluation of the fungus-assisted degradation and solu-
bilization of HA and HA(Me), lower HA concentration
(50 ug mL ') was used in this work and it was
experimentally verified that both HA and HA(Me) had no
effect on the growth of fungal biomass (Fig. 2s in the
Supplementary material).

In agreement with the previous reports, formation of
naphthoquinone fungus metabolites was observed [24]. The
synthesis of pigments was favored at acidic conditions
(Gle + NH;"), however, it was clearly inhibited in the
presence of humic acid (Figs. 3s and 4s in the Supplemen-
tary material). Overall, no relationship between HA
degradation and the formation of naphthoquinone metabo-
lites was obsetved in this work.

Fungus cultures were also obtained in the absence of
humic acid and the respective supernatants were analyzed
by SEC-UV/Vis. In any growth conditions examined in this
work, only small chromatographic peaks were observed,
which confirms that compounds of MM in the range 5 —
60 kDa, eluting in the supernatants of cultures containing
HA or HA(Me) corresponded to HA degradation products
(Fig. 5s and 6s in the Supplementary material shows the
chromatograms of supernatants from cultures obtained in
different media in the absence and in the presence of humic
acid, respectively).

Finally, the elution profiles of HA in the absence of the
fungus were examined in the growth media adjusted to pH
2 or pH 9, respectively. As expected, under acidic
conditions (Gle-NH,"), no solubilization of HA was
observed. The supernatants of alkaline media, (Glu-NH,',
Glu-NO; , and Gle-NO; , pH 9) sampled at different times
showed typical HA elution profile [8], which indicates that
in the absence of fungus, the solubilization occurred
without degradation.

From the results obtained, it can be deduced that F
oxysporum L. sp. lyecopersici presents capability for degra-
dation of humic acid with formation of lower MM soluble
compounds, as previously shown for a wide range of soil
micro fungi, including other Fusarium species [10, 17].
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Furthermore, the results presented here indicate that the
degradation and solubilization of HA by fungus activity
might be attenuated by the choice of the nutrient compo-
sition that affects the acidity of medium.

Metal binding to humic acid in the presence
of F. oxysporum f. sp. lycopersici

To examine the fungus-mediated degradation/solubilization
of humic acid enriched with heavy metals (HA(Me)), the
supernatants from four cultures (Glu-NO; -HA(Me), Glu-
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Fig. 3 SEC-UV/Vis chromatograms of the supernatants of Fusa-
rium cultures containing humic acid with metals (HA(Me)) and
different sources of carbon and nitrogen (144 h from inoculation).
(a) Glucose as a C-source: Gle-NH,"-HA(Me) (solid line),
Gle-NO;-HAMe) (broken line), (b) Glutamate as a C- source:
Glu-NH,-HA(Me) (solid line),Glu-NO;-HAMe) (broken line)

4) Springer

NH,-HA(Me), Gle-NO; -HA(Me), Gle-NH, -HA(Me))
were obtained at different times from inoculation and
analyzed by SEC-UV/Vis (420 nm). The chromatograms
obtained at 144 h are presented in Fig. 3. The HA(Me)
presented lower solubility as compared to HA, especially
when glocose was added as the C-source (compare the
intensity of chromatographic peaks in Figs. 2 and 3).
Furthermore, the lowest solubility was observed in culture
Gle-NH,-HA(Me) (pH 2), confirming pH-dependent deg-
radation/solubilization. Similarly, as for cultures amended
with HA, the contribution of high-molecular-mass com-
pounds (MM > 70 kDa) was always relatively low. The
major fraction of HA-related compounds eluted in the MM
region from 60 kDa to 5 kDa, which indicates the
degradation of HA(Me). However, the maximum chro-
matographic peak for HA(Me) corresponded to higher
molecular mass as compared to HA (20 kDa versus
10 kDa, as shown in Figs. 2 and 3). These results support
eatlier findings that metal complexation by humic sub-
stances is responsible for their increased chemical stability
and lower susceptibility to degradation [25, 26]. Further-
more, higher MM of the degradation products of HA(Me)
with respect to HA observed in this work seems to confirm
the role of metallic ions in the aggregation of humic acids
[8, 9] and indicate that during fungus-mediated degradation
of HA, metal-bridging effect is not totally eliminated.

Independently, on the growth conditions, in the elution
region corresponding to MM < 10 kDa, the fine structure of
bulk chromatographic peak can be observed (Fig. 3), which
was absent on the chromatograms of HA (Fig. 2). The
results obtained suggest that metal binding contributes to
molecular mass distribution of fungus-mediated HA(Me)
degradation products. Furthermore, the sharp chromato-
eraphic peaks were best resolved in the supernatant of Gle-
NH,-HA(Me) culture, in which HA-related compounds
were pootly solubilized (pH 2). Therefore the low-
molecular-mass compounds (MM around 1 kDa) could
correspond to metal complexes absorbing at 420 nm. The
role of chelators produced by fungus or the role of
compounds present in the growth medium (e.g., glutamate,
glucose or ammonium ion) in the complex formation could
be considered, as proposed by other authors [12, 17]. In the
earlier study, the presence of easily degradable C-sources
was shown to facilitate HA degradation by fungi [14] and it
seems possible that metal ion complexation might be one of
the confributing processes.

Total metal concenfration levels were determined in
culture supernatants at different time of HA(Me) contact
with F oxysporum and the results are presented in Fig. 4.
Since pH conditions varied at the beginning of fungal growth
and because of the importance of pH for the solubilization of
metal species, only the results obtained in supernatants
satipled at 48, 96, and 144 h are shown (Fig. 1).

196



Effect of Fusarium oxysporum 1. sp. heopersici on the degradation of humic acid associated with Cu, Pb, and Ni: an in vitro study

2273

Fig. 4 Concentration levels of

10,0 - =
total soluble Cu, Ni and Pb in Gle 10,0 Glu
supernatants of Fusarium 3
63,
cultures at different times of 8.0 1 Cu 8.0 4 Cu
growth period (empty bar
medium containing NH,", filled ~ 6.0 - 601
bar medinm containing NO;3 ) e -
on o0
3 4.0 2 40
N |—’i N |_rI
0.0 0.0
48 96 144 48 96 144
Time, h Time, h
60.0 6.0 -
Gle Glu
208Ph 208p}
-y
="
40,0 4 4.0
6‘] -
= g
20.0 A 2,0 1
0.0 0.0
48 96 144 48 96 144
Time, h Time, h
259 Gle 1.5 7 Glu
2.0 6INj SONi
1.0 7
- 154 -
5o 8o
3 104 =
0.5 7
0.5 4
0.0 0.0
48 96 144 48 96 144
Time, h Time, h

Significantly higher concentrations of soluble metals were
found in acidic conditions (pH 2, Gle-NH,-HA(Me) as
compared to other cultures, in agreement with earlier
findings [12]. On the other hand, in the three cultures at
alkaline conditions (Glu-NH, -HA(Me), Glu-NO; -HA
(Me), Gle-NO; -HA(Me)), the concentration levels of three
metals were within similar range (0.45 — 546 ug L Y,
however in the presence of ammonium ion, significantly
higher concentrations were always found. The general trend
toward better solubility of metal species with increasing time
of fungus growth can be observed in all cultures.

To get an insight on the relative distribution of metals in
molecular mass fractions of HA(Me)-related compounds,

the solution eluting from the SEC column was on-line
infroduced to ICP-MS for specific detection of Cu, Pb, and
Ni.

SEC-ICP-MS chromatograms obtained for copper in
culture supematants at 0 and 144 h of fungal growth are
presented in Fig. 5. In each case, total area under the
chromatogram progressively increased from 0 to 144 h,
which confitms the solubilization of metal species due to
fungal metabolic activity, being the effect more pronounced
in glutamate-containing cultures. Furthermore, better solu-
bilization was observed in Glu-NH, " medium with respect
to Glu-NO3 (compare peak intensity in Fig. 5a and 5b).
The retention time of the last chromatographic peak is
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Fig. 5 SEC-ICP-MS elution profiles of copper in F. oxysporum f. sp. lycopersici culture supernatants, obtained at 0 h (broken line) and 144 h
(solid line) of growth period. (a) Glu-NH,-HA(Me); (b) Glu-NO; -HA(Me); (¢} Gle-NH,-HA(Me); (d) Glc-NO; -HA(Me)

essentially the same for each composition of medium,
indicating the presence of free metal ions. For cultures
containing glucose this was the unique metal form at 0 h,
while for those containing glutamate, additional sharp
chromatographic peaks can be observed at higher-
molecular-mass region that could correspond to the elution
of low-molecular-mass species of Cu and, in particular, its
association with glutamate. After 144 h of HA(Me) contact
with fungus, the elution profiles of copper changed. In
cultures at alkaline conditions, copper was still present as

low-molecular-mass species, but it also eluted in molecular
mass fractions ranging from 60 to 5 kDa, which indicates
metal binding to HA(Me) degradation products (compare
Fig. 3 with Fig. 3a, b, d). The retention times of sharp
chromatographic peaks on SEC-ICP-MS chromatograms of
cultures with glutamate (Fig. 5a, b) correspond to those
observed by UV/Vis detection (Fig. 3), providing further
evidence that copper contribute to the distribution of
molecular mass fractions of fungus-mediated HA(Me)
degradation products. Different elution profiles were

Table 2 Relative distribution

(%) of metals between molecu- Growth conditions

Relative distribution + 8D, % (n=3)

lar mass fractions in Fusarium

culture supernatant, evaluated Cu Pb Ni

from the measurement of

chromatographic peak areas 5-60kDa  Below 5kDa  5-60kDa  Below 5kDa  5-60kDa  below 5kDa

(SEC — ICP-MS)
Glu-NH," (pH 9) 74 £12 23+£5 nd 100+ 5 39 +£10 61 £9
Glu-NO4~ (pH 9) 69 £ 10 318 23 +£6 77+ 10 349 66 =11
Gle-NH," (pH 2) 6+3 94 +7 nd 100+ 8 nd 100 + 8
Gle-NOy™ (pH %) 42 +£9 48+ 10 19 +6 81 +9 23 +8 71 15

nd no peak was detected
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obtained for cultures containing glucose (Fig. 5c, d). In
alkaline conditions (Gle-NO; -HA(Me), Fig. 5d), the
amount of Cu eluted as low-molecular-mass compounds
(MM < 5 kDa) increased from 0 h to 144 h and, at 144 h its
contribution in the HA(Ma) degradation products can also
be observed (MM region from 60 to 5 kDa). However, the
sharp peaks detected in the presence of glutamate were
absent. The observed differences between glutamate and
glucose containing alkaline cultures seem to confirm the
importance of easily degraded C-source on the degradation
pattern of HA(Me) [12, 14, 17, 22]. It was reported that
copper glutamate complex presents dimer structure, in
which the two Cu ions are joint by two glutamate molecules
through a water bridge. In the presence of ammonium, the
water-bridging is eliminated [27], which could result in Cu-
Glu-binding to functional groups presented in degraded
HA. The fine structure of Cu elution profile observed in the
presence of glutamate and the increased metals solubility in
media containing ammonium ion seems to support the
formation of ternary (Glu-Cu-HA) structures [24].

As expected, in acidic conditions (Gle-NH; -HA(Me))
the amount of soluble copper species was significantly
higher as compared to alkaline media and the main Cu
fraction eluted in the region of low-molecular-mass com-
pounds (Figs. 4 and 5c¢).

SEC-ICP-MS chromatograms obtained for Pb and Ni
were substantially different as compared to Cu. Indepen-
dent on the growth conditions, primary forms of the two
metals eluted in the region of low-molecular-mass com-
pounds (MM < 5 kDa), which indicates that their binding to
HA degradation products was much lower than Cu and the
release of free ions or low MM complexes predominated.

Relative distribution of Cu, Pb, and Ni between
molecular mass fractions corresponding to the degraded/
solubilized HA(Me) (60 — 5 kDa) and to low-molecular-
mass species (MM < 5 kDa) was evaluated based on the
chromatographic peak area measurements. The results
obtained for 144 h cultures (Table 2) clearly show that
fungus-mediated HA(Me) degradation vields different
soluble species of Cu as compared to Ni and Pb.
Apparently, the major fraction of copper was bound to
higher MM of HA-degraded products (especially in
medium containing glutamate and ammonium), while Ni
and Pb were mainly present as low MM species.

Conclusions

The results obtained in this work indicate that HA and HA
(Me) solubilization, mediated by metabolic activity of £
oxysporum f. sp. Iycopersici involves the degradation of
high-molecular-mass compounds initially present in
Aldrich HA reagent. The above processes are influenced

by medium acidity, which may change depending on the C-
and N-containing fungus nufrients. Progressive formation
and solubilization of compounds with MM < 60 kDa was
observed with the increasing time of fungus growth.
Apparently, metal binding to HA affect the molecular mass
distribution of the degradation products and, in particular,
the results obtained confirm the bridging effect of metal
ions in the aggregation of humic acid. The degradation/
solubilization process of both HA and HA(Me) was favored
in alkaline conditions. This process was accompanied by
the increase of metal concentration levels in the culture
supernatants. However, the solubility of metal species was
much better in acidic media as compared to alkaline
conditions. Furthermore, the results obtained by SEC-ICP-
MS provided data on specific metal binding to molecular
mass fractions of culture supernatants. Relative disfribution
of metals in soluble HA(Me) degradation products and low-
molecular-mass species was found to be dependent on
metal type, pH conditions, and the presence of glutamate or
glucose as C-source. In alkaline conditions, the best metal
solubilization was observed in the presence of glutamate
and ammonium ion. In acidic medium, soluble metal
species corresponded to MM fraction below 5 kDa. Overall,
the results obtained suggest that fungus-assisted degradation
of HA might be controlled using appropriate N- and C-
sources requited for fungus growth, which, in turn would
affect actual molecular mass distribution of soluble metallic
species thus potentially affecting their actual bioaccessibility.
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Chapter 5

PHYTOCHELATINS IN THE WILD PLANTS FROM
GUANAJUATO CITY — AN IMPORTANT SILVER AND
GOLD MINING CENTER IN MEXICO

Kazimierz Wrobel, Julio Alherto Landero Figueroa
and Katargyna Wrobel'

Instituto de Investigaciones Cientificas, Universidad de Guanajuato,
L. de Retana N° 35, 36000 Mexico

ABSTRACT

Phytochelating (PCs) are a group of small, metal-binding peptides that are
biosynthesized by higher plants, some fungi and algae in the response to heavy metal
exposure. One actual research topic focuses on better understanding the global effect that
all elements present in natural environments exert on the PCs production by plants.

In this work, PCs levels were evaluated in the wild plants, chronically exposed to
low or moderate levels of heavy metals. The quantification of total PCs in plant extracts
was carried out by HPLC with fluorimetric detection, after derivatization of free —SH
groups with monobromobimane. Additionally, the distribution of metals in molecular
mass (MM) fractions of these same extracts was studied by size exclusion
chromatography with on-line UV and ICP-MS detection. All samples were collected in
Guanajuato city (Mexico), which has long been an important silver and gold mining area.
Among different metals reported in Guanajuato soils, lead, cadmium, copper and silver
were selected in this study, because of their capability to induce phytochelating in plants.
The common plants from this region were analyzed, namely: Ricinus communis (castor
bean), Tithomia diversifolia (Mexican sunflower) and Opuntia ficus (nopal). The
analytical approach involved the ICP-MS analysis of total elements in soil, soil fractions
and wild plants and also the evaluation of relationships between PCs, metal levels found
in plants/soil and different soil parameters.

1 Corresponding autor: katarzyn(@ quijote.ugto.mx.
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In the analysis of plants, PC-2, PC-3 and PC-4 were detected in nopal, PC-2 in castor
bean, while in Mexican flower no phytochelatins were found. In further development, the
extracts of soil humic substances were obtained and the distribution of metals in
molecular mass (MM) fractions was studied by size exclusion chromatography with on-
line UV and ICP-MS detection. The soil humic substances (HS) were also assessed.

In search of possible relationship between the parameters measured, the statistical
analysis of correlation was performed. The results obtained indicate that the binding of
metals to soil HS contributes in lowering their uptake by castor bean plant. On the other
hand, the soils collected at nopal roots presented low HS levels and no correlation with
metals in plant was found. The results obtained in the sequential extraction of soils and
the abundance of sulfide minerals in Guanajuato indicate that the sulfide bound metals
were the primary forms of Pb, Cu and Cd in soil adjacent to nopal roots. Owing to their
generally poor solubility, rizosphere processes should be important in mobilizing metals
and their uptake by nopal.

Our results provide further evidence on the role of environmental conditions in the
accumulation of heavy metals in relation to PCs production in different plant genotypes.
In particular, multi-elemental approach is necessary in studies on PCs induction in actual
field situations, where plants (or other organisms) are exposed to a variety of metals and
metalloids.

INTRODUCTION

Phytochelatins (PCs) are a group of small, metal-binding peptides of the general structure
(Glu-Cys),-Gly, where n varies from 2 to 11 (Figure la) [1,2]. Other families of PCs,
differing in the type of C-terminal amino acid have also been characterized [3]. PCs are
biosynthesized by higher plants, some fungi and algae in the response to heavy metal
exposure, which is considered a major detoxifying pathway for heavy metals in these
organisms [4]. The PCs role in maintaining the homeostasis of intracellular levels of essential
metal 1ons has also been highlighted [5]. Depending on the coordination capacity of metal 1on
and on the specific ability of plant for PCs synthesis, up to four sulfur atoms can be
coordinated from either single or multiple PC molecules, resulting in PC-1, PC-2, PC-3 and
PC-4 complexes (Figure 1b). The formation of PC-5 and PC-6 has also been reported, but
only in transgenic plants [6], in cell cultures [7] and freshwater green alga [8].

The term phytochelating was introduced by Zenk et al. in 1985, after isolation of novel
metal-bining peptides from cell suspension cultures of a higher plant after exposure to Cd [9].
Since then, the extensive studies have been carried out aiming structural characterization of
PCs and their metal complexes [10,11] as well as the elucidation of induction mechanisms
[12,13]. In the first approach, the isolation and characterization of PC synthases from
different organisms have been carried out. Most commonly, the experimental approach has
involved plant growth (or other types of culture) under controlled exposure conditions,
typically using the salt of one element at relatively high concentrations.

The expression of PCs not only enhances the tolerance to heavy metals but also causes
their accumulation in plant tissues, so the feasibility of PCs for phytoremediation of toxic
heavy metals from contaminated soil and water has been explored [14,15]. In particular, plant
engineering to assure higher rates of PCs induction has been studied [16-18].

201



Phytochelatins in the Wild Plants from Guanajuato City ... 3

A B

w2 &8 g
HE=IN N. COOH e T \
NANAAANA & s

cooun H © o, W h@

n o - P

— e - e = v d° 6 —
¥Glu Cys Gly S’ <EF E o

Figure 1. Primary structures of PCs (A) and PC-Cd complexes (B) [2].

However, before the routine use of plants in phytoremediation becomes possible, several
questions regarding genetic regulation of PC synthase, its localization in plants and
interaction of PCs and PCs synthase with different metal/metalloid forms, need to be
answered. Furthermore, the mechanisms responsible for metal uptake and accumulation in
plants in relation to PCs production are not fully understood. It should be realized that, in
natural environments, plants are exposed to many elements and their forms at different
concentration levels. In general, processes occurring in the soil-root system are considered
important [19,20], vet the role of environmental parameters, possibly affecting metal
bicavailability to plants, remains unclear. The increased production of phytochelating has
been observed in the presence of various organic chelators (ethylene diamine tetraacetate,
ethylene diamine disuccinate, citric acid, etc.) as added to nutrient solution and/or soil [21-
24]. On the other hand, metal binding by humic matter in soils has been shown to affect the
mobility of metals in the environment. Depending on the experimental design and the type of
metal, the increased or decreased uptake of Cd, Cu, Pb have been observed [25-30].
Importantly, the data relating soil humic substances with phytochelatin production in plants
exposed to heavy metals are lacking.

In order to gain further insight on the induction of PCs and element complexation by
these compounds in real-field situation, the global effect of different elements present at low
concentrations should be studied together with possible effects of relevant environmental
parameters.

Within this context, the present work has been focused on the wild plants growing in
Guanajuato city, located in central Mexico. Guanajuato city has long been an important silver
and gold mining center and the leaching of several metals and metalloids from the mine
tailings to different environmental compartments has been reported [31,32]. Consequently,
the plants growing in this area are chronically exposed to various metals, that are present in
soils in relatively wide range of concentrations. Among those elements, we have focused on
lead, cadmium, copper and silver, because of their capability to induce phytochelating in
plants [3,10,33-37] and also because of their abundance in the region of Guanajuato [31,32].
For the purposes of this work, three wild plants have been selected, namely Ricinus communis
(castor bean), Tithonia diversifofia (Mexican sunflower) and Opuntia ficus (nopal). These
plants are common in Guanajuato and they can grow within small distance one from another,
which is important to assure similar exposure conditions of different plants. The accumulation
of metals in castor bean has already been reported [38,39]. Its possible application in
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phytoremediation has been explored [38,40], yet data available for Mexican sunflower and
nopal are scarce [41]. Quite importantly, no information on possible induction of PCs in any
of the three plant types has been found.

In a course of this study, we have focused on answering the following questions:

1. Do the wild plants chronically exposed to low/moderate concentrations of Ag, Cd,
Cu and Pb induce PCs?

2. How to distinguish among elements that are important for PCs induction and those
that are simply bound to PCs already existing?

3. Are the soil parameters important in PCs induction?

In the following sections, the experimental design and the results obtained in this study
are systematically presented.

EXPERIMENTAL DESIGN

The sampling sites were selected in order to cover a wide range of element concentrations
in soil. Thus, the site 1 corresponded to the place where the silver ores had been processed in
the past; the site 2 was located at the Guanajuato river close to the mine tailing; the site 3 was
at a hill, relatively distant from the mines; the site 4 was in the urban area developed on main
tailing; the site 5 was in the part of city far from the mines and the site 6 was at the riverside,
but far from the mining zone. Additionally, nopal samples were also collected in the “clean
area”, which corresponded to the countryside, about 40 km from Merida city, peninsula of
Yucatan.

The plants were collected in November 2005 (just after the wet season), taking at each
site three samples of roots and three samples of leaves from plants of similar size and color of
leaves. To avoid possible variations of soil parameters, the area of any sampling site did not
exceed 9 m® At each sampling site, the pH of topsoil (0 - 30 cm) was measured. The relative
variability of pH values for several measurements at one site did not exceed 2 % and the
values found at different sites were in the range pH 7.7 to pH 8.0 (pH 8.0 — 8.1 in the soil
from Merida).

For each plant species, the roots and leaves collected at one site were pooled. Roots were
carefully separated from the adjacent soil and pooled. Three washing agents were tested,
namely deionized water, 0.05 M CaCl, and 0.05 M EDTA (with and without ultrasonication).
Since the washing procedure had no significant effect on the results, the roots were washed
with deionized water in ultrasonic bath (10 min). Both, roots and leaves were cut into small
pieces, freeze-dried and homogenized by mortar grinding in liquid nitrogen.

The soil samples were collected in these same sites, from which the plants were taken.
(six samples of about 250 g per 9 m? site). For the determination of total Ag, Cd, Cu and Pb,
the samples from each site were pooled and dried. Soil fractionation was carried out
according to the simplified Tessier method [42]. Fresh soils, without pooling, were used for
the assay of humic substances.

In plant material, total element concentrations were determined by inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS) after wet acid digestion. The extraction of PCs from
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freeze-dried root and leave homogenates was carried out with ammonium acetate (pH 7.4)
[43]. Metal binding to PCs was studied by size exclusion liquid chromatography (SEC) with
on-line UV and ICP-MS detection. Total PCs were assayed by reversed phase high
performance liquid chromatography (RPHPLC) with fluorimetric detection [44,45].

The analytical approach in soil involved: (i) the determination of total element
concentrations by ICP-MS after acid digestion; (ii) [CP-MS determination of elements in soil
fractions after Tessier sequential extraction, (111) assessment of soil humic substances (HS) by
UV/Vis spectrophotometry [46] and (1v) SEC — UV/Vis — I[CP-MS analysis of HS extracts for
examination of metal binding to HS.

In search of possible relationship among parameters measured, the statistical analysis of
correlation was performed, based on the results obtained in six sampling sites (software
package Statistica for Windows, StatSoft Inc. 2000, Tulsa OK).

CAPABILITY OF THE WILD PLANTS CHRONICALLY EXPOSED TO LOW
OR MODERATE CONCENTRATIONS OF METALS IN SOIL FOR THE
INDUCTION OF PHYTOCHELATINS

In the first approach, cadmium, copper, silver and lead were determined in the pooled
soils and plant roots. As an example, the results obtained in sites 1-3 are presented in Table 1.
The metal levels found in soil were in agreement with the ranges reported previously [31,32],
vet substantial differences can be observed among different sampling sites. Among four
metals, lead was found to be the most abundant in soil (maximum concentration 362+ 8 pg g
' site 1), copper levels were generally lower with the highest value also at the site 1 (221 £ 7
ng g™, Ag levels were about 4 to 3 times lower that those for Cu (highest value 42.2 + 0.7 g
g, site 1) and cadmium presented concentrations below 1.0 pg g@ at any site. Even though
the three plant species were collected simultaneously from these same sites, the highest
concentrations of metals were found in Opuntia f, followed by R. communis and T.
diversifolia, (Table 1). As could be expected, the concentrations of metals in roots were
higher in plants collected from more contaminated sites (site 1 and 2 versus site 3).

In order to examine if any of three wild plants can produce PCs, the root and stem
extracts were obtained and analyzed for phytochelatins by reversed phase chromatography. It
should be stressed that, at this point, we were interested in the total content of PCs and not in
specific metal — PCs binding. Thus, in the analytical procedure applied, metals bound to PCs
were eliminated by DPTA complexation and, after reduction, the fluorescent derivatization of
the free thiol groups was achieved [44,45,47]. In the analysis of plant extracts, phytochelating
were found in Opuntia £ and in R. communis, but not in T. diversifolia [36]. Furthermore,
nopal extracts contained PC-2, PC-3 and PC-4 and castor bean extract only PC-2. Total PCs
levels in the plant samples collected at sites 1-4 are presented in Table 2. It can be observed
that nopal contained relatively high concentrations of PCs as compared to castor bean. Also,
the PCs levels in roots were always higher than in leaves.

In the context of the first question put in this work, the results obtained indicate that the
wild plants, chronically exposed to low or moderate metal levels in soil do biosynthesize
phytochelatins. However, our results seem to confirm that this process is genotype -
dependent [18,48].
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Table 1. Total cadmium, copper, lead and silver levels in soils and plant roots collected
from three different sites in Guanajuato (1 - Hacienda when the silver ores had been
processed in the past, 2 - Riverside close to the mine tailing, 3 — Site at a hill, relatively
distant from the mines, each analysis was performed in triplicate)

Mean concentration of heavy metal + SD, ug g™ (dried weight)
Ag Cd Cu Pb
Soil 1 4220£065 0373£0018 2217 362+£8

2 340+£007  0483+£0.010 206+1.0 194 +£7

3 320+£032  0296+0.011 17.0+05 194405
Mean concentration of heavy metal = SD, ng g (freeze-dried roots)

Sample Site

R. communis 1 131+6 16+3 2580480 2740+ 60
) 141+9 123 +8 2600+£70 1720+ 50
3 8546 127 992+ 17 198 + 6

T. diversifolia 1 23+2 9+1 530+ 16 805+ 18
2 3544 15+2 592 420 445+ 10
3 <5(DL) <05 (DL) 187447 205+06

Opuntia [ 1 2742 2249 5030+ 110 325087
2 88412 173+7 4050+98 2190+ 84
3 53415 124 +7 5750+ 103 85446

nf — not found.

Table 2. Total PCs in the extracts from plants collected at three sampling sites
characterized by different soil metal contents. (1 - Hacienda when the silver ores had
been processed in the past, 2 - Riverside close to the mine tailing, 3 — Site at a hill,
relatively distant from the mines, 4 — urban area developed on the mine tailing, each
analysis was performed in triplicate)

Sampling ug of total PCs per gram of the freeze-dried plant homogenates

site Nopal roots Nopal leaves Castor bean roots
1 122+04 34+0.6 23+£02

2 16.8+04 10.0+£0.3 51+03

3 27 £03 10.4+£0.2 22404

4 74303 203+0.2 283 +0.8

SPECIFIC ROLE OF METALS IN THE PRODUCTION OF
PHYTOCHELATINS IN PLANTS, NATURALLY EXPOSED TO A WIDE
RANGE OF ELEMENTS

In this work, four metals (Ag, Cd, Cu, Pb) were selected because of their abundance in
the Guanajuato region and because of their known capability to induce phytochelatins in
plants [10,33-35]. Since the highest levels of total phytochelatins were found in nopal (Table
2), the extracts of this plant were used to study specific metal-PCs binding. As an example,
the chromatograms obtained for the plant material from site 3 in Guanajuato are presented in
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Figure 2 (cadmium could not be detected). For lead, lower element levels were observed in
stems than roots. Furthermore, it eluted mainly as bound to high molecular mass compounds
(between 75 — 95 % of total area of chromatogram), but also in the low molecular mass
fraction. For copper, only one elution peak was observed in the region of low molecular mass
(Figure 2b). Contrary to lead, in many samples the copper abundance in stems was higher
than in roots. The elution profile of silver (Figure 2a) indicates its association with high
molecular weight compounds; however, the chromatographic peaks were relatively broad
suggesting non-specific binding. The results obtained indicate different profiles of metal
association with PCs. Based on peak area measurements, the relative distribution of three
metals between high and low molecular mass fractions was estimated for each plant sample.

It should be stressed that the procedure by SEC — [CP-MS enabled to get data on specific
binding of each metal to PCs, while RPHPLC with fluorimetric detection provided
complementary quantitative information on total pool of PCs in plant material (Table 2). In
the context of the second question to be answered in this work, which regards the role of
individual metals in PCs production, it was considered that the correlation between total PCs
and a metal bound to PCs would indicate that this metal is important in the induction of PCs.
On the contrary, when no relationship between these two parameters exists, a metal would be
just bound to PCs already existing.

The correlation analysis was performed taking the data obtained in the analysis of PCs-
rich plant extracts by SEC — ICP-MS and RPHPLC with fluorimetric detection. For lead,
significant correlation was found between total PCs and SEC-ICP-MS areas (r = 0.7026, p =
0.088 for roots and r = 0.8581, p = 0.071 for stems). Furthermore, total PCs correlated with
lead eluted in SEC high molecular mass fraction (r = 0.6835, p = 0.023 for roots and r =
0.8818, p = 0.048 for stems). These results confirm the association of Pb with nopal
phytochelatins and suggest its possible role in PCs induction. For copper, correlation was
observed between total PCs and entire SEC—ICP-MS area in roots (r=0.7568, p = 0.129) and
between total PCs and high molecular mass fraction of SEC in roots (r= 0.7455, p=0.138).
Apparently, copper could be involved in the induction of PCs in roots, however the
translocation of lead and copper through the plant is apparently different. No statistically
important correlation was found for silver indicating that it is not associated with
phytochelatins production.

SOIL. PARAMETERS IN RELATION TO THE INDUCTION
OF PCSIN WILD PLANTS

As discussed in the Introduction, various processes occurring in the soil-root system are
considered important for PCs induction, however the role of environmental parameters,
possibly affecting metal bioavailability to plants, remains unclear [19,20]. Binding of
polyvalent cations to humic substances derived from different environmental compartments
has often been reported and the following order of decreasing affinity has been proposed:
Cu(ID) > Ni(IT) > Co(1I) > Pb(II) » Cd(II) > Cr(III) >> (Mn(IT), Mo(VI), Zn(1)) [49-51].
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Figure 2. SEC — ICP-MS chromatograms of the (----) nopal stem extract; ( ) nopal root extract: (a)
Wag ®) “cu; (9 b,

Several authors observed that humus matter is capable to reduce the bioavailability of
certain metals in soils [25,30,52,53]. Based on the above reports, the focus of this work was
to evaluate possible relationship between soil humic substances (HS) and PCs.

The HS were assayed in fresh soil samples taken at the roots of nopal and castor bean
(two plant synthesizing PCs) and the results obtained are summarized in Table 3. As can be
observed, the HS levels were significantly lower in the samples collected at cactus roots,
which is in agreement with literature data [54,55]. Consequently, possible relationship
between soil HS and PCs production was studied in castor bean plant.
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Table 3. The concentrations of soil humic substances found at the roots of two plants in
different sampling sites

Sampling site Soil humic substances, mg g (fresh soil)
Nopal Castor bean

1 T5+13 481 £ 38

2 453 £ 19 415+42

3 175+£23 1345 +£100

4 43 +8 553+47

Merida 10+6 -

The statistical analysis of correlation was performed, using all data obtained for Ag, Cd,
Cu, Pb in soils and in plant roots, PC-2 in plant extracts and HS in soils. For Cd and Ag, the
statistically important positive correlation between metal concentration in soils and in plants
was observed (r = 0.8092, p = 0.051;, r = 0.9261, p = 0.009), while for lead and copper this
relation presented low statistical significance (r = 0.5232, p = 0.287 and r = 0.5849, p = 0.223
respectively). Strong positive correlation can also been observed between cadmium and lead
levels in plant (r = 0.9664, p = 0.002). On the other hand, the inverse correlation of metal in
plants and soil humic substances was found. The statistical significance of such relation
decreased in the following order: Cu>Pb > Cd > Ag (r =-0.7457, p=0.089, r = -0.6358, p =
0.157, r =-0.5280, p = 0.282; r = -0.2084, p = 0.692, respectively). It should be stressed that
the decreasing order of the statistical significance observed in this work is in agreement with
the order of heavy metals affinity to humic substances, cited above [49-51]. In the view of our
results, the binding of metals to soil humic substances contributes in lowering their uptake by
R. communis. Apparently, the metals presenting strong affinity to HS have lower
bioavailability to this plant. Indeed, there was no important relationship between soil and
plant levels for Cu and Pb, but statistically important correlation between these parameters
was found for other two elements, presenting lower affinity to HS (Ag and Cd).

On the other hand, the inverse correlation between soil HS and plant PC-2 was found (r =
-0.7825, p = 0.066). Among four metals studied, cadmium levels in soil and in plant
presented strong positive correlation with PC-2 (r = 0.7857, p = 0.064; r = 0.9395, p = 0.005,
respectively). For lead, the correlation was significant only between PC-2 and metal in plants
(r =0.9573, p = 0.003) and other two metals (Cu, Ag) did not correlate with PC-2 in plants.
These results suggest that both, cadmium and lead promote phytochelatin induction in R.
communis. The lack of correlation between soil Pb and plant PC-2 (r = 0.4261, p = 0.400)
suggest that soil humic substances contribute in lowering the metal uptake by R. conmunis.

To examine the association of metals with soil humic substances, these compounds were
extracted from soil with 0.1 M sodium pyrophosphate and analyzed by SEC — ICP-MS as
described elsewhere [46]. As an example, two chromatograms are presented in Figure 3 that
were obtained in the analysis of soil from site 5 and 6 (HS concentrations 553 mg g~ and 143
mg g respectively). The relative distribution of metals in molecular mass fraction
corresponding to HS was estimated at each sampling site, by calculating the fraction of metal
co-eluted with HS in size exclusion chromatography (peak area between 10 and 18 min of
chromatogram with respect to total area of ICP-MS chromatogram) and the results obtained
are presented in Table 4.
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Figure 3. SEC — ICP-MS chromatograms of the soil extracts from site 5 (—) and site 6 (----): (a) g,
(b) *Pb; (c) “cu.

It can be observed that, independently of the HS level, cadmium co-eluted with low
molecular mass fraction, so this metal apparently is not bound to HS (Figure 3a, Table 4). For
copper and lead, their elution occurred in different molecular mass fractions of the soil
extracts (Figure 3b, 3c¢). As shown in Table 4, higher relative contributions of lead with
respect to copper were always observed in the elution region of high molecular mass.
Furthermore, the relative distribution of lead was clearly atfected by the concentration of HS
(Figure 3b). In particular, for higher HS concentrations in soil extract, relatively lower
contributions of metal in low molecular mass fractions was observed. These results provide
further evidence that the soil humic substances contribute in lower bioavailability of Pb and
Cu, that present high aftinity to HS.
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Table 4. Humic substances in soils and a fraction of metal co-eluted with HS in size
exclusion chromatography (based on the peak area measurement vs total area of
chromatogram).

Metal association with soil HS®

Sampling 1

site L5, DEE Cd Cu Pb
1 481 0 1.4 14
2 415 0 15 100
3 1345 0 24 72
4 372 0 7.4 59
5 553 0 17 94
6 143 0 32 27

®_94 of metal in soil exiract, which co-eluted with [ in size exclusion chromatography.

Since soils adjacent to the nopal roots contained low concentrations of humic substances,
it cannot be expected that this parameter would affect metal uptake by plant. To get more
information on the bioavailable metal forms, sequential extraction of soils from sites 1 — 6
was performed and the four metals of interest were determined in each fraction. The
simplified Tessier method enables to extract the following fractions: F1 — exchangeable; F2 -
fraction bound to carbonates; F3 - associated with oxides of iron and manganese; F4 - organic
matter and sulfides and F5 — residual. The results obtained showed that the major fractions of
Pb and Cu were bound to F4 at any sampling site (62.9 % - 86.3 % of total soil Pb and 60.4 %
- 65.1 % of total soil Cu respectively) Significantly lower levels of these two metals were
found in carbonate fractions (F2: less than 10 % of total Pb and less than 10 % of Cu in soil)
and only minute amounts corresponded to “free” Pb or Cu (F1). For Ag, practically all the
metal was bound to the organic matter and sulfides (F4, more than 95 % of total soil Ag). As
already mentioned, the Cd soil levels were lower as compared to other metals, however,
relatively uniform metal distribution among F1 — F5 fractions was observed. At sites 1 and 4,
the relative distribution of “free” Cd was 36 % and 32 % respectively.

In search of any relationship between Pb, Cu and Ag levels in soil fractions F1 — F5 and
root/leave concentrations of these metals, the statistical correlation analysis was carried out
taking analytical data obtained at six sampling sites (Cd was excluded, because of its low
concentrations in soil and in plant tissues). No statistically important correlation was found
between metal levels in soil versus leaves. The correlation parameters obtained for roots and
soil data are presented in Table 5. At first, for Pb and Cu, total (acid-digested) metal in soil
did not correlate strongly with its concentration in plant (r = 0.7321, p=0.176 and r = 0.8169,
p = 0.091, respectively). Furthermore, no statistically important correlation was found
between any metal in the fractions F1 (exchangeable), F2 (carbonates), F3 (manganese and
iron oxides) or F5 (residual) and root metal, indicating that these fractions were not important
for the uptake of Cu, Pb and Ag by nopal. On the other hand, statistically significant
correlations found between metal in F4 and root metals (r = 0.8436, p = 0.072 for Pb; r =
0.8648, p = 0.058 for Cu; r = 0.8842, p = 0.046 for Ag, Table 5) suggest that organic matter
and sulfide bound metals (fraction F4) should be bioavailable to nopal. The results obtained
in spectrophotometric assay revealed low levels of humic substances (primary soil organic
matter) in soils adjacent to the roots of nopal (Table 3). On the other hand, sulfide minerals
are abundant in Guanajuato region [56].
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Table 5. Statistical analysis of correlation between total metal concentrations in soil and
soil fractions F1 — F5 and their levels found in nopal roots

metal in soil vs metal in roots Pb Cu Ag

soil vs. root 0.7321 r=0.38169 r=0.9368
0.176 p=0.091 p=0.019

F1 vs. root nf nf nf

F2 vs. root nf nf nf

F3 vs. root nf nf nf

Fd vs. root r=10.8436 r=0.8048 r=0.8842
p=0.072 p=0.058 p=0.046

Fd vs. root nf nf nf

nf — no statistically important correlation was found.

Our results suggest that sulfides are primary Pb, Cu and Cd forms in soil close to the
cactus roots (at least 20 cm from the roots). The solubility of these compounds is generally
poor, so the rhizosphere processes and, in particular root exudation of low-molecular weight
carboxylic acids should be important in mobilizing sulphide bound metals [57,58]. However,
the literature data on these processes in nopal or other cactaceous is scarce. Puente et al.[59]
proposed the contribution of bacteria and fungi in the rhizoplane of nopal roots (the area at
the plant and soil interface) as a factor increasing metal bioavailability.

CONCLUSION

The results obtained in this study enable to answer the interrogations set up at the
beginning. In particular it can be concluded that the wild plants, chronically exposed to
low/moderate metal levels in soil biosynthesize phytochelatins. In the analysis of three
different plants collected simultaneously at these same sites, PCs were found in nopal and in
castor bean, but not in Mexican sunflower, which seems to confirm that phytochelatin
induction is genotype dependent. Furthermore, lead and cadmium were found to be important
for PCs induction in nopal. Tt is proposed that the uptake of these metals could be controlled
by nizosphere processes. In the case of castor bean, the metals promoting PCs induction in
plant were also cadmium and lead, however, their uptake i1s apparently controlled by the
association of metals with soil HS.

In general, the results obtained provide evidence that PCs induction in plants growing in
natural environments depends on: (1) total element concentrations in soil, (11) actual
physicochemical forms of elements in soil; (i11) organic matter content in soil and (iv)
different processes occurring in rizosphere.
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