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RESUMEN 

 

 Hace aproximadamente treinta años, se ha reportado un grupo de pequeños péptidos de 

estructura general (γ-Glu-Cys)n-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 

biosíntesis de las PCs es uno de los mecanismos  defensivos desarrollados por las plantas contra 

la toxicidad de este tipo de xenobióticos. Durante las últimas décadas, se han estudiado la 

inducción y las rutas de la síntesis de las PCs, la formación de sus complejos con diferentes 

elementos, así como su estructura molecular. A pesar de un importante avance en el 

conocimiento sobre PCs, los mecanismos responsables por la incorporación y/o acumulación  de 

metales en relación a la producción 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 formación de fitoquelatinas en plantas silvestres, provenientes de 

ambientes naturales, donde se encuentran expuestas de manera crónica a una variedad de los 

parámetros medio ambientales, tales como niveles variables de concentración de especies 

metálicas, materia orgánica, condiciones de pH, etc.  

 El enfoque original fue en el desarrollo, adaptación y aplicación de diferentes tipos de 

procedimientos para el análisis de muestras de plantas y de muestras ambientales. Para ello, se 

definieron dos áreas del estudio: Área I - correspondiente al cauce del río Lerma por el Estado de 

Guanajuato (22 sitios) y Área II � cinco sitios en la ciudad de Guanajuato y se examinaron 

diferentes tipos de plantas silvestres. 

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

I. Análisis de contenidos totales: 

- Determinación de elementos en agua superficial, suelos y material de plantas por ICP-MS. 

- Determinación de fitoquelatinas totales en material de plantas, mediante cromatografía de 

líquidos en fase inversa con la detección espectrofluorimétrica. 

- Determinación espectrofotométrica de sustancias húmicas en suelos.  
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II. Estudios de especiación analítica:   

-  Fraccionamiento de especies metálicas asociadas con diferentes fracciones de masa 

molecular en extractos de suelos, mediante cromatografía de exclusión por tamaño 

molecular con dos detectores en línea: UV e ICP-MS (asociación de metales con 

sustancias húmicas), 

- Lixiviación secuencial de metales del suelo, mediante el método de de Tessier (asociación 

de metales con diferentes tipos de compuestos en suelo), 

-  Análisis de distribución de especies metálicas en fracciones de masa molecular en 

extractos neutros de plantas mediante cromatografía de exclusión por tamaño molecular 

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

 

 Con base en los resultados obtenidos, se llevó a cabo el análisis estadístico de los datos, lo 

que permitió encontrar ciertas correlaciones entre los parámetros estudiados y de esta manera 

conocer mejor el proceso de captación de metales por plantas y el proceso de formación de 

fitoquelatinas en estos organismos. Para ello, se emplearon los algoritmos de análisis de 

correlación y el método multivariante de componente principal (PCA).  

 Con el diseño experimental que se acaba de presentar, se buscó 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 parámetros medioambientales que contribuyen en la captación 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? 

 El presente documento está organizado en seis secciones: (I) Introducción; (II) Objetivos; 

(III) Parte experimental, (IV) Resultados y discusiones; (V) Conclusiones y (VI) Referencias 

bibliográficas.  

 En la parte de Introducción se presentan los aspectos generales de la contaminación 

ambiental por metales y metaloides, los avances en los estudios sobre las fitoquelatinas y la 

importancia de especiación analítica como una de las herramientas en este tipo de estudios. 
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Finalmente, se hace una breve presentación de las técnicas analíticas utilizadas en el desarrollo 

del presente trabajo.  

 En la Parte Experimental, se describen los equipos, estándares, reactivos y muestras 

analizadas, así como las herramientas de software. Esta sección contiene también los manuales de 

toma de muestras y la descripción de los procedimientos analíticos.  

 En la sección IV se describen los resultados obtenidos en el desarrollo del trabajo, 

incluyendo dos áreas del estudio. Asimismo, se presenta la discusión de estos resultados y se 

reportan los resultados obtenidos del tratamiento estadístico de los datos.  

 Los resultados obtenidos en el presente trabajo, han permitido responder a las preguntas 

iniciales y también formular una serie de conclusiones analíticas, de relevancia biológica y medio 

ambiental, mismas que se presentan en la sección V. 

   De manera general, la principal contribución de este trabajo de tesis en el ámbito de 

química analítica ha sido demostrar que, con el uso de procedimientos basados en diferentes 

principios fisicoquímicos se obtiene la información analítica 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.  
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I.  INTRODUCCIÓN 

 

 Entre los elementos químicos, aquellos que están presentes en un sistema dado en bajas 

concentraciones (no mayores a 100 µg g-1) se denominan elementos traza. Tradicionalmente, 

estos elementos se clasifican en tres grupos dependiendo de su actividad biológica: esenciales, si 

se conocen sus funciones biológicas específicas; tóxicos, 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 día se 

sabe que los conceptos de esencialidad y toxicidad se relacionan no solamente con las 

propiedades del elemento, sino también con su concentración y distribución entre las formas 

fisicoquímicas en un sistema dado (1). Cabe aclarar que la IUPAC define el término �especie� 

como una estructura molecular, electrónica y/o nuclear única y bien definida. Así mismo, el 

término �análisis de especiación� se define como la medición de la cantidad de una o más 

formas/especies presentes en la muestra (2). 

Los estudios de especiación de elementos traza tienen una gran importancia en la 

conservación 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 química presente, en un sistema dado. 

 Las plantas por su naturaleza están expuestas a una variedad de elementos traza, cuyas 

diversas formas fisicoquímicas están 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 tóxicas de metales y algunos metaloides pueden tener un fuerte impacto en los 

organismos vivos. 

 Uno de los temas actuales es conocer los mecanismos defensivos que han desarrollado los 

organismos vegetales en respuesta a diferentes xenobióticos, 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 síntesis de fitoquelatinas (PCs) (6). Estos compuestos fueron descritos 

hace más de veinte años como péptidos que contienen cisteína, cuyo grupo tiol es responsable del 

poder de acomplejamiento de muchos iones metálicos y algunos metaloides. 

En estudios realizados a lo largo de las últimas 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 inducción de las fitoquelatinas así como la importancia que éstas 

presentan como mecanismo defensivo, son temas que siguen discutiéndose en trabajos científicos 

(7-10). 

El enfoque del presente trabajo ha sido avanzar en el conocimiento sobre la inducción de 

fitoquelatinas en plantas silvestres, provenientes de suelos naturales, con niveles bajos a 

moderados de concentración de metales. A diferencia de los estudios llevados a cabo en 

condiciones controladas, las plantas silvestres están expuestas a una variedad de parámetros 

medio ambientales que pueden afectar la especiación química de los elementos de interés, y por 

lo tanto su biodisponibilidad y posible papel en la inducción de fitoquelatinas (11, 12). 

 La importancia de la contaminación ambiental por metales y metaloides, su interacción 

con las PCs,  así como las herramientas de análisis 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 

análisis utilizadas. 

 

I.1. Contaminación ambiental  

 

Se define como contaminación la presencia de compuestos ajenos a un entorno natural 

que causan un desequilibrio en el ambiente (13). Entre los tipos de contaminación ambiental es 

posible hacer una clasificación entre los contaminantes persistentes y los degradables o 

biodegradables. Puesto que las especies de los elementos metálicos o metaloides permanecen en 

el ambiente casi siempre conservando su toxicidad, a menos que sean físicamente removidos, la 

contaminación con este tipo de xenobióticos 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 contaminación 

de elementos que han generado graves daños a la salud pública (14). 

Dentro de los elementos considerados tóxicos destacan los metales pesados, definidos 

usualmente como elementos metálicos que presentan una densidad  mayor a 4.5 g/cm3 (15). Los 

metales pesados han sido utilizados durante cientos de años por el hombre. El plomo se usa desde 

hace aproximadamente cinco mil años, por ejemplo, los romanos lo usaban como aditivo en vinos. 

Por su parte el mercurio era usado para el alivio de los dolores de dentición en niños, 



Tesis Doctoral 7

posteriormente se usó como remedio en el tratamiento de la sífilis; y se puede mencionar la 

utilización de pigmentos que contienen metales como el cadmio, plomo, zinc, cromo o hierro (16). 

A pesar de conocerse los efectos tóxicos de los metales pesados desde hace bastante 

tiempo, la exposición a ellos aumenta cada vez más en algunas áreas. Por ejemplo el mercurio es 

aun empleado en la extracción de oro en minas de Sudamérica, y compuestos de arsénico son 

comunes como preservantes de madera. En el último siglo la producción de compuestos que 

contienen metales pesados se ha incrementado de manera sustancial, por lo que actualmente 

existe una contribución alta de metales pesados debido a actividades antropogénicas. La 

industrialización de las ciudades ha provocado una excesiva demanda de materias primas y 

productos terminados que, en su proceso de fabricación, generan grandes cantidades de residuos, 

que tienden a acumularse con el tiempo en zonas urbanas (17). 

Las emisiones industriales se han convertido en la principal fuente de contaminación  en 

el aire. Las emisiones antropogénicas de plomo, cadmio, vanadio y zinc exceden las fuentes 

naturales varias veces, mientras que la contribución de arsénico, cobre, mercurio, níquel y 

antimonio es de 100 a 200 % mayor a las emisiones naturales. Los metales liberados al medio 

ambiente son rápidamente dispersados en diferentes compartimentos medioambientales por lo 

que los ambientes urbanos son normalmente mucho más contaminados que los ambientes rurales 

(14, 18). 

Los estudios llevados a cabo en aguas marinas revelan  concentraciones altas de plomo 

cerca de áreas industriales en las costas europeas y en el este de los Estados Unidos, mientras que 

en la Antártica los niveles encontrados fueron mucho más bajos (19), lo que refleja el impacto 

hacia el medio ambiente circundante de las emisiones industriales en los países más desarrollados. 

Otros estudios realizados demuestran la movilidad de las emisiones hacia ambientes 

relativamente cercanos geográficamente. Esta movilidad produce un aumento de extensiones 

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

 

Debido al problema que genera la contaminación por metales pesados, en diferentes 

regiones del mundo se ha dado importancia al análisis de estos en el medio ambiente, para 

conocer el estado actual y en su caso proponer estrategias de remediación (20-24). Es importante 

que, dependiendo de las fuentes de los elementos y las características de los suelos, los acuíferos 

pueden actuar como medios de transporte de la contaminación, y tener así un papel importante en 
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la distribución y movilidad de lo elementos. Dentro de las industrias que generan contaminación 

por metales se pueden mencionar las siguientes: 

 

• Industria cromadora: el electrodeposito de cromo es uno de los procedimientos industriales 

más comunes en la actualidad. Su eficacia se debe a la formación de una capa de óxido de 

cromo muy compacta en la superficie del metal a cubrir que lo protege de la corrosión. El 

proceso se utiliza en la industria automotriz, siderúrgica, en la industria de la construcción 

entre otras. Los residuos generados contienen cromo, zinc, manganeso, hierro, níquel, 

cobalto y cobre (25). 

• Industria petrolera: La presencia de cadmio, cromo, níquel, plomo, y principalmente 

Vanadio en el petróleo representa una de las principales fuentes de emisión de estos 

elementos en países industrializados. Sobre todo con la alta demanda y uso de combustibles 

provenientes de esta fuente. A pesar de existir nuevas tecnologías que pretenden disminuir 

estas emisiones, estos procesos no son aplicados en todo el mundo, debido a sus elevados 

costos, tanto de operación como de instalación. 

• Industria minera y siderúrgica: en estudios llevados a cabo en varias regiones, se ha 

reportado de manera directa a la actividad minera como una de las fuentes de 

contaminación por metales pesados (21, 22, 26). En esta actividad se remueven grandes 

cantidades de tierra de diferentes profundidades, alterando la composición 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 razón es desechado, lo 

que produce residuos que se acumulan en el ambiente durante periodos de tiempo que van 

hasta los 400 años o más. Esto genera áreas extensas con niveles potencialmente peligrosos 

de elementos tóxicos. 

 

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

características de emisión, 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 inducción de fitoquelatinas en 

plantas silvestres provenientes de estos suelos. 
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La captación de un elemento mediante la interfase suelo-raíz de planta, depende de la 

presencia de especies biodisponibles de este elemento en vecindad cercana de la raíz y por tiempo 

suficiente. La concentración de estas especies biodisponibles es determinante para la velocidad y 

magnitud de la acumulación de elementos tóxicos (27). La biodisponibilidad de los compuestos 

que contienen elementos tóxicos puede ser muy diferente dependiendo de la naturaleza de los 

mismos, y a su vez la distribución 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. Así 

pues, la caracterización de los suelos es de suma importancia para entender los mecanismos 

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

 

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

 

Algunas de las fuentes mineralógicas 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 químico deciden sobre la solubilidad (15). Dado que cada zona 

geográfica  tiene orígenes geológicos diferentes, la composición de cada lugar varía de forma 

importante, así como la disponibilidad de los elementos tóxicos presentes. Asimismo los rangos 

de concentraciones pueden ir desde algunas partes por billón hasta cientos de partes por millón de 

algunos elementos en zonas determinadas. 
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Tabla 1. Nombre común de algunos minerales abundantes en la corteza terrestre, elementos que 
contienen y solubilidad en orden decreciente (15). 

 

Fórmula genérica Mineral Elementos que contiene Movilidad 

(Mg,Fe,Mn)2·SiO4 Olivina Ni, Co, Mn, Li, Zn, Cu, Mo Muy soluble 

Ca2(Mg,Fe,Al)5(Al,Si)8O22(OH)2 Hornblenda Ni, Co, Mn, Sc, Li, V, Zn, Cu, Ga 

CaFeSi2O6 Augita Ni,Co, Mn, Sc, Li, V, Zn, Pb,Cu, Ga 

[K(Mg,Fe)3(Al,Fe)Si3O10 (OH,F)2], Biotita Rb, Ba, Ni, Co, Sc, Li, Mn, V, Zn, Cu, Ga 

Ca5(PO4)3(F,Cl,OH) Apatita Tierras raras, Pb, Sr 

CaAl2Si2O8 Anorita Sr, Cu, Ga, Mn 

 

NaAlSi3O8 Albita Cu, Ga Moderadamente 
soluble 

Mg3Al2Si3O12 Garnet Mn, Cr, Ga 

KAl2(Si3Al)O10(OH,F)2 Muscovita Rb, Ba, Sr, Cu, Ga, V 

CaTiSiO5 Titanita Tierras raras, V, Sn 

FeTiO3 Ilmenita Co, Ni, Cr, V 

ZrSiO4 Zircon Hf, U 

 

SiO2 Cuarzo - Muy insoluble 

 

 

Es importante mencionar que los yacimientos de uno o más elementos generalmente son 

acompañados por un importante número de otros elementos presentes en varios niveles de 

concentración. En la Tabla 2 se observa una clasificación de estos elementos llamados asociados 

encontrados comúnmente en yacimientos minerales no ferrosos. La extracción de los elementos 

asociados suele no ser económicamente viable, pero su presencia en los jales contribuye de 

manera significativa a la contaminación de la zona. 

Aunque las especies presentes en yacimientos presentan baja biodisponibilidad, varios 

factores, como la actividad microbiana, la presencia de materia orgánica, así como el uso de 

fertilizantes y el efecto de la lluvia ácida, 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 así 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 proporción (15). 

 
 

Elemento Mineral Metales asociados 

Ag Ag2S, 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 FeCr2O4 Ni, Co 

Cu CuFS2, Cu3FeS4, Cu2S, Cu3AsS, CuS, Cu Zn, Cd, Pb, As, Se, Sb, Ni, Pt, Mo, Au, Te 

Hg HgS, Hg, Zn Sb, Se, Te, Ag, Zn, Pb 

Mn MnO2 Fe, Co, Ni, Zn, Pb 

Mo MoS2 Cu, Re, W, Sn 

Ni (Ni,Fe)9S8, NiAs, (Co,Ni)3S4 Co, Cr, As, Pt, Se, Te 

Pb PbS Ag, Zn, Cu, Cd, Sb, Tl, Se, Tl 

Pt Pt, PtAs2 Ni, Cu, Cr 

Sb Sb2S3, Ag3SbS3 Ag, Au, Hg, As 

Se Cu As Sb, Cu, Ag, Au 

Sn SnO2, Cu2(Zn, Fe), SnS4 Nb, Tl, W, Rb 

U U3O8 V, As, Mo, Se, Pb, Cu, Co, Ag 

V VS4 U 

W WO3, CaWO4 Mo, Sn, Nb 

Zn ZnS Cd, Cu, Pb, As, Se, Sb, Ag, Au, In 

 

 

I.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 producción de plata 

en el mundo. Como consecuencia del largo periodo de actividades mineras en la región, 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 km2  por mina, 

abarcando una superficie total de más de 100 km2 (30-33). 
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 El depósito de desechos en forma de jales ricos en elementos como el Fe, Mn, Zn, Pb y 

As ha generado preocupación por posible contaminación de suelos y acuíferos de la región. La 

movilidad de potenciales contaminantes ha sido estudiada por varios autores (30, 31, 33). 

 Esta es una de las razones por las que se decidió llevar a cabo los estudios de especiación 

de elementos tóxicos y su asociación con las PCs en la región.  

 

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

concentraciones de xenobióticos metálicos. 

 

 En épocas muy remotas en historia de la tierra los organismos vegetales fueron de los 

primeros en salir del mar, resolviendo así 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 tóxicas (incluyendo especies metálicas y de 

metaloides) en el suelo afecta potencialmente al desarrollo de las plantas con la acumulación 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). Así se han observado síntomas de toxicidad que a nivel molecular han 

sido relacionados con estados de estrés oxidativo e interacción específica 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 simbióticas con hongos microscópicos y bacterias, además de los exudados de la 

pared y la membrana celular. La tolerancia también puede involucrar la membrana plasmática, 

reduciendo la captación 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 reparación 

activa de proteínas, y se han reportado la presencia de ácidos orgánicos, aminoácidos y péptidos, 

capaces de acomplejar iones metálicos. Estos pueden ser transportados dentro de la vacuola para 

aislar los iones metálicos del resto de organelos susceptibles a sus efectos tóxicos. En la Figura 1 
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se presentan de manera esquemática algunos procesos de captación 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.- Resumen de algunos mecanismos defensivos reportados en las células vegetales (36). 
Se representa una concentración elevada de metales (M) en el exterior de la célula, así como los 
mecanismos de protección que se pueden llevar a cabo contra la toxicidad de los iones metálicos. 
 

 

La tolerancia a los metales pesados en muchas plantas puede ser definida como la 

habilidad de sobrevivir en suelos que son tóxicos para otras plantas, y se manifiestan por la 

interacción entre un genotipo y su medio ambiente. Sin embargo el término es más frecuente 

usado en la literatura para mencionar los cambios que pueden ocurrir en la respuesta a la 

exposición 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 pequeño número de genes (37). 

 

A continuación 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. 

1. Restricción del acceso de 
metales hacia raíz por 
micorrizas, y mecanismos de 
tolerancia causados por 
rizobacterias. 

2. Ligadura a la pared celular. 
3. Ligadura a la membrana 

plasmática. 
4. Transporte activo hacia el 

exterior de la célula vegetal. 
5. Acomplejamiento en citosol. 
6. Protección de la membrana 

plasmática bajo condiciones de 
estrés. 

7. Transporte de los complejos 
PC-Metal (PC-M) a la 
vacuola. 

8. Transporte y acumulación de 
PC-M en la vacuola 
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Micorrizas y rizobacterias. La influencia de los microorganismos en la captación de 

elementos por las plantas puede jugar un papel importante en algunas especies, siempre que las 

condiciones del suelo permitan la colonización de la interfase raíz-suelo. Por un lado la 

asociación simbiótica llevada a cabo por hongos llamados micorrizas con algunas plantas, puede 

ofrecer cierta protección contra la entrada de elementos tóxicos. Los mecanismos propuestos para 

la tolerancia hacia metales por parte de las micorrizas son similares a los empleados por las 

plantas superiores, como la captación por compuestos extracelulares, o la inmovilización dentro 

de las vacuolas. Adicionalmente se puede dar la absorción 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 más común en las cercanías de las raíces, y estas juegan un rol 

importante en el reciclaje de nutrientes, mantenimiento de las características del suelo, control de 

plagas que atacan a la planta; y resultan ser de gran importancia para la captación tanto de 

nutrientes, como de elementos tóxicos por las plantas (40). 

En lo que respecta a la tolerancia contra metales, se puede mencionar la actividad 

bacteriana como responsable de algunas reacciones químicas que disminuyen la movilidad de 

elementos. Como ejemplo la bacteria Xanthomonas maltophyla cataliza la reducción de Cr(VI) a 

Cr(III) mucho menos tóxico (41). Se ha reportado que el mismo microorganismo puede inducir 

cambios en la especiación de iones metálicos como Pb(II), Hg(II), Au(III), Te(IV) y Ag(I). 

También se han reportado mecanismos similares en cepas de Escherichia coli Y Pseudomonas 

putida. Aún más importante resulta ser la exudación de compuestos con propiedades 

acomplejantes como ácidos orgánicos y aminoácidos o péptidos, los cuales pueden disminuir la 

movilidad de los elementos tóxicos y permitir el crecimiento de las plantas (41). 

 

Función 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 últimas, formada en su mayoría 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 anatómicas de la planta, cuando esta en contacto con 

los metales contenidos en el suelo, puede de ser capaz de ofrecer cierta protección contra la 

entrada de metales hacia la célula, y en algunos estudios se ha encontrado la acumulación de 

elementos metálicos tóxicos en esta parte de la planta (42). Pero las funciones de la pared celular 
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en las raíces también abarcan la exudación de compuestos capaces de reducir la captación de los 

iones metálicos fuera de la planta como, ácidos orgánicos, así como algunos aminoácidos, que 

juegan un papel importante en la detoxificación de metales tanto fuera, como dentro de las 

células de la raíz (43). Una vez que los iones metálicos han permeado la pared celular, llegan a la 

membrana plasmática donde comienzan realmente los efectos dañinos de algunos metales 

pesados, alterando el flujo de iones como el potasio y causando alteraciones en la proteínas. 

Específicamente algunos iones metálicos presentan afinidad a los grupos tiol que juegan un papel 

importante en las estructuras terciaria y cuaternaria de las proteínas. También se han reportado  

cambios en la estructura y permeabilidad de las barreras lipídicas de la membrana celular (44). 

Como respuesta a estos efectos tóxicos, la membrana plasmática debe ser capaz de llevar a cabo 

un transporte activo de elementos tóxicos al exterior de la célula, así como tener la capacidad de 

reparar las zonas dañadas para poder permitir a la planta la tolerancia hacia los iones metálicos. 

 

Acomplejamiento intracelular. La concentración total de metales pesados dentro de las 

células vegetales puede llegar a niveles de concentración altos, sin que se produzcan efectos 

tóxicos, esto es debido principalmente al acomplejamiento de los iones metálicos por compuestos 

presentes o producidos en el interior de la célula, lo cual disminuye su reactividad e impide su 

asociación con proteínas 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 años 80s y nombradas de esta manera en 1985 (6). Las fitoquelatinas son 

péptidos con estructura básica (γ-Glu-Cys)n-Gly, donde n varía entre 2 hasta 11 (46). Estos 

compuestos son sintetizados enzimáticamente, lo que implica su codificación en el genotipo de 

las plantas que las producen (47). Una vez formados los complejos entre las PCs y los iones 

metálicos, 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 metálicos son las metalotioneinas (36) (mejor caracterizadas en animales)  y los ácidos 

orgánicos. 
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I.5. Fitoquelatinas 

 

 Se considera que las fitoquelatinas fueron desarrolladas como mecanismo defensivo 

contra los metales pesados por primera vez en organismos unicelulares marinos (48-51), 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura química de las fitoquelatinas, donde n puede variar de 2 a 11. 

 

 

 La ruta sintética de la PCs en las plantas tiene como sustrato la glutationa (γ-Glu-Cys), y 

está implicado un pequeño número de genes que codifican las enzimas denominadas PC-

sintetasas que unen las moléculas de glutationa, con glicina como aminoácido 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 

representación y que existen algunas variantes a esta ruta descritos en investigaciones recientes. 
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Figura 3. Ruta de la síntesis de las PCs en plantas superiores. 

 

Es bien conocida la importancia biológica de los compuestos que contienen en su 

estructura átomos de azufre. En cuanto a la interacción de biomoléculas con metales pesados, en 

el reino animal existe un grupo de proteínas ricas en cisteína llamadas metalotioneinas (66, 67), 

las cuales cumplen una función similar a las PCs en plantas, acomplejar los iones metálicos para 

evitar sus efectos tóxicos. 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 (γGlu-Cys-Ala) como sustrato de reacción. 

Las principales variantes se mencionan en la Tabla 3, en la cual podemos observar que el 

aminoácido C terminal es diferente mientras que las unidades de γGlu-Cys son presentes en todos 

los homólogos de PCs. La función de las variantes de las PCs no está muy clara pero se sabe que 

muchas plantas así como levaduras son capaces de sintetizarlas (71-74). 

 

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

Péptidos relacionados con las PCs Estructura Ocurrencia 

Fitoquelatinas (γ-Glu-Cys)n-Gly Plantas, levaduras 

Homofitoquelatinas (γ-Glu-Cys)n-Ala Leguminosas 

Desglicil fitoquelatinas (γ-Glu-Cys)n Maíz, levaduras 

Hidroximetil fitoquelatinas (γ-Glu-Cys)n-Ser Gramineas 

Iso-fitoquelatinas (Gln) (γ-Glu-Cys)n-Gln Maíz 

Cisteína γGlu-Cys γGlu-Cys-Gly (γGlu-Cys)n-Gly 

(genes:GSH1, CAD2) (genes:GSH2) (genes:CAD1, PCS1, PCS2) 

Glutamato Glicina 

(GSH) (PCn) 

γΕC sintetasa GSH sintetasa PC sintetasa 
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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 inorgánicas de metales pesados. Por otro lado, se han hecho modificaciones genéticas 

para aumentar o disminuir la biosíntesis de PCs, lo que ha demostrado que las plantas deficientes 

en PCs son más sensibles a la toxicidad de los metales pesados, respecto a las plantas con sobre 

expresión de los genes responsables de la producción de PCs. 

 

Se ha demostrado así la gran importancia que tienen como mecanismo defensivo en 

organismos vegetales, así como en levaduras y en otros microorganismos. Es importante resaltar 

que no se han encontrado reportes anteriores a este trabajo que hayan estudiado la síntesis 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 información genética 

de plantas a cultivos celulares de mamíferos y se ha demostrado el incremento en la resistencia al 

Ion Cd(II) en estos cultivos (108). 

 

Existen algunos trabajos dedicados a tratar de elucidar la estructura molecular de las PCs, 

y sus complejos con iones metálicos (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 metálico y de su concentración en el medio. Cabe mencionar que las cadenas más 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, níquel y cobalto (6, 53, 71, 76, 80, 86, 101, 

111-115). Aunque dependiendo del genotipo estudiado, la respuesta varía ampliamente, desde la 

clara inducción de PCs hasta la carencia de la síntesis de las mismas. 

 

Se ha encontrado que la estequiometría de los complejos PC-Metal (PC-M) va desde 1:1 

hasta 4:1, dependiendo del estado de oxidación del ion metálico, así como de la longitud de la 

cadena peptídica (110). La estructura típica 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 metálico 

hacen que las PCs sean capaces de acomplejar a un número mayor de iones que los que pueden 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema de los complejos formados entre las PCs y el ion Cd(II) (116). 

 

Existen reportes que proponen el uso de los niveles de PCs y sus análogos en tejidos de 

plantas como indicadores bioquímicos de la contaminación por metales pesados así como de su 

toxicidad. (86) Como se ha descrito, la inducción de fitoquelatinas en tejidos de plantas ocurre en 

respuesta a concentraciones elevadas de metales, sin embargo para que la inducción sea posible 

se ha encontrado que las especies que contiene los metales pesados deben ser formas libres, o 

altamente tóxicas para que se lleve a cabo el proceso inducción. 

La producción de PCs se ha observado principalmente en raíces, sin embargo también se 

ha visto que las partes aéreas de los organismos vegetales expuestas a metales contienen niveles 

más altos de cisteína y glutationa, respecto a las plantas no expuestas. En algunos casos se lleva 

cabo la síntesis de fitoquelatinas en las partes aéreas de las plantas (117). Estos cambios pueden 

ser usados como indicadores bioquímicos de la contaminación por metales pesados en varios 

ambientes naturales (117, 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 cisteína, como responsables directos de la 

tolerancia o acumulación de metales. En relevancia a este trabajo,  algunos autores proponen que 

las PCs presentes en la planta pueden acomplejar los iones metálicos que están presentes en el 

ambiente intracelular pero no son capaces de inducir la síntesis 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 acumulación de elementos tóxicos 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 países (122-125). 

 

I.6. Fitorremediación 

  

 La fitorremediación es el uso de plantas para la restauración ambiental, es una tecnología 

emergente para la limpieza de suelos y acuíferos. Las plantas pueden extraer, secuestrar, 

volatilizar y/o detoxificar contaminantes, a través de procesos físicos, químicos o biológicos 

(126). 

 De acuerdo a estos principios la fitorremediación puede llevarse a cabo de diferentes 

maneras, que pueden clasificarse como: fitoextracción, rizofiltración, fitoestabilización, y 

fitovolatilización (40). 

 

  La fitoextracción es el uso de plantas superiores para remover contaminantes orgánicos 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 así contaminantes de los suelos (13, 35). 

 

 La rizofiltración es el uso de las raíces de plantas para absorber, concentrar o precipitar 

metales en afluentes acuosos. La fitoestabilización es el uso de plantas para reducir la movilidad 

de los elementos tóxicos, a través de la adsorción y/o precipitación, lo que reduce su 

biodisponibilidad. La fitovolatilización se refiere a la captación de elementos tóxicos del suelo 
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por parte de la planta y su liberación a la atmósfera en formas volátiles, esto puede ocurrir con 

compuestos de mercurio, arsénico y selenio (40). 

La identificación 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 químicas en un 

equilibrio dinámico, gobernado por las propiedades físicas, biológicas y químicas de los suelos. 

La cinética de estas interacciones decide de la biodisponibilidad de los metales, en general sólo 

una fracción de los metales presentes en el suelo es realmente biodisponible para su captación por 

las plantas. La mayor parte de los metales contenidos en los suelos está generalmente en forma de 

compuestos insolubles no viables para su transporte dentro de la raíz (41). Las investigaciones 

relacionadas con la biodisponibilidad de metales son de vital importancia para los estudios de 

extracción de metales en suelos. En general las extracciones con disoluciones acuosas en 

diferentes condiciones (fuerza iónica, pH, temperatura), proveen de una buena estimación de la 

cantidad de metales biodisponibles en muestras de suelos.  

 

Estas estimaciones son útiles para determinar la concentración biodisponible de cada 

metal y existe una serie de procedimientos de extracción basados en este principio. Con lo que se 

logra la especiación operacional de los diferentes grupos de compuestos, que contienen los 

elementos de interés.  El método de extracción secuencial Tessier (127) fue utilizado en el trabajo 

experimental, y consta de 5 extractos definidos como: 

 

• Fracción intercambiable (MgCl2). 

• Fracción unida a carbonatos. (CH3COONa / CH3COOH, 1 M pH 5). 

• Fracción unida a óxidos de hierro y manganeso. (NH2OH / HCl 0.04 M en 25 % 

CH3COOH). 

• Fracción unida a materia orgánica y sulfuros. (30 % H2O2 pH 2, posteriormente CH3COO 

NH4 3.2 M en HNO3 al 20%). 

• Fracción residual. (HNO3). 

 



Tesis Doctoral 22

Cada fracción es analizada por una técnica analítica elemental para determinar los 

contenidos de elementos presentes, y provee de información acerca de la biodisponibilidad de los 

mismos. 

Con excepción del Hg, la captación de los metales hacia la raíz ocurre normalmente a 

través de la fase acuosa, en los suelos algunos metales como el cadmio existen principalmente 

como formas solubles o intercambiables fácilmente disponibles para las plantas; otros como el 

plomo ocurre normalmente como precipitados insolubles (fosfatos, carbonatos, hidróxidos y 

sulfuros) que son normalmente muy poco biodisponibles para las plantas (128). Existe además en 

algunos casos un importante efecto de acomplejamiento de las sustancias húmicas (SH) de suelo 

hacia algunos iones metálicos polivalentes; estos factores pueden disminuir en gran medida la 

eficacia de la fitorremediación con plantas. En la Figura 5 se resumen las interacciones que se 

pueden llevar a cabo en la interfase raíz-suelo, y que son de importancia para la captación de 

elementos por las plantas. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Interacciones que se pueden llevar a cabo en la interfase suelo-raíz, en presencia de 
microorganismos (MO) (40). 
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La biología molecular es una herramienta muy útil en el mejoramiento de las capacidades 

hiperacumuladoras de metales en plantas, sin embargo los procesos llevados a cabo en la 

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

 

Se han propuesto diversas alternativas para aumentar la eficiencia de la fitoextracción 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 

tóxicos hacia las plantas (131-133), se encontró en algunos casos que el formar complejos 

estables de bajo peso molecular permite la entrada hacia las plantas de los elementos metálicos en 

formas menos tóxicas. Por otro lado se ha propuesto que la acomplejación 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 captación hacia las raíces. 

En algunas especies se ha documentado la exudación de ácidos orgánicos capaces de aumentar la 

biodisponibilidad de hierro en suelos (134). También la interacción de las sustancias húmicas con 

los exudados raíz pueden incrementar en algunos casos la biodisponibilidad de metales; la 

exudación de ligándos como el ácido deoximugénico, malatos y acetatos puede inhibir la 

capacidad acomplejadora de las sustancias húmicas (134). 

 

También es importante mencionar el posible uso de las plantas como extractantes de 

metales pesados con intereses comerciales a lo que se ha denominado fitominería (135), 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 metodologías no son completamente 

accesibles debido en gran medida a la falta de conocimiento de los mecanismos moleculares y las 

rutas metabólicas involucran la hiper-acumulación de metales pesados. También es importante 

mencionar que no existen reglas establecidas acerca de los parámetros de suelo óptimos para la 

fitorremediación en cualquier zona, más bien es necesario hacer estudios específicos para cada 

sitio.  
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I.7. Especiación analítica de elementos. 

 

En las últimas décadas la comunidad científica ha concluido que, la movilidad de 

elementos en el medio ambiente, su biodisponibilidad y captación por organismos vivos, su 

transporte y distribución, así como sus efectos biológicos específicos, se ven gobernados por las 

especies particulares, o formas actuales de cada elemento en un sistema dado. En este sentido, la 

determinación total de elementos como el mercurio, arsénico o estaño, es insuficiente para saber 

acerca de su toxicidad. Como ejemplo el metilmercurio es mucho más biodisponible y tóxico que 

el mercurio inorgánico y el tributil estaño es mucho más tóxico que el Sn(IV). Por lo tanto la 

información cuantitativa de la distribución de un elemento en sus formas/especies es 

indispensable para complementar la información acerca de la toxicidad de algunos elementos 

tanto en muestras medio ambientales como en muestras biológicas (136).  

 

La diferente toxicidad que presentan diversas formas químicas de un mismo elemento, 

tiene que ver  con propiedades de sus especies tales como son: tamaño molecular, configuración 

electrónica, polaridad, tipo de enlace químico, estabilidad. 

 

Resulta claro que un cambio en el estado de oxidación, la presencia de potenciales 

ligandos o la adición de fragmentos orgánicos, son suficientes para modificar la toxicidad de los 

elementos. Esto hace que la especiación química juegue un papel fundamental en los estudios 

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

 

El reto en la especiación química 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 análisis presentan una serie de problemas  en muestras 

biológicas principalmente por su complejidad. Los procedimientos de preparación de muestras 

son, como en muchos otros procedimientos analíticos, la parte decisiva al momento de preservar 

las formas químicas presentes de manera natural en las muestras. Aunque en algunos casos las 

condiciones de análisis pueden afectar la especiación natural; como ejemplo, las separaciones 

cromatográficas deben emplear fases móviles que no reaccionen con los analitos estudiados.  
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I.8. Herramientas analíticas empleadas en los estudios de especiación. 

 

Un esquema de especiación involucra de manera típica dos etapas, en el primer paso se 

obtiene la separación  de los compuestos de interés y en una segunda etapa se lleva a cabo su 

detección y cuantificación. Las herramientas analíticas que se emplean en este tipo de estudios 

deben presentar las siguientes características: 

 

• Preservación de las formas químicas presentes en la muestra original, ya que de esto 

depende la utilidad de la información obtenida de todo el procedimiento analítico. 

• Selectividad alta en la etapa de separación, que permita la determinación exacta de los 

diferentes compuestos. 

• Detección específica y multi-elemental de los elementos de interés en las fracciones 

obtenidas de la etapa de separación, y posibilidad de cuantificar los analitos con el menor 

número de interferentes posibles 

• Sensibilidad alta y límites de detección bajos, ya que por lo general las muestras de interés 

medio ambiental o biológico, presentan concentraciones traza o ultra traza de metales, como 

contaminantes o como elementos con funciones biológicas. 

 

Con base en estos requisitos que se acaban de mencionar, los procedimientos actuales 

emplean técnicas cromatográficas y electroforéticas poderosas en la etapa de separación, y 

técnicas espectrométricas atómicas en la etapa de detección y cuantificación. En los inicios de la 

especiación como estudio sistemático, la espectrometría de absorción atómica fue la técnica de 

detección más utilizada. 

 

I.8.1. Espectrometría de absorción atómica. 

 

La absorción de radiación electromagnética en la región ultravioleta visible (UV-Vis) que 

experimentan los átomos en estado gaseoso, brinda una herramienta analítica poderosa para los 

análisis cuantitativos y cualitativos elementales. La espectrometría de absorción atómica (AAS) 

se basa en el principio de que los átomos libres en estado fundamental de energía pueden 

absorber radiación UV-Vis a ciertas longitudes de onda determinadas por las reglas de la química 
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cuántica que rigen las transiciones energéticas permisibles, entre los estados energéticos de los 

electrones de valencia. Así pues los átomos de un elemento poseen un espectro único en la región 

UV-Vis, lo que permite su identificación.  

En la Figura 6 se muestra un esquema de un espectrómetro de absorción atómica. El 

atomizador puede ser de llama o electrotérmico (figuras 7 y 8). En ambos casos la fuente de de 

radiación electromagnética es la lámpara de cátodo hueco, donde el cátodo esta compuesto por el 

elemento a determinar Esto garantiza que el espectro de emisión utilizado proporciona las 

porciones de energía que pueden ser absorbidas por el analito. 

El atomizador puede ser la llama producida al quemar acetileno, en esta modalidad la 

muestra en solución es nebulizada y entra como un rocío fino al quemador, donde se llevan a 

cabo los siguientes procesos: 

 

1. Desolvatación 

2. Evaporación 

3. Pirrolisis 

4. Atomización 

 

Una vez en forma elemental, los átomos son irradiados con el haz de radiación producida 

por la lámpara de cátodo hueco, y los átomos del analito a determinar absorben parte de la 

energía excitándose. La cantidad de energía absorbida a una longitud de onda específica es 

proporcional a la concentración del elemento en la disolución. Esta proporcionalidad es de tipo 

logarítmico, por lo que el logaritmo del cociente intensidad emitida/intensidad registrada, 

definido como absorbancia, es linealmente proporcional a la concentración del analito. 

Otra técnica de la espectrometría de absorción atómica es la que emplea un atomizador 

electrotérmico. En este caso una pequeña cantidad de muestra (de 5 a 100 µl)  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 óptico del instrumento. En esta modalidad, la muestra es calentada de 

manera controlada para llevar a cabo los mismos procesos que en la atomización en llama, pero 

de tal manera que en la etapa de atomización la fase gaseosa contiene principalmente átomos del 

analito, mientras que los productos de descomposición de la matriz ya hayan sido removidos, esta 

técnica de atomización permite el análisis directo de muestras con matrices complejas. 
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Figura 6. Esquema de un espectrómetro de absorción atómica, donde se muestran la lámpara de 
cátodo hueco para la emisión de la radiación de energía apropiada para el elemento a analizar, y 
la lámpara de deuterio para la corrección de la absorción no específica; las dos fuentes comunes 
de atomización: electrotérmica y en llama; así como el sistema de detección y registro. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Atomizador en llama utilizada en espectrometría de absorción atómica (137). 
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Figura 8. Atomizador electrotérmico utilizado en la espectrometría de absorción atómica 
ETAAS. (137). 

 

En ambas modalidades los sistemas de corrección de fondo son muy importantes, ya que 

es necesario distinguir entre la absorción específica por los átomos del elemento estudiado, de las 

pérdidas de intensidad del haz de la fuente, no relacionadas con la presencia del analito. Los 

rangos de concentración que se pueden medir, se ven limitados por las desviaciones de la 

linealidad, características de las mediciones de absorbancia, a concentraciones elevadas. Por lo 

que es necesario en ocasiones hacer determinaciones con diferentes diluciones para elementos 

específicos en una misma muestra. 

 

I.8.2. Espectrometría de Emisión atómica 

 

 Con el avance tecnológico fue posible el surgimiento de nuevas herramientas analíticas 

para la determinación  de elementos y en particular el uso de plasmas de un gas noble como 

fuente de atomización, excitación, ionización. El uso de plasmas generados a partir de gases 

nobles incrementó en gran medida la energía que se puede suministrar a las muestras, 

favoreciendo los procesos de desolvatación y pirrolisis, y permitiendo la excitación atómica en 

mayor medida, con lo que la espectrometría de emisión atómica se convirtió en otra herramienta 

analítica a utilizar. Dentro de las características que presenta la espectrometría de emisión 

atómica se puede mencionar la capacidad multielemental que se obtiene de la medición 

secuencial de las diferentes líneas de emisión características de cada elemento. 



Tesis Doctoral 29

En la Figura 9 se observa el esquema de un espectrómetro de emisión atómica con plasma 

acoplado por inducción como fuente de excitación  (ICP-AES). Las partes fundamentales son el 

sistema de introducción de muestra, que consta de un nebulizador y una cámara 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 (típicamente argón, en algunas aplicaciones helio). En la Figura 9 se puede 

apreciar la configuración de una antorcha usada en un espectrómetro 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 geometría 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 energía para llevarse a cabo la excitación de los átomos y emisión de 

la radiación atómica. El sistema de inducción es un generador de campo electromagnético en la 

región de radiofrecuencia (de 27-41 MHz) que mantiene a los iones de argón y a los electrones, 

en constante movimiento con trayectorias encontradas, lo que ocasiona la producción de calor por 

resistencia ohmica. El espectrofotómetro, puede  ser conformado por una rejilla de difracción, 

con lo que el análisis de cada línea de emisión atómica se hace de manera secuencial; o se puede 

colocar un prisma en el paso óptico después de la rejilla de difracción, lo que genera un espectro 

en dos dimensiones. El detector puede ser un fotomultiplicador, un arreglo de diodos o un 

detector por inyección de carga (CID). 
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Figura 9. (a) Esquema de un espectrómetro de emisión atómica con fuente de excitación en 
plasma acoplado por inducción con detector tipo fotomultiplicador (PMT). (b) Antorcha de un 
espectrómetro de emisión atómica con plasma acoplado por inducción como fuente de excitación 
(137).  
 

 

 Además de los elevados costos de operacíón y mantenimiento se puede mencionar que los 

espectros de emisión obtenidos a partir de muestras con matrices complejas suelen ser 

complicados de interpretar, ya que cada elemento posee varias líneas de emisión, las cuales 

pueden encontrarse más cercanas que la capacidad de resolución óptica de el sistemas de 

difracción, obligando a elegir en ocasiones líneas de menor intensidad para las determinaciones 

lo que disminuye el poder de detección.  

  

 Con esta herramienta analítica es posible llevar a cabo estudios de especiación 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 

separación cromatográficas o electroforéticas. 
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I.8.3. Espectrometría de masas, ICP-MS como herramienta analítica en estudios de 

especiación. 

 

 Con el desarrollo de la espectrometría de masas se abrió la posibilidad de identificar y 

cuantificar las especies químicas en un amplio rango de masas. En estas técnicas la muestra debe 

ser ionizada para obtener iones moleculares, sus fragmentos o átomos ionizados. Los iones son 

conducidos por una serie de lentes iónicos hacia la zona de alto vacío 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 electrónico y registrados. 

  

 Los analizadores de masas pueden ser de varios tipos, los más 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 iónicas, e introducidos en el espacio entre cuatro barras metálicas 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 interacción 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, así 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 relación m/z específica y eliminar las demás. Al realizar los ajustes de 

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

lo que permite el análisis multielemental prácticamente simultáneo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Diagrama de operación 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), así 
como las trayectorias de iones de diferente relación m/z  (137). 
 

  El analizador de masas de cuadrupolo presenta la desventaja de tener baja 

resolución, 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 atómicos X+1, en los cuales el valor 

m/z es igual a la masa atómica, y los iones poliatómicos ZY+1 que pueden presentar valores de 

m/z muy similares a X+1. 

 

 Existen también analizadores de masas de alta resolución que permiten separar 

iones  que presentan diferencias entre sus valores m/z inferiores a una unidad de masa atómica. 

De esta manera es posible eliminar las interferencias poliatómicas e isobáricas. 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 electroimán curvo. El campo magnético 

genera la deflexión de los iones, de manera que los iones pesados colisionan con las paredes del 
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tubo al vacío que los conduce al no modificar su trayectoria lineal lo suficiente para seguir por el 

centro, esto es debido a la fuerza centrífuga generada por la masa del ion en la trayectoria curva. 

Por otro lado los iones muy ligeros desvían su trayectoria lineal demasiado al ser atraídos por el 

imán, y colisionan con el tubo del analizador.  Al variar la intensidad del campo magnético o el 

potencial de aceleración de entrada, se puede igualar la fuerza centrífuga con la centrípeta de un 

ion de determinada relación m/z, y permitir que llegue al detector.  También existen equipos que 

antes de separar los iones por interacción con el campo magnético eliminan las diferencias en sus 

energías cinéticas y traslacionales por medio de un enfoque electrostático. Este es llevado a cabo 

al pasar los iones entre dos láminas metálicas 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 resolución se disminuye de manera drástica su 

sensibilidad.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
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 ionización 
(quimica, por impacto electrónico, electrorociado, ablasión laser o en plasma), así como la 
trayectoria de iones de diferente relación m/z. 
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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 energía 

cinética y después son introducidos a un tubo al vacío. La diferencia en las masas se refleja en la 

velocidad con que se desplazan en el tubo, por lo que los iones más pesados llegan más tarde al 

detector, situado al final de un tubo al vacío. Midiendo el tiempo que tardan en llegar los iones es 

posible calcular su masa hasta con 3 cifras decimales significativas. 

 

Los análisis de especiación química elemental pueden ser llevados a cabo a través de la 

obtención de iones atómicos a partir de las especies de interés presentes en una muestra. Las 

fuentes de plasma son una herramienta muy útil para este propósito; por lo que el surgimiento de 

la espectrometría de masas con fuente de ionización por plasma acoplado por inducción (ICP-MS) 

se ha convertido en la herramienta más empleada en estudios de especiación química (138). 

 

Las capacidades de análisis de la técnica ICP-MS permiten verdadero análisis 

multielemental e isotópico, límites de cuantificación de orden de nano gramos por litro para la 

mayoría de los elementos y la posibilidad de análisis continuo, que permiten el acoplamiento sin 

mayores problemas con técnicas de separación cromatográficas, electroforéticas, así como la 

introducción directa de vapores o gases. 

 

En la Figura 12 se muestra el esquema de un espectrómetro de masas con plasma 

acoplado por inducción como fuente de ionización y filtro de masas tipo cuadrupolo, se puede 

observar que la interfase debe permitir la entrada de iones desde condiciones de presión 

atmosférica, hacia el alto vacío requerido para la conducción, separación y detección de los iones 

formados. Esto se logra a través de 2 conos metálicos con aberturas en la punta, llamados 

�sampling cone� y �skimer cone�, la abertura del primero es típicamente de 1 mm de diámetro, 

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 vacío. Una vez dentro del espectrómetro de masas los iones son conducidos, filtrados 

y detectados.  
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Figura 12. Espectrómetro de masas con plasma acoplado por inducción como fuente de 
ionización con filtro de masas tipo cuadrupolo. Se aprecia un acercamiento a la interfase existente 
entre las condiciones de presión atmosférica y las condiciones de vacío al interior del instrumento.   

 

 

Como ya se ha mencionado los analizadores de masas tipo cuadrupolo son lo más 

empleados, y para eliminar las interferencias causadas por los iones poliatómicos, el modelo 

7500ce de Agilent Technologies con el que se realizó este trabajo, cuenta con un sistema de 

eliminación de interferentes, llamado celda con octápolo de colisiones/reacciones, (ORC) 

ilustrado en la Figura 13. En este dispositivo, un octápolo concentra el haz de iones y de manera 

perpendicular se hace pasar un flujo de gas; típicamente helio para colisiones o hidrógeno para 

reacciones. En la modalidad de colisión, los iones poliatómicos de mayor tamaño sufren 

colisiones con mayor frecuencia que los iones atómicos más pequeños, perdiendo de esta manera 

parte de su energía cinética. Al aplicar una barrera de potencial a la salida de la celda, los iones 

con menor energía cinética son eliminados. Esto permite la eliminación de los iones poliatómicos. 

En el modo de reacción los iones poliatómicos son disociados, o son modificados en su valor m/z 

por adición de un átomo de hidrógeno, 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.  
 

 

I.8.4. Técnicas híbridas o acopladas 

 

Las metodologías analíticas mencionadas hasta ahora son técnicas de análisis elemental y 

por lo tanto proveen solamente de información 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 especiación requiere de una etapa de separación de 

especies previa a la detección y cuantificación. En los estudios de especiación química, la 

combinación de las etapas de separación  y detección en línea recibe el nombre de técnicas  

híbridas o acopladas (coupled o hyphenated). Con este diseño se suman las ventajas de la alta 

selectividad de las técnicas cromatográficas o electroforéticas, con la excelente sensibilidad y 

poder de detección de la espectrometría atómica (3, 139). 

 

 Dentro de las técnicas de separación más poderosas se encuentran la cromatografía, ya sea 

de gases (GC) o de líquidos (HPLC). Estas técnicas  se definen como métodos físicos de 

separación, en los cuales los solutos a ser separados se distribuyen entre dos fases: fase 

estacionaria, que permanece inmóvil; y fase móvil, la cual se mueve en una dirección definida. 
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Estas técnicas proporcionan una gama muy completa de posibilidades de separación, 

basadas en diferentes principios fisicoquímicos. 

A continuación se describen de manera resumida los tipos de cromatografía de líquidos, ya que 

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

 

Fase estacionaria.- Es el medio físico por el cual se hace pasar la muestra, y que interactúa con la 

misma, reteniéndola o dejándola pasar libremente, de acuerdo a diferentes principios 

fisicoquímicos explicados a continuación. Puede ser un polvo fino, un gel polimérico o una 

estructura porosa. Se encuentra normalmente contenida en un cilindro hueco, llamado columna 

cromatográfica, de diámetro interno reducido y de largo entre unos pocos  centímetros hasta 30 

centímetros. De acuerdo a la naturaleza de la fase estacionaria y las interacciones fisicoquímicas 

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

 

• Cromatografía en fase inversa (RP): La fase estacionaria es menos polar que la fase móvil. 

Así que, los compuestos lipofílicos son retenidos, y el orden de salida de la columna 

comienza por los más polares y termina por los más apolares. En cuanto a los grupos 

funcionales, las fases estacionarias comunes en este tipo de cromatografía son octil ó C8 

(Si-(CH2)7-CH3) y octadecil C18 (Si-(CH2)17-CH3). La fase estacionaria RP-HPLC 

requiere un tamaño pequeño de partícula (3-10 µm) y un empacamiento de columna más 

compacto y homogéneo para obtener un alto número de platos teóricos.  

• Cromatografía de afinidad: Las separaciones por cromatografía de afinidad se basan en las 

interacciones reversibles entre dos moléculas con cierta actividad biológica. La fase 

estacionaria esta formada por un soporte el cual  contiene un ligando que reconoce de 

manera específica al compuesto de interés. Una vez retenido en la columna, el compuesto 

puede ser eluido utilizando una disolución amortiguadora de pH que provoque la 

descomposición del complejo formado, o una disolución que contenga un sustrato y un 

ligando competitivo.  

• Cromatografía de Intercambio iónico (IE): Esta técnica se emplea para la separación de 

mezclas de cationes o aniones, para lo cual se utilizan fases estacionarias que presentan 

compuestos disociados con cargas puntuales. El proceso de retención depende de las 

interacciones electrostáticas entre sitios con carga en la fase estacionaria y los iones de la 
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muestra. Tanto para la separación 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 catiónico 

contienen frecuentemente grupos sulfónicos, o grupos carboxílicos. Mientras que para el 

intercambio de aniones usan aminas primarias o cuaternarias. 

• Cromatografía de Exclusión por tamaño molecular (SEC): En esta técnica se lleva a cabo la 

separación de compuestos de diferentes tamaños moleculares. La fase estacionaria para este 

tipo de cromatografía está constituida por pequeñas partículas poliméricas o de sílice 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 tamaño molecular, a menor tamaño mayor retención; y posteriormente son eliminadas 

por el flujo de la fase móvil. El tiempo de residencia medio en los poros depende del 

tamaño efectivo de las moléculas de los analitos y del tamaño de los poros. Las moléculas 

más grandes que el tamaño medio de los poros de los rellenos no pueden entrar en las 

cavidades y pasan por la columna sin retención, mientras que las moléculas más pequeñas 

entran en las cavidades de manera repetida, con lo que se retienen durante más tiempo. Es 

importante mencionar que en ésta técnica de separación la fase móvil debe ser la misma 

durante toda la separación para asegurar que el único factor que afecte los tiempos de 

retención de los compuestos sea el tamaño molecular. También se debe mencionar que el 

tipo de columna determinará los rangos de tamaños moleculares relacionados con masas 

moleculares, que pueden ser separados. La calibración de las masas se debe hacer con 

estándares de masa conocida, y la función de calibración es logarítmica con respecto a la 

masa molecular de los compuestos. 

 

Fase móvil.- Es el líquido que fluye por el interior de la columna cromatográfica a un caudal 

controlado. Puede llevarse a cabo una partición de los analitos entre la fase estacionaria y la fase 

móvil, con lo que el proceso de separación se considera una extracción múltiple. 

Sistema de introducción de muestra.- En las técnicas e HPLC la muestra a analizar debe ser 

líquida y se introduce al sistema cromatográfico 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 móvil por el espacio reducido que hay libre en el interior de las 

columnas cromatográficas, genera presiones altas, por lo que el sistema de bombeo de la fase 

móvil debe ser capaz de mantener un flujo constante  contra presiones de hasta 400 bar o más. 

  

Detector.- Una vez separados los compuestos de interés pueden ser detectados al salir de la 

columna cromatográfica 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 

específicos antes mencionados, para llevar a cabo los estudios de especiación química.  

 

 La importancia de las técnicas cromatográficas en estudios de especiación química, radica 

en la detección elemental específica que se obtiene al conectar el flujo de salida de la columna 

cromatográfica, con el sistema de introducción de muestra de técnicas de detección específicas 

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 específico, siempre que cumplan los siguientes requisitos. 

 

• El flujo de salida de la columna cromatográfica debe ser compatible con el flujo  de operación 

del nebulizador utilizado. 

• La fase móvil debe presentar bajo contenido de sólidos disueltos y deben evitarse las altas 

concentraciones de ácidos o bases que puedan dañar la antorcha. 

• Se debe evitar el uso de gradientes en las separaciones cromatográficas, para evitar que el 

plasma se apague por la dificultad de ajustar los parámetros del plasma ante el cambio de las 

propiedades químicas de la muestra. Esto asegura que las condiciones de ionización en el 

plasma sean las mismas durante la separación. 

• Se debe evitar el contenido alto de solventes orgánicos en la fase móvil, y cuando se empleen 

modificadores orgánicos se procurará adicionar oxígeno al plasma para quemar 

completamente los solventes. 

• Se debe asegurar la retención de precipitados o partículas que puedan tapar el nebulizador, 

esto se puede lograr con conexiones de bajo diámetro entre la columna y el nebulizador; esto 

al mismo tiempo que impide el paso de partículas, evita la difusión de los compuestos, lo que 

ayuda a obtener señales cromatográficas angostas y de mayor altura. 
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El uso de técnicas acopladas facilita los estudios de especiación química, sin embargo es 

indispensable asegurar que el proceso de separación no altere las formas químicas presentes en la 

muestra. Para esto es necesario tener conocimiento de las propiedades fisicoquímicas de las 

especies a analizar. 

En el caso particular de la especiación de metales asociados a las PCs, es importante 

mencionar que a valores de pH ácidos 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 exclusión por tamaño molecular, con fases móviles neutras. 

 

En el caso de los complejos formados entre las sustancias húmicas del suelo y algunos  

iones metálicos, existen metodologías reportadas que aseguran la estabilidad de las asociaciones 

presentes de manera natural (147-149). Los cuales se basan en extracción alcalina de los 

complejos y la separación isocrática en columnas SEC. 

 

El uso de estás técnicas permitió llevar a cabo experimentos diseñados para cumplir con 

los objetivos planteados para este trabajo. 

 

I.9. Revisión de las metodologías analíticas utilizadas en el análisis de fitoquelatinas. 

  

 En todo trabajo de investigación 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 continuación se resume, en la Tabla 4 algunos de los trabajos 

realizados describiendo las técnicas analíticas empleadas, así como el tipo de muestras utilizadas. 
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Tabla 4. Resumen de los procedimientos analíticos empleados en los estudios sobre 
caracterización de fitoquelatinas y sus complejos con algunos elementos.  
 

Material estudiado Procedimiento analítico comentarios Ref. 

Compuestos sintéticos: 

Cd-(γGlu-Cys)3Gly 

Cd-(αGlu-Cys)3Gly 

Extractos de maíz 

Espectrometría de absorción de 

rayos X 

 (150) 

Compuestos sintéticos: 

Ag-(γGlu-Cys)2Gly 

Ag-(γGlu-Cys)3Gly 

Ag-(γGlu-Cys)4Gly 

Espectrofotometría UV/Vis, 

luminiscencia en 77K, HPLC 

en fase inversa 

Efecto de pH en la capacidad de 

PCs de acomplejar Ag; a pH 5 

Ag/-SH cerca de 1  

(151) 

Compuestos sintéticos: 

Pb-(γGlu-Cys)2Gly 

Pb-(γGlu-Cys)3Gly 

Pb-(γGlu-Cys)4Gly 

Espectrofotometría UV/Vis, 

espectrometría de dicroísmo 

circular 

Los resultados obtenidos 

sugirieron mayor capacidad de 

acomplejación conforme 

aumenta la cadena peptídica 

(110) 

Compuestos sintéticos 

de Cd(II) con péptidos 

conteniendo cisteína 

Métodos espectrales Se concluye que, los complejos 

de Cd con estructuras 

peptídicas se forman mediante 

los grupos funcionales �SH y �

COOH 

(109) 

Extractos de raíces de 

maíz y estándares 

sintetizados in vitro 

por vía enzimática 

Electroforesis capilar � ESI-MS 

y ESI-MS/MS 

Se reporta la estructura de los 

compuestos extraídos del 

material de planta 

(152) 

Extractos de rábanos 

expuestos in vivo a 

Cd(II) y GSH 

HPLC con derivatización post-

columna y detección 

espectrofluorimétrica 

ESI-MS 

 

Se identificaron dos PCs:  

(γGlu-Cys)3Gly y 

(γGlu-Cys)4Gly 

(76) 

 

Extractos de cultivo 

celular expuesto a 

Cd(II) 

 

Nano-ESI-MS/MS, 

LC(capilar)-ESI-MS-MS 

 

Separación e identificación de 

los complejos de Cd con (γGlu-

Cys)nGly, n = 3, 4 y 5 

 

(153) 

Extractos de plantas 

hiper-acumuladoras de 

As, cultivados en 

presencia de As(III) 

Detección de As por ICP-MS 

y la estructura elucidada 

mediante ESI-MS/MS  

El complejo As(III)- (γGlu-

Cys)3Gly  reportado como 

mayoritario en los extractos 

estudiados 

(113) 
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Extractos biológicos Derivatización con 

5-bromometilfluoresceina  

(5-BMF) 

Electroforesis Capilar con 

detección fluorimétrica 

Separación y determinación de 

aminoácidos y péptidos 

conteniendo Cys ((γGlu-

Cys)2Gly 

(154) 

Extractos de plantas 

expuestas a As(V) y 

Cd(II) 

Derivatización pre-columna 

con monobromobimano 

(mBrB); derivación post-

columna con reactivo de 

Ellmans (ácido 5, 5'-ditiobis(2-

nitrobenzoico), DTNB), 

HPLC con detección 

espectrofluorimétrica 

Más efectiva derivatización con 

DTNB, drástica disminución de 

eficiencia con creciente cadena 

peptídica de PCs  

(87) 

Extractos de germen 

de pepino expuesto a 

Cd(II) 

Derivatización pre-columna 

con mBBr; HPLC con 

detección espectrofluorimétrica

Análisis cuantitativo (155) 

Mezcla sintética de 

aminoácidos, péptidos 

y proteínas 

conteniendo Cys   

Derivatización fluorescente con 

mBBr y electroforesis SDS-

PAGE 

Se demostró la versatilidad del 

método mediante el análisis de 

compuestos de diferentes pesos 

moleculares   

(156) 

Aguas naturales 

(fortificadas con PCs) 

Extracción en fase sólida, 

derivatización con TPB/mBBr 

(TPB- tri-n-butilfosfine), HPLC 

con detección 

espectrofluorimétrica 

Se reportó buena recuperación 

de los PCs 

(157) 

Complejos de Zn(II) y 

Cd(II) con                     

(γ-Glu-Cys)3Gly 

Polarografía diferencial de 

pulsos. 

Se propuso un modelo de 

complejación de Cd(II)  y 

Zn(II) 

con PC3 

(158) 

Muestras sintéticas de  

H-(γ-Glu-Cys)2-Gly-

OH 

1H y 13C NMR para 

caracterización de PC2 

Se asociaron señales a la PC2 (159) 

Extractos de Brassica 

juncea 

HPLC-ICP-MS and ESI-Q-

TOF 

Identificación de compuestos 

con estructura de fitoquelatinas 

(160) 

Plantas expuestas in 

vivo a  Cd(II) 

SEC HPLC Se propone identificación 

rápida de fitoquelatinas 

acomplejadas 

(161) 
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Cabe mencionar que las metodologías analíticas empleadas en los reportes bibliográficos 

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

 

• Fitoquelatinas, de diferente longitud de cadena, así como sus precursores, cisteína y 

glutationa. Las metodologías se basan en la detección directa de estos compuestos (técnicas 

de espectrometría de masas) o en la detección de derivados de los mismos, lo que permite 

incrementar la selectividad y sensibilidad en gran medida. En el caso de la derivatización se 

utilizó la detección espectrofotométrica (derivatización con reactivo de Ellmans) o 

fluorimétrica (derivatización con monobromobimano). 

• Concentración total de elementos. La determinación de contenidos totales de elementos 

pesados se ha reportado a través de diferentes técnicas analíticas, como la espectrometría de 

absorción atómica con atomización electrotérmica o polarografía diferencial de impulsos; 

pero principalmente se ha empleado la técnica ICP-MS como herramienta analítica. 

• Los complejos formados por metales y PCs. Para el análisis de estos compuestos se ha 

reportado el uso de técnicas de separación electroforética y cromatográfica, en condiciones 

de pH neutro, con detectores de espectrometría de masas, así como detectores atómicos 

específicos. 

• Las asociaciones de iones metálicos con componentes de los suelos o medios de cultivo que 

potencialmente afectan la captación de metales por las plantas. Los compuestos de interés 

fueron analizados por técnicas acopladas, que involucran separaciones cromatográficas o 

electroforéticas, acopladas a detectores específicos elementales. 

 

En el desarrollo del trabajo de investigación se exploró el uso de algunas de estas 

metodologías, se desarrollaron y optimizaron metodologías necesarias para cuantificar diversos 

analitos. Siguiendo el diseño experimental fue posible cumplir los objetivos planteados para la 

investigación. 
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I.10. Control de calidad en los procedimientos analíticos.  

 

 La confiabilidad de los resultados analíticos en cualquier medición 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 precisión 

y exactitud de cualquier determinación o procedimiento analítico; 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 investigación o de análisis 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 

únicamente para los propósitos que fue diseñado, debe ser lavado adecuadamente después de ser 

usado. En el caso del material de medición debe ser calibrado en los casos que sea necesario. Esto 

incluye material de vidrio, micro pipetas y balanzas analíticas. 

 

 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 así como una bitácora de 

operación; esto es de gran utilidad para detectar cambios en el funcionamiento o en la respuesta 

del instrumento en las mediciones. En el caso específico del ICP-MS, es de suma importancia 

llevar un registro de resultados obtenidos del tunning o ajuste de condiciones instrumentales, así 

como un registro de los parámetros de calibración obtenidos cada vez que se realizan 

determinaciones. Asegurando de esta manera la trazabilidad de los resultados  en muestras reales. 



Tesis Doctoral 45

 Dentro de los aspectos importantes a tomar en cuenta durante el proceso mismo de las 

determinaciones analíticas, es importante establecer condiciones de preparación de muestra que 

no alteren las formas químicas presentes en las muestras para poder llevar a cabo estudios de 

especiación. 

 

Al llevar a cabo determinación de contenidos totales de elementos es importante contar con 

materiales de referencia certificados, que  sirvan como muestras problema y nos den un 

parámetro de referencia en cuanto a la exactitud de las determinaciones; es muy recomendable 

que los materiales usados tengan una matriz química parecida a las muestras a analizar, y que 

sean tratados de la misma manera que las demás muestras. 

 

 La preparación adecuada de blancos, tanto de reactivos como de reacciones es otro 

requisito indispensable en muchas determinaciones analíticas, 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 adición de estándar por 

lo menos como una herramienta de control. También resulta de gran utilidad el uso de 

estandarización interna, lo que corrige errores causados por evaporación del disolvente, perdida 

parcial de muestra, así como los errores causados por la variación en la repuesta de los 

instrumento de medición, debidas al tiempo de operación o a variaciones de voltaje de 

alimentación.  

En la técnica ICP-MS es bien conocido el aumento en la línea base a lo largo de un día de 

trabajo, así como los cambios en el porcentaje de ionización debidos las diferentes matrices de 

cada muestra; por lo que en esta técnica el uso de uno o más estándares 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 analíticas realizadas durante cualquier investigación y permiten avanzar en la 

obtención de conocimientos en cualquier tema de investigación. 
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I.11. Cuenca del Río Lerma  

 

El Río Lerma es uno de los principales ríos de la zona central de México, abastece de 

agua para riego a los estados de México, parte de Querétaro, Guanajuato, parte de Michoacán y 

Jalisco. Lo que lo hace de vital importancia para las actividades agropecuarias llevadas a cabo en 

esta zona del país. 

 

El Río Lerma es abastecido por varios ríos de menor tamaño 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 

contaminación de este importe cuerpo de agua por metales pesados. 

 

Como ya fue mencionado en la sección I.2., existen zonas contaminadas por metales 

pesados en el estado de Guanajuato, las cuales son atravesadas por ríos y arroyos capaces de 

transportar cantidades considerables de sedimentos, potencialmente contaminados con metales 

pesados. Uno de estos ríos desemboca en el cauce del río 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 evalúa en base a la Norma Oficial Mexicana 

NOM-001-ECOL-1996, publicada el 6 de enero de 1997 en el Diario Oficial de la Federación. La 

Norma establece los límites máximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas 

residuales en aguas y bienes nacionales. La norma aplica también a la actividad agrícola ya que la 

definición de aguas residuales dice textualmente que se refiere a: "las aguas de composición 

variada provenientes de las descargas de usos municipales, industriales, comerciales, de servicios, 

agrícolas, pecuarios, domésticos, incluyendo fraccionamientos y en general de cualquier otro uso, 

así como la mezcla de ellas". Enfocándose a la parte de metales pesados, en la Tabla 5 se 

presentan los límites máximos permisibles de elementos incluidos en la NOM. Debido a que el 

interés de la investigación está centrado en la cuenca del río Lerma en el Estado de Guanajuato, 

en Tabla 1 se consideran solamente el agua de ríos y los suelos.  
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Tabla 5.  Límites máximos permisibles para metales pesados y fósforo 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.  
 

Ríos Elemento 
(mg L-1) Uso de riego agrícola Uso público urbano Protección de la vida 

acuática 

Suelo (uso de riego 
agrícola) 

As 0.4 0.2 0.2 0.4 
Cd 0.4 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 río Lerma se tomó en cuenta 

al momento de buscar una zona de estudio que proporcionara muestras de interés; para llevar a 

cabo estudios de especiación de metales pesados y su asociación con PCs en plantas. 

 

Por otro lado existen pocos reportes acerca del contenido de metales pesados en las aguas 

del río Lerma (162, 163), las muestras analizadas ha sido reducido en número y en extensión 

geográfica. Por lo anterior, las determinaciones de metales y metaloides en aguas del río Lerma, 

así como en lodos y plantas, recolectadas en diferentes puntos del caudal del río Lerma dentro del 

estado han tenido dos aplicaciones: 

 

• Avanzar en el conocimiento sobre la inducción de PCs en plantas, dependiendo de los 

niveles de metales pesados y de otros parámetros del medio ambiente, donde crecen estas 

plantas. 

• Complementar los datos existentes con los resultados de un estudio sistemático de los 

niveles de 18 metales y metaloides, en el río 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 análisis son presentados en este trabajo y se han 

relacionado con el tema central de la investigación, la especiación química de elementos tóxicos. 
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OBJETIVOS 
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II. OBJETIVO GENERAL 

 

 

El objetivo principal de este trabajo ha sido desarrollar los procedimientos analíticos para 

su empleo en el análisis de muestras medio ambientales, con el fin de avanzar en el conocimiento  

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

 

 

 

II.1. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Desarrollar los procedimientos de especiación que permitan caracterizar la asociación de 

algunos metales pesados (Ag, Cu, Cd y Pb) con la producción de fitoquelatinas en plantas. 

2. Seleccionar las zonas geográficas 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 

río Lerma a su paso por el estado de Guanajuato. 

4. Llevar a cabo el análisis de fitoquelatinas en diferentes tipos de plantas silvestres, con el fin 

de seleccionar aquellas que presenten la capacidad de inducir la síntesis de fitoquelatinas. 

5. Realizar el estudio analítico y estadístico de parámetros que potencialmente contribuyen a 

la producción de fitoquelatinas en plantas silvestres, con el fin de entender mejor dicho 

proceso.  
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PARTE EXPERIMENTAL 
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III. PARTE EXPERIMENTAL 

 

III.1. Equipo de Laboratorio 

 

a) Purificación del agua: 

- Milli Q: Labconco Water PRO PS. 

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

b) Liofilización de biomasa: 

- Liofilizadora  modelo 10-269, Labconco. 

c) Esterilización: 

- Autoclave. 

- Campana de flujo laminar. 

d) Separaciones Cromatográficas: 

- Cromatógrafo de líquidos modelo 1050 de Hewlett Packard con detector fluorimétrico 

modelo 1056A de Hewlett Packard; y detector espectrofotometrito de onda múltiple, 

ambos controlados por el paquete de software ChemStation.  

Columna Gemini C18 150 x  4.60 mm, 5µm de Phenomenex. 

- Cromatógrafo de líquidos modelo HP1100, Agilent Technologies detector de arreglo de 

diodos controlado por el paquete de software ChemStation. 

- Columna cromatográfica fue SuperdexTM Peptide HR 10/30 (AmershamBiosciences Inc., 

Piscataway, NJ, USA) 

e) Determinación de elementos totales: 

- Espectrómetro de masas con fuente de ionización en plasma acoplado por inducción (ICP-

MS) modelo 7500ce (Agilent Technologies, Tokio, Japón), equipado con celda de 

reacción/colisión, automuestreador. Análisis por Espectrofotometría UV-Vis: 

f) Análisis por Espectrofotometría UV-Vis: 

- Espectrofotómetro UV/Vis Spectronic 3000 con arreglo de diodos (resolución 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 espectrofotómetro, volumen de 1000 µL. 
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III.2. Material de laboratorio. 

 

- Mortero con pistilo. 

- Bloque del calentamiento para la digestión de las muestras (Multi-Block, 

Barnstead/Labline). 

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

- Frascos  IsoLab  con tapa rosca (250 y  500mL). 

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

- Embudos de vidrio. 

- Vortex Genie 2.   

-  Microcentrífuga Denver Instrument. 

- Potenciómetro Corning (313 pH/temperatura). 

- Micro espátulas. 

- Espátulas. 

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

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

- Balanza analítica. 

- Papel filtro Whatman #5 

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

- Marcador permanente para etiquetar los frascos, 

- 2 hieleras portátiles grandes con bolsas de hielo, 

- Guantes de látex, 

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

- Botas largas. 
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III.3. Estándares, reactivos y disolventes. 

 

a) Estándares. 

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

- Environmental calibration estándar 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. 

- Solución de Indio para ICP-MS (10 µg mL-1) de Agilent Technologies. 

- Estándar de Indio, Agilent 10 mg L-1 

- Material certificado NIST 1643d. 

- Material de referencia certificado NIST 1572. 

b) Reactivos y disolventes. 

- Glutationa. 

- Cisteína. 

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

- Extracto de levadura. 

- Peptona de gelatina. 

- Dextrosa. 

- Agar bacteriológico. 

- Cloruro de Cadmio. 

- Ácido arsenioso. 

- Ácido nítrico. 

- Cloruro de magnesio.. 

- Hidroxilamina. 

- Peróxido de hidrógeno. 

- Acetato de amonio. 

- Nitrógeno líquido. 

- Pirofosfato de sodio. 

- Ácidos húmicos. 

- DTPA (ácido dietilen diamino pentaacético). 

- TFA (ácido trifluoroacético). 
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- Borohidruro de sodio. 

- HEPPS (Ácido 3-[4-(2-Hidroxietil)-1-piperazinil] propanosulfónico) 

- mBrB  (monobromobimano) 

- Ácido heptafluorobutírico. 

- Metanol. 

- Acetonitrilo. 

- Ácido metil sulfónico. 

 

III.4. Software 

 

- Microsoft Office XP. 

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

- ChemStation para controlar el cromatógrafo de líquidos modelo 1050 (Hewlet Packard) y 

el Cromatógrafo de líquidos modelo HP1100, Agilent Technologies. 

- Software Milton Roy Inst. Co. para adquisición, almacenamiento y tratamiento de datos 

espectrales. 

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

- ChemStation para controlar el Espectrómetro de masas con fuente de ionización en 

plasma acoplado por inducción (ICP-MS) Agilent modelo 7500ce. 

- Unscrambler 7.5, CAMO, Noruega. 

 

III.5. Manuales para la toma de muestras. 

 

La calidad de los resultados analíticos depende fuertemente del diseño 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 análisis. 

• Cuidado de posibles contaminaciones, o pérdidas de los analitos. 
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III.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 campañas de muestreo. Para ello, se 

registraron las coordinadas geográficas 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 número de sub-muestras 

por un sitio y el volumen de cada una, establecer el procedimiento de etiquetado y preservación 

de muestras, de su transporte hasta laboratorio y las condiciones de almacenamiento antes del 

análisis. El procedimiento empleado en este estudio, se basa en el procedimiento estándar (SOP � 

Standard Operating Procedure) de la Agencia de Protección del Medio Ambiente de Estados 

Unidos (US EPA)  y en la NOM-014-SSA1-1993.  En concreto, se utilizó el procedimiento 

directo, adecuado para aguas superficiales de ríos y lagos.  Los detalles de este procedimiento se 

presentan a continuación: 

 

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 plástico y papel filtro (Whatman N°5) 

- marcador permanente para etiquetar los frascos, 

- micropipeta, 200 � 1000 µl, 

- ácido nítrico 1:10 (v/v),  

- 2 hieleras portátiles grandes con bolsas de hielo, 

- guantes de látex, 

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

 - agua desionizada, 

- botas largas y batas de laboratorio 

 

2. Limpieza del material de plástico (botellas, tubos falcon, embudos)  

-  El material se lava primero con agua y jabón, luego con ácido nítrico al 10 % (v/v) y finalmente 

se enjuaga varias veces con el agua desionizada (18 MΩ cm2). 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. Selección del día de muestreo 

- Se procura que toda la ronda de muestreo se realice en un máximo de tres días consecutivos.  

- Por lo menos una semana antes de muestreo y en el día de muestreo no puede llover. 

- Es importante también evitar los días con vientos fuertes 

 

4. Toma de muestras 

- Tienen que participar por lo menos tres personas. 

- La ronda comienza desde la salida del río Lerma de Estado de Guanajuato. Luego, el equipo se 

traslada contra el caudal del río, acercando se al río en 22 sitios definidos y terminando en la 

entrada del río a Estado de Guanajuato. 

- Hay que llevar: botellas, hieleras con hielo, agua desionizada, guantes, marcados, ácido nítrico, 

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 río 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 río 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 río (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 µL del ácido nítrico 

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 portátil, para cada sitio se registran datos adicionales sobre la abundancia 

de flujo, presencia o no de la corriente, aproximada anchura y profundidad del río, turbidez de 

agua, abundancia de vegetación en las orillas, etc.  

- Las botellas se colocan en hielera, cuidando que queden en posición 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 día siguiente las muestras se filtran (filtro Whatman N° 5) y se conservan 50 mL (tubos 

falcon, tapa rosca, etiquetas indicando día, sitio de muestreo y repetición).   

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

 

III.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 día en el que se llevó el muestreo de agua. En lugar de botellas de 

plástico, las muestras sólidas 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 plástico y marcador 

permanente. 

- Para evitar la variabilidad de los parámetros de suelos/lodos, se establece el área de los sitios de 

muestreo de 9 m2. Como máximo. 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 desviación estándar de 

mediciones múltiples (n =5) no sobrepasó 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 m2), 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 río (tres 

repeticiones por sitio) y del fondo de río (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 campaña 

de muestreo.  

 

III.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 día en el que se llevó el muestreo de agua. En lugar de botellas de 

plástico, las muestras sólidas 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 plástico y marcador 

permanente. 

- Para evitar la variabilidad de los niveles de elementos en plantas, debido a variabilidad de estos 

en suelo, se establece el área de los sitios de muestreo de 9 m2 como máximo.  

- Las muestras de plantas se toman el mismo día de muestreo, junto con las muestras de suelo. En 

cada uno de los sitios, se toman tres muestras de raíces y tres muestras de hojas provenientes 

tratando de escoger las plantas del mismo tamaño 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 raíces y las hojas recolectadas en un día y en un sitio de muestreo se 

mezclan para obtener un �pool� representativo para el sitio. Para ello, las hojas y las raíces se 

lavan por separado con agua desionizada. Para eliminar los residuos de suelo pegados a las raíces, 
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estos se lavan varias veces con agua y se colocan en el baño de ultrasonido (10 min). Cada 

material (raíces u hojas) se corta en pequeños pedazos, y se liofiliza. Finalmente, se lleva a cabo 

la homogeneización mediante trituración en el nitrógeno líquido. 

 

III.5.4. Levaduras 

 

Para llevar a cabo el desarrollo de la metodología para la determinación de PCs y 

compuestos relacionados (tioles de baja masa molecular), se trabajó con 5 cepas de levaduras 

(Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Candida maltosa, Yarrowia lipolítica y 

Kluveromyces marxianus). Los preinóculos fueron crecidos primero en cajas de petri, se usó el 

medio de crecimiento YPD que contiene: 0.3 % extracto de levadura, 1 % peptona de gelatina, 2 

% dextrosa y 2% de agar bacteriológico. El crecimiento se dio a 30 °C por 5 días.  

 Una vez observado el crecimiento en placas se hicieron los cultivos en medio líquido 

YPD sin la adición del agar bacteriológico. Luego de 3 ciclos de crecimiento y resiembra en 

medio de crecimiento líquido, se adicionaron  por separado 5 mg L-1 de cadmio (CdCl2), 5 mg L-1 

de arsénico (H3AsO3) y se crecieron cepas control. Luego de 24 horas de crecimiento con 

exposición a los elementos se filtró la biomasa, se enjuagó 2 veces con agua desionizada y se 

liofilizó. 
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III.6. PROCEDIMIENTOS ANALÍTICOS 

 

III.6.1. Determinación de Ag, Cd, Cu y Pb en suelos y raíces 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 espectrometría de absorción atómica con atomización 

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

 

 Se analizaron tres sub-muestras  de cada material. Para ello, se tomaron 0.5 g de raíz 

liofilizada, o 0.5 g de suelo (seco y molido) y se llevó el ataque por vía húmeda con 2 mL de 

ácido nítrico 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 añadió 0.2 mL de peróxido de hidrógeno y las muestras se dejaron por 

30 minutos para completar la digestión. Se llevó el volumen a 25 mL y, después de una dilución 

apropiada, se realizó la determinación de Ag, Cd, Cu y Pb por espectrometría de absorción 

atómica con atomización electrotérmica (ETA-AAS). Se utilizó el espectrómetro de absorción 

atómica Perkin-Elmer con horno de grafito modelo HGA600 y un automuestreador AS 60. Las 

lámparas de cátodo hueco fueron marca LuminaTM. Se empleó plataforma de L�vov y corrección 

de fondo con lámpara de deuterio. El modificador de matriz utilizado fue  nitrato de magnesio 

(5µg de Mg preparado a partir de una solución patrón de 10000 µg mg/mL, Perkin-Elmer). Las 

soluciones patrón de plata, cadmio, cobre y plomo de 1000 mg L-1 fueron diluidas para obtener 

los estándares de calibración más altos (25 µg L-1 Ag; 2 µg L-1 Cd; 50 µg L-1 Cu; 50 µg L-1 Pb).  

 

III.6.2. Determinación de los niveles de concentración total de elementos por ICP-MS. 

 

Para realizar los análisis de determinación de elementos totales fue necesario distinguir 

entre 2 grupos de muestras: Aguas superficiales y muestras sólidas (suelos, biomasa liofilizada de 

levaduras, raíces y hojas). Para las muestras sólidas fue necesario llevar a cabo la mineralización 

previa al análisis de contenidos totales por ICP-MS. 
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Mineralización de muestras sólidas (levaduras, material de plantas y suelos). Se mineralizaron 

las muestras por ataque ácido vía húmeda, con ácido nítrico y peróxido de hidrógeno. El 

procedimiento se basó en el método EPA 3050b con algunas modificaciones. 

Se pesó en la balanza analítica alrededor de 0.5 g de suelo seco, raíz u hoja liofilizados, la 

muestra fue colocada en tubos de vidrio para digestión, se agregaron 2 mL de ácido nítrico 

concentrado y se calentó por 60 minutos a 65°C, luego se incremento la temperatura hasta 120 °C 

y se mantuvo por 60 minutos. Se dejó enfriar y se agregaron 0.5 mL de peróxido de hidrógeno a 

cada tubo, y se dejó reaccionar por 30 minutos. Se filtraron las muestras con papel whatman #5 y 

se transfirió de manera cuantitativa a matraces volumétricos de 25 mL donde se ajustó el 

volumen final. Para cada mineralización realizada se corrieron blancos de ácido en paralelo. 

 

Para el análisis de aguas el procedimiento analítico propuesto se basa en el método EPA 

6020, aplicable para el análisis por ICP-MS de concentraciones bajas (µg L-1 e inferiores) de un 

alto número de elementos (hasta 60) en muestras de agua. Para obtener información cuantitativa 

de la fracción disuelta, no es necesario digerir las muestras de aguas naturales, solo es necesario 

llevar a cabo una filtración para evitar introducir partículas que pudieran obstruir el sistema de 

introducción de muestra del instrumento. El método recomienda el uso de un estándar interno 

(6Li, 45Sc, 89Y, 103Rh, 115In, 158Tb, 165Ho y/o 209Bi) así como controlar y, en su caso eliminar, las 

interferencias isobáricas. La cuantificación se basa en la calibración externa utilizando soluciones 

estándar multielementales. Todos los reactivos deberían 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 formación de óxidos y de especies de doble carga, 

asegurando buena sensibilidad y precisión para cada uno de los elementos. Para control de 

calidad, se recomienda el análisis 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 continuación. 

 

 Todas las operaciones de manejo de muestra y su análisis por ICP-MS se realizaron en el 

laboratorio preparado para el análisis de trazas (aire clase 1000). Se utilizó agua desionizada (18 

MΩ cm, Labconco, USA) y reactivos de grado analítico de pureza. El ácido nítrico para análisis 

de trazas fue de Fluka (Trace-select). 
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 La determinación de elementos en las muestras de agua se llevó a cabo utilizando el  

espectrómetro de masas con ionización en plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) modelo 

7500ce (Agilent Technologies, Tokio, Japón), equipado con celda de reacción/colisión, 

automuestreador y controlado mediante el paquete Chemstation.  

 

Se utilizó el nebulizador concéntrico Meinhard y la cámara de rociado Peltier (2 °C). El 

procedimiento de tuning se realiza diariamente, ajustando los parámetros hasta obtener la 

respuesta para óxidos y dobles cargas inferior a 0.8 % y 1.4 % respectivamente (los reportes de 

tuning se imprimen y guardan en una bitácora). Los parámetros de plasma dependen del proceso 

de tuning, pero en mayoría de los análisis se utilizaron los siguientes:  

 

• Potencia RF 1500 W 

• Flujo de gas carrier 0.9 L min-1 

• Flujo de gas make-up 0.17 L min-1 

• Flujo de gas plasma  15 L min-1 

• Para eliminar las interferencias isobáricas, se utiliza la celda de colisión/reacción (ORS) con 

el Flujo de helio 4.0 mL min-1 

• En el modo de análisis cuantitativo, se monitorean los isótopos 51V, 52Cr, 53Cr, 55Mn, 59Co, 
60Ni, 63Cu, 66Zn, 75As, 82Se, 95Mo, 106Hg, 107Ag, 109Tl, 114Cd, 121Sb, 137Ba, 206Pb, 208Pb, 232Th, 
238U 

• El tiempo de integración fue de 300 ms por isótopo.   

 

III.6.3. Extracción secuencial de metales en muestras de suelo, Método Tessier. 

  

En las muestras de suelos se llevó a cabo la extracción secuencial de metales pesados de 

acuerdo al método Tessier (127). 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 fracción. El procedimiento fue el siguiente: 
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• Fracción intercambiable (F1).- A 1 g de suelo seco se añadió 8mL de cloruro de magnesio 1 

M pH 7 y se agitó por una hora, la mezcla fue centrifugada  (1850 g, 10 minutos) y el 

sobrenadante fue filtrado y aforado a 100 mL con agua desionizada. 

• Fracción unida a carbonatos (F2).- Al residuo obtenido se trató con 8 mL de acetato de 

sodio 1 M pH 5, luego de 5 horas de agitación, la mezcla fue centrifugada (1850 g, 10 

minutos) y el sobrenadante fue filtrado y aforado a 100 mL con agua desionizada. 

• Fracción unida a óxidos de hierro y manganeso (F3).- El residuo se extrajo con 20 mL de 

hidroxilamina (25% v/v en ácido acético), durante 6 horas a 96 °C, el sobrenadante fue 

filtrado y aforado a 100 mL con agua desionizada. 

• Fracción unida a materia orgánica y sulfuros (F4).- Al residuo se agregó 3 mL de peróxido 

de hidrógeno y 5 mL de ácido nítrico y se calentó a 85 °C por 3 horas. Luego de enfriarse se 

agregó 5 mL de acetato de amonio 3.5 M, en 20 % de ácido nítrico, se llevó el volumen a 

20 mL y se agitó por 30 minutos. el sobrenadante fue filtrado  y se llevó a 100 mL con agua 

desionizada. 

• Fracción residual (F5).- El residuo obtenido fue digerido con 10 mL de ácido nítrico 

concentrado a 120 °C por 4 horas, luego se agregó 25 mL de amortiguador de acetatos a pH 

4.5, se filtró y el volumen se llevó a 100 mL con agua desionizada. 

 

Para cada fracción se corrió en paralelo un blanco. Una vez obtenidas las 5 fracciones de 

cada muestra de suelo, se determinó el contenido de Ag, Cd, Cu y Pb en cada fracción, por ICP-

MS. En paralelo se llevó a cabo la determinación del contenido total de elementos en las muestras 

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

 

III.6.4. Especiación de elementos unidos a fitoquelatinas en tejidos de plantas. 

 

 Para evaluar la asociación de los iones metálicos con la fitoquelatinas en extractos de 

plantas, se llevó a cabo la separación en una columna de exclusión por tamaño molecular.  En la 

columna las PCs se separan de moléculas de mayor tamaño como proteinas y también de formas 

libres de baja masa molecular. Una vez separados los complejos se detectó en línea de manera 

específica la presencia de los elementos metálicos asociados a cada fracción de masa molecular. 

Los complejos formados entre las PCs y los iones metálicos son estables a pH neutro, mientras 
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que pH más bajos (aproximadamente pH 4) ocurre su disociación.  Por esta razón se llevó a cabo 

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

 

A 20 - 50 mg de raíz u hoja liofilizada y homogenizada en nitrógeno líquido,  se agregó 1 

mL de acetato de amonio 50 mM a pH 7.4, se agitó por 30 minutos a temperatura ambiente, y se 

colocó en un baño ultrasónico por 15 minutos. Posteriormente, se centrifugó por 10 minutos a 

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

 

 Se empleó un cromatógrafo de líquidos Series 1100 con detector de arreglo de diodos 

(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). La columna cromatográfica fue SuperdexTM 

Peptide HR 10/30 (AmershamBiosciences Inc., Piscataway, NJ, USA). La fase móvil fue una 

disolución de acetato de amonio 50 mM a pH 7.4, con un flujo de 0.7 mL min-1. 

 

Se usó como detector específico de elementos un espectrómetro de masas con fuente de 

ionización en plasma acoplado por inducción en modo cromatográfico, Agilent 7500ce (Agilent 

Technologies, Tokio, Japón), con un nebulizador convencional Meinhard. Para eliminar las 

interferencias isobáricas se empleó la celda de colisiones/reacciones. Los isótopos monitoreados 

fueron 63Cu, 65Cu, 107Ag, 109Ag, 111Cd, 112Cd, 114Cd, 207Pb, 208Pb, con un tiempo de integración de 

100 ms por isótopo. Para la calibración de la columna SEC se usó una mezcla de estándares de 

mioglobina (17.6 kDa), sustancia P (1.35 kDa) y (Gly)6 (0.36 kDa), con r2 = 0.9964. 

 

III.6.5. Especiación de elementos unidos a las sustancias húmicas presentes en las muestras 

de suelos. 

 

Para evaluar la asociación de elementos unidos con las sustancias húmicas en suelos, se 

llevó a cabo el procedimiento reportado para la separación cromatográfica de extractos alcalinos 

de suelos, y detección de elementos por ICP-MS (148). Esta metodología se basa en la separación 

por cromatografía de exclusión por tamaño molecular en la que las fracciones de diferente 

tamaño molecular que conforman las sustancias húmicas son eluidas con diferentes tiempos de 

retención. 
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A un gramo de suelo seco se agregó 10 mL de pirofosfato de sodio 0.1 M, la mezcla se 

agitó 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 completó el volumen a 50 mL 

con agua desionizada. El extracto obtenido se diluyó 1:1 con la fase móvil e introducidos al 

sistema cromatográfico. 

 

Se empleó un cromatógrafo de líquidos Series 1100 con detector de arreglo de diodos 

(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). La columna cromatográfica fue SuperdexTM 

Peptide HR 10/30 (AmershamBiosciences Inc., Piscataway, NJ, USA). La fase móvil fue una 

disolución de pirofosfato de sodio 10 mM a pH 10.3 con un flujo de 0.8 mL min-1. 

 

Se usó como detector elemental específico un espectrómetro de masas con fuente de 

ionización en plasma acoplado por inducción en modo cromatográfico, Agilent 7500ce (Agilent 

Technologies, Tokyo, Japan), con un nebulizador convencional Meinhard. La celda de 

colisiones/reacciones se empleó para eliminar las interferencias isobáricas. Los isótopos 

monitoreados fueron 63Cu, 65Cu, 107Ag, 109Ag, 111Cd, 112Cd, 114Cd, 207Pb, 208Pb, con un tiempo de 

integración de 100 ms por isótopo. Para la calibración de la columna SEC se usó una mezcla de 

estándares de mioglobina (17.6 kDa), sustancia P (1.35 kDa) y (Gly)6 (0.36 kDa), con r2 = 0.9999. 

 

III.6.6. Determinación de sustancias húmicas en suelos. 

 

Para cuantificar el contenido de sustancias húmicas en las muestras de suelos se llevó a 

cabo una extracción en medio alcalino y se cuantificó el contenido de materia orgánica por el 

método espectrofotométrico a una longitud de onda de 350 nm. 

 

Se pesó un gramo de suelo seco y se agregó 10 mL de hidróxido de sodio 0.1 M. La 

mezcla se agito durante 30 minutos y posteriormente se centrifugo por 10 minutos a 1850g. Se 

midió la absorbancia del sobrenadante a 350 nm, contra una solución de hidróxido de sodio 0.1 

M. La cuantificación se llevó a cabo por el método de calibración externa con estándares de ácido 

húmico, en un rango de calibración de 1 a 21 mg g-1 con r2 = 0.9964.  
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III.6.7. Determinación de tioles de bajo peso molecular en muestras biológicas. 

 

La determinación de tioles de bajo peso molecular en las muestras biológicas estudiadas 

se basó en la separación por HPLC en fase inversa, con detección fluorimétrica. Con objeto de 

aumentar la selectividad hacia los compuestos con grupos tiol, se llevó a cabo una derivatización 

pre-columna con monobromobimano. Para llevar a cabo la detección y cuantificación de este tipo 

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

 

1. Extracción de compuestos de tipo tiol de bajo peso molecular (aminoácidos, fitoquelatinas y 

otros compuestos con grupos -SH). La extracción se llevó a cabo pesando 50 mg de biomasa 

de tejido de planta o de levaduras, previamente liofilizada y homogenizada en nitrógeno 

líquido; en tubos eppendorf de 1.5 mL. Se agregó 1 mL de 6.3 mM DTPA (ácido 

dietilendiaminopentaacético) en 0.1% de TFA (ácido trifluoroacético), de esta manera se 

consiguió acomplejar a los iones metálicos presentes y precipitar las proteínas, al mismo 

tiempo que los complejos fitoquelatinas-metales fueron disociados. Después de 30 minutos, 

las muestras fueron colocadas en baño de ultrasonido (10 minutos) y centrifugadas (1850 g, 

10 min). 

2. Reducción para garantizar la forma -SH de los tioles Para la reducción de puentes de 

disulfuro, se tomaron 500 µL del sobrenadante y se trataron con 100 µL de borohidruro de 

sodio (15 mM en NaOH 0.1 M). 

3. Reacción de derivatización con monobromobimano. Se tomó una alícuota (40 µL) y se le 

agregó 100 µL de HEPPS (3-[4-(2-Hidroxietil)-1-piperazinil] ácido propanosulfónico) a pH 

8.6 con el fin de mantener pH estable y asegurar la disociación de los grupos tiol contenidos 

en las fitoquelatinas (pKa ≈ 8.1) sin hidrolizar el mBrB. La reacción de derivatización se 

llevó a cabo al adicionar 20 µL de mBrB (1.9 mM en acetonitrilo). Se dejó la mezcla por 30 

minutos en la oscuridad y la reacción fue detenida mediante la adición de 40 µL de 1 M ácido 

metil sulfónico. 

4. Separación cromatográfica con detección espectrofluorimétrica. La solución obtenida (20 µL) 

fue introducida en la columna cromatográfica. El cromatógrafo de líquidos de alta resolución 

fue modelo 1050 de Hewlett-Packard (Waldrom, Germany) con un detector fluorimétrico 

1046A, controlados por el paquete de software ChemStation. La columna analítica fue 
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GEMINI C18 (150 x 4.6 mm, 5 µm) de Phenomenex. La separación cromatográfica se llevó a 

cabo con tres fases móviles (A � 0.05 % ácido heptafluorobutírico; B � metanol y C � 

acetonitrilo) con un gradiente de elución (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-1. 

Para la detección fluorimétrica se emplearon las longitudes de onda de excitación y emisión 

de 380 nm y 480 nm, respectivamente. La cuantificación fue en base a la medición de área del 

pico de glutationa. Se llevó a cabo la calibración externa con estándares de glutationa en el 

rango de concentraciones de  0.1 - 1.8 mg L-1, R2 = 0.9999. Se aplicó un factor de corrección 

de la eficiencia de la derivatización según 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 síntesis de fitoquelatinas en plantas, sí como por la presencia de estos elementos en los 

suelos de la región (151, 164, 165). 

Para llevar a cabo el trabajo de investigación, fue necesario escoger plantas capaces de 

sintetizar PCs. También fue necesaria la obtención de muestras de los suelos adyacentes a las 

raíces de cada planta recolectada para su análisis, con el fin de estudiar algunos parámetros que 

puedan tener importancia en la inducción de PCs por las plantas.  

Para ello se definieron dos áreas geográficas para el estudio, ambas dentro del territorio 

del estado de Guanajuato: 

 

I.-Cauce del río Lerma a su paso por el estado de Guanajuato. Como se mencionó en la sección 

I.1.2, se contempló la posibilidad de la existencia de niveles elevados de metales pesados 

transportados por las aguas del río. Para el estudio se incluyeron 19 metales y metaloides a 

determinar en 22 sitios de muestreo a lo largo del cauce del río Lerma a su paso por el estado. Se 

planeó la toma de muestras de aguas, lodos, plantas y suelos para su análisis. 

 

II.-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 estableció como segunda área de 

estudio. Se decidió analizar una variedad de plantas silvestres, así como los suelos de crecimiento 

de las mismas. En muestras de raíz y hoja se llevó a cabo el análisis de PCs. 

Los parámetros determinados en el estudio pueden revelar por un lado la acumulación de 

uno o más 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 húmicas 

pueden alterar la movilidad y/o biodisponibilidad de algunos elementos metálicos hacia las 

plantas (74, 166-173), por lo que se propuso estudiar si existe relación entre los niveles de 

sustancias húmicas en suelos y la producción de PCs en plantas. 
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Los esquemas de especiación empleados en este trabajo fueron los siguientes: 

 

• Para evaluar la asociación de los iones metálicos con las PCs en plantas, se obtuvieron los 

extractos neutros de tejidos y se utilizó la cromatografía de exclusión por tamaño molecular 

con detección por ICP-MS. Para determinar la distribución de metales entre las diferentes 

fracciones de suelos se llevó a cabo una extracción secuencial  de acuerdo al método 

Tessier (127) y las fracciones fueron analizadas por ICP-MS para determinar el contenido 

de elementos presentes en cada una de las fracciones. 

• La asociación de las sustancias húmicas del suelo con los iones metálicos fue estudiada con 

ayuda de la técnica SEC-ICP-MS. Con esta metodología se obtienen los perfiles de elución 

de cada elemento, y se pueden observar las fracciones libres y las fracciones unidas a la 

materia orgánica del suelo. 

 

La información obtenida de los resultados experimentales fue analizada con ayuda de 

herramientas estadísticas. Se empleó el análisis de correlaciones para poder observar correlación 

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 raíz, así como el posible efecto de las sustancias húmicas de los suelos en la 

concentración de PCs presentes en las muestras de plantas. Se analizaron así mismo las posibles 

correlaciones entre las fracciones de suelo extraídas por el método Tessier, y los contenidos de 

PCs. Finalmente, la información obtenida en el análisis de las PCs por HPLC-FLD y en el 

análisis de PC-M por SEC-ICP-MS permitió sugerir cuales de los metales estudiados son 

importantes en el proceso de síntesis de las PCs, y cuales pueden ser acomplejados por las PCs ya 

existentes. 

Resumiendo, en el desarrollo del trabajo se buscó 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 parámetros medioambientales que contribuyen en la captación 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 analítico para la determinación de fitoquelatinas en 

muestras biológicas: aplicación a levaduras. 

 

La primera etapa para el desarrollo de la investigación consistió en obtener organismos 

modelo en los cuales se pudiera llevar a cabo la inducción de fitoquelatinas para desarrollar las 

metodologías analíticas necesarias en la determinación tanto de las fitoquelatinas como de los 

factores que intervienen en su síntesis. Con base en reportes anteriores (174, 175) se escogieron 

las levaduras como organismos modelo, para esto se trabajó con cinco cepas de levaduras 

(Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Candida maltosa, Yarrowia lipolítica y 

Kluveromyces marxianus). Las referencias bibliográficas indican la posibilidad de biosíntesis de 

fitoquelatinas en este tipo de organismos en respuesta a diferentes elementos, entre ellos el 

cadmio y el arsénico (174-177). La obtención de los cultivos y su preparación para el análisis de 

PCs se describen en la parte experimental (sección III.5.2). 

 

En cuanto al análisis de las PCs, de las metodologías revisadas se seleccionó la 

cromatografía de líquidos de alta resolución con detección fluorimétrica. En esta técnica se puede 

llevar a cabo la derivatización precolumna, con el fin de mejorar el proceso de separación y 

aumentar la sensibilidad en la etapa de detección. Se optó por emplear el reactivo fluorescente 

monobromobimano, que reacciona de manera específica con los grupos tiol libres, y tanto el 

reactivo como los compuestos derivatizados presentan fluorescencia. La reacción de 

derivatización se muestra en la Figura 14. Se puede observar que la reacción es una sustitución 

nucleofílica bimolecular, por lo cual el grupo tiol debe estar en su forma nucleofílica (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 ácido que 

genera aun ambiente reductor. Para llevar a cabo la reacción de derivatización es necesario 

entonces asegurar el pH más alcalino que el pKa del grupo tiol, en el caso de la cisteína el pKa es 

de al rededor de 8.1, sin embargo a pH mayores de 9 se da la hidrólisis del monobromobimano, 

por lo que el pH de reacción se fijó 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 

reacción en ausencia de luz y asegurar la buena separación cromatográfica de los derivados, del 

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

 Partiendo de las condiciones reportadas (Tabla 4) se examinaron diferentes condiciones 

de elución, variando la composición de las fases móviles, el flujo y las condiciones de gradiente. 

Como criterio de selección se buscó un tiempo de separación relativamente corto, sin sacrificar la 

resolución de los solutos. Para definir las condiciones de la detección fluorimétrica, se obtuvieron 

los espectros de excitación y de emisión de derivados de glutationa, y se determinó el valor más 

alto de la relación señal/ruido para longitudes de onda de excitación de 380 nm y de emisión de 

480 nm. Las condiciones finales se describen en la parte experimental (sección III.6.7.). 

 

Cabe mencionar que la modificación de las condiciones reportadas (87) contribuyó a 

acortar el tiempo de análisis de 70 a 20 minutos sin perder la resolución de los compuestos de 

interés. Debido a la cantidad muy pequeña de los estándares de PCs (PC-2, PC-3 y PC-4), la 

cuantificación fue en base a la medición de área del pico del derivado de glutationa. Se llevó a 

cabo la calibración externa con estándares de glutationa en el rango de concentraciones de  0.1 - 

1.8 µg g-1, R2 = 0.9999. Se aplicó un factor de corrección de la eficiencia de la derivatización 

según reportes anteriores (87). En la Figura 15 se muestran los cromatogramas obtenidos a partir 

de los estándares de PC-2, PC-3 y PC-4, así como de cisteína y glutationa, con un tiempo de 

análisis de 20 minuto. 
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Figura 15.- Cromatogramas de estándares de los tioles derivatizados con mBrB, obtenidos 
utilizando la cromatografía en fase inversa con detección fluorimétrica. Los  compuestos 
detectados fueron L-Cys, Cisteína; GSH, Glutationa; PC-2, PC-3 y PC-4; R corresponde a las 
señales del mBrB sin reaccionar y degradado. 
 

 

IV.1.1 Resultados obtenidos en el análisis de levaduras. 
 

 En las Figuras 16 y 17, se presentan cromatogramas obtenidos en el análisis de extractos 

de Y. lipolítica y de K. marxianus, controles y expuestos al ion cadmio. En estos cromatogramas 

se observan una serie de picos, la asignación de los cuales se obtuvo mediante comparación de 

los tiempos de retención con los estándares disponibles (γ-glutamilcisteína, glutationa, 

fitoquelatinas PC-1, PC-2, PC-3 y PC-4) y mediante el método de adición de estándar. El pico 

marcado con el número 1 corresponde a elución de cisteína, el pico 2 es N-acetil cisteína, el pico 

3 fue glutationa, el pico 4 γ-glutamilcisteína, el pico 5 se adscribió al producto de 

descomposición de monobromobimano (87). y el pico 6 fue identificado como PC-2. Es 

importante mencionar que, de los cuatro estándares de fitoquelatinas utilizadas en la asignación 

de los picos (PC-1, PC-2, PC-3, PC-4), solamente se identificó la forma PC-2, cuya presencia fue 

confirmada mediante el método de adición de estándar (Figura. 17b).   
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Figura 16. Cromatogramas típicos de extractos de Y. lipolítica: (
��) blanco de reactivos; (---) 

cepa control; (____) cepa expuesta a 5 mg L-1 de Cd (II) en el medio de crecimiento. Los 
compuestos identificados fueron: (1) cisteína; 2 � N-acetil cisteína; 3 � glutationa; 4 - γ-
glutamilcisteína; 5 � producto de descomposición 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 metálicos 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 concentración 

de PC-2 en los últimos. Estos resultados sugieren que el ion cadmio contribuye en la inducción 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 inducción de PCs se observó en S. cerevisiae. y 

K. marxianus, mientras que el incremento de la concentración de PC-2 en C. maltosa fue 

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

(a) (��) blanco de reactivos; (---) cepa control; (____) cepa expuesta a 5 mg L-1 de 
Cd(II) en el medio de crecimiento;  

(b) (____) cepa expuesta a 5 mg L-1 de Cd(II) en el medio de crecimiento; (_.._.._) 
adición de estándar (PC-2) al extracto de cepa expuesta a Cd(II). 

Los compuestos identificados fueron: (1) cisteína; 2 � N-acetil cisteína; 3 � glutationa; 4 - γ-
glutamilcisteína; 5 � producto de descomposición 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.  
 
 

PC-2, µg g-1 
Cepa 

control Cd(II) 
Inducción de PCs*, % 

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.  lipolítica. 32.44 90.80 280 

 
(µg g-1 � microgramos de PC-2 por 1 gramo de biomasa liofilizada). La cuantificación se llevó a 
cabo indirectamente, en base a la señal de glutationa. 
* - concentración de PC-2 en cultivo expuesto a As(III) dividido por la concentración de PC-2 en 
cultivo control en por ciento. 
  

 Los resultados obtenidos en el análisis de levaduras expuestas a arsénico, se presentan en 

la Figura 19 y en la Tabla 7. En la Figura 19 se observa claramente la inducción de PC-2 en 

cultivos expuestos a As(III) durante su crecimiento. Sin embargo, el aumento de niveles de PC-2 

en cultivos expuestos, respecto del control, fue menor en comparación con los observados en la 

exposición a ion cadmio (Tablas 6 y 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 18. Cromatogramas típicos de extractos de S. cerevisiae: (

��) blanco de reactivos; (---) 
cepa control; (____) cepa expuesta a 5 mg L-1 de As(III) en el medio de crecimiento. Los 
compuestos identificados fueron: (1) cisteína; 2 � N-acetil cisteína; 3 � glutationa; 4 - γ-
glutamilcisteína; 5 � producto de descomposición 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, µg g-1 
Cepa 

control As(III) 

Inducción de 

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.  lipolítica. 32.44 54.43 168 

 
(µg g-1 � microgramos de PC-2 por 1 gramo de biomasa liofilizada). La cuantificación se llevó a 
cabo indirectamente, en base a la señal de glutationa. 
* - concentración de PC-2 en cultivo expuesto a As(III) dividido por la concentración de PC-2 en 
cultivo control en por ciento. 
  

 

 Para los dos iones metálicos utilizados (Cd(II) y As(III)), las cepas de  S. cerevisiae 

presentaron mayor habilidad de inducción de fitoquelatinas. En exposición a cadmio, la cepa que 

presentó más bajos niveles de PC-2 fue C. maltosa y en la exposición a arsénico, fue la cepa Y. 

lipolítica. Los resultados obtenidos sugieren que la inducción de fitoquelatinas presenta 

diferencias, dependiendo del tipo de cepa y también del tipo de ion metálico y/o metaloide. Se 

demostró, 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(III) 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 analítico desarrollado para la determinación de las PCs 

en extractos biológicos. Por esa razón el procedimiento se empleó en el análisis de las PCs en 

plantas. 
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IV.2. Resultados de los análisis llevados a cabo en muestras del cauce del río Lerma (Área 

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 mayoría de los estudios, 

las fitoquelatinas han sido inducidas de manera controlada en de laboratorio. De esta manera se 

logró avanzar en el conocimiento de algunos factores responsables en la síntesis fitoquelatinas, 

así como en algunas de las rutas de síntesis y en particular se demostró que para los diferentes 

organismos estudiados la respuesta a los elementos tóxicos puede o no generar la inducción de las 

fitoquelatinas. La desventaja de este tipo de estudios es que el número de variables estudiadas es 

limitado, por lo que el enfoque de esta investigación fue el de analizar muestras tomadas de un 

entorno natural y estudiarlas de tal manera que fuera posible además de cuantificar las 

fitoquelatinas,  tratar de entender mejor el papel de los parámetros medio ambientales bióticos y 

abióticos que juegan un papel importante en su síntesis y avanzar en el conocimiento acerca de la 

función de las fitoquelatinas como mecanismo defensivo de los organismos vegetales. En 

concreto los resultados de los estudios de especiación permiten determinar cuales de los 

elementos presentes en el entorno natural de las plantas están  unidos a las fitoquelatinas y si 

existe una acumulación de elementos que se pudiera atribuir a la síntesis de fitoquelatinas. 

 

Una vez desarrollada y probada la metodología para el análisis de fitoquelatinas en 

muestras biológicas, el siguiente paso fue enfocarse en la primera área de estudio establecida, el 

cauce del río Lerma en el estado de Guanajuato. Para ello, en seis campañas de muestreo, 

realizadas durante 2 años, se tomaron las muestras de aguas, lodos y plantas de acuerdo a lo 

descrito en la sección III.5. Las seis campañas 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. Selección de  los sitios de muestreo. 

 

 Se definieron 22 sitios a lo largo del río 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 ubicación en el mapa 

del Estado de Guanajuato. Los elementos que se consideraron en la selección de sitios fueron los 

siguientes: 

1. Tomar el agua en la entrada y salida del río 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 fácil acceso.  

 

Tabla 8. Listado de sitios de muestreo seleccionados para el monitoreo del río Lerma y datos de 
la ubicación geográfica. 
 

Número 

asignado 
Lugar de muestreo Coordenadas geográficas 

Número 

asignado 
Lugar de muestreo Coordenadas geográficas 

1 Entrada a la Presa Solís 
N 20° 0' 30"   W 100° 28' 39" 

12 Uruetaro 
N 20° 31' 15"   W 101° 10' 46" 

2 San Miguel 
N 20° 2' 27"   W 100° 39' 28" 

13 Pueblo Nuevo 
N 20° 31' 23"   W 101° 22' 7" 

3 Cortina Presa Solís 
N 20° 3' 4"   W 100° 40' 24" 

14 Río Guanajuato 
N 20° 31' 10"   W 100° 22' 44" 

4 Acámbaro 
N 20° 2' 21"   W 100° 42' 58" 

15 Las Estacas 
N 20° 23' 24"   W 101° 24' 44" 

5 Chamácuaro 
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 Mármol 
N 20° 12' 49"   W 101° 43' 55" 

8 Jaral del Progreso 
N 20° 20' 10"   W 101° 02' 18" 

19 Corrales de Rábago 
N 20° 12' 46"   W 101° 51' 37" 

9 Cerrito de Camargo 
N 20° 24' 52"   W 101° 02' 19" 

20 Numarán 
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" 

11 Salamanca norte 
N 20° 33' 20"   W 101 10' 20" 

22 La Piedad 
N 20° 20' 35"   W 100° 1' 11" 
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Figura 19. Mapa de la región estudiada, donde se señalan los sitios de toma de muestra 
seleccionados. 
 
 

Una vez seleccionados los sitios de muestreo se procedió a realizar los manuales 

correspondientes para la toma de muestras de aguas, plantas y lodos, así como los protocolos para 

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

 

Para la cuantificación de los contenidos totales de elementos presentes en la muestras de 

agua, plantas, lodos y suelos se llevó a cabo el procedimiento descrito en la sección III.5. Se llevó 

a cabo el proceso de calibración, utilizando como estándares internos las señales de 74Ge y 193Ir 

(ambos 1.0 µg L-1). Los dos elementos cumplen con los requisitos de estándar interno para el 

rango de los valores m/z monitoreados en este trabajo.  

Las soluciones de calibración conteniendo seis niveles de concentración para cada uno de 

los elementos se obtienen diluyendo el estándar comercial para el análisis de muestras medio 

ambientales (100 mg L-1 Fe, K, Ca, Na, Mg; 10 mg L-1 Ag, Al, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Mn, Mo, 

Ni, Pb, Sb, Se, Tl, V, Zn, U, en 10 % HNO3, Agilent Technologies) con  ácido nítrico al 1 % 

(v/v). El proceso de calibración se realizó diario, partiendo del estándar multielemental. En la 

Figura 14 se presentan de manera de ejemplo las curvas de calibración de un solo día. 
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Cabe mencionar que, los valores r2 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 calibración para cada uno de los elementos, obtenidos en diferentes días. Se 

consideraron aceptables diferencias en el rango ± 10 % respecto al promedio dentro de una ronda 

de muestreo (tres días consecutivos) y ± 20 %  entre las rondas. 

Otro parámetro medido fue el blanco (10 % HNO3 diluido de la misma manera que el 

estándar multielemental), obteniéndose los valores calculados automáticamente por el software 

Chemstation en unidades de concentración (BEC � blank equivalent concentration). Los límites 

de detección para cada uno de los elementos se evaluaron diario. Como ejemplo, los valores 

obtenidos en el mismo día que los parámetros de calibración se presentan en la Tabla 9.  
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Figura 20. Ejemplos de las rectas de calibración, obtenidas a partir de diluciones del estándar 
multielemental, para la determinación de los elementos por ICP-MS. 
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Los análisis se llevaron a cabo con tres lecturas por muestra en el mismo día y con tres 

repeticiones en días diferentes. Para su análisis, las muestras  de aguas acidificadas y filtradas se 

diluyeron 1:10 con ácido nítrico al 1 % y se agregó la solución de estándar interno para obtener 

una concentración final de 1 µg L−1 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 

concentración (BEC � blank equivalent concentration) se reportaron cada día junto los 

parámetros de calibración. Es importante, que los BEC obtenidos fueron comparables a los 

límites de cuantificación (aprox. 3.3 x LD, de acuerdo con las indicaciones IUPAC).  

Para examinar la exactitud de los resultados analíticos obtenidos en muestras reales, cada 

día se llevó a cabo la determinación 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 días (promedios ± DE para 3 réplicas) junto con los valores certificados. En todos los análisis 

se obtuvo muy buena concordancia para todos los elementos, lo que confirma la exactitud del 

procedimiento en su aplicación al análisis de agua.  

 

Tabla 9. Ejemplo de datos de calibración multielemental. 

* - cps � intensidad de la señal analítica, en cuentas por segundo; c � concentración del analito en 
µg L-1 
** - BEC � ejemplos de los valores de blancos obtenidos en el análisis de aguas 

Elemento 
LD, 
ng L-1 

BEC**, 
ng L-1 

Soluciones de calibración, 
µg L-1 

Función de calibración* r2 

V 3.4 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=0.602c + 0.032 1.00000 
Co 2.6 12 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.622c + 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=0.326c + 0.021 1.00000 
Zn 156 298 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.162c + 0.045 1.00000 
As 12 4.6 0; 0.2; 1.0; 5.0; 10; 25 cps=0.095c + 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=0.498c + 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=0.162c + 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=0.946c + 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 
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Tabla 10.- Isótopos monitoreados, valores certificados y resultados típicos obtenidos de 
determinación de elementos en material certificado NIST 1643d. No se presentan resultados 
analíticos para Hg, Th, U, ya que estos no fueron certificados.  
 
 

Análisis de material de referencia Isótopo 
monitoreado 

LD, ng L-1 

Valor certificado,  µg L-1 Encontrado, µg L-1 
51V 3.4 35.1 ± 1.4 34.7 ± 1.2 
52Cr 8.4 18.5 ± 0.2 18.2 ± 0.3 
55Mn 4.4 37.7 ± 0.8 38.0 ± 0.9 
59Co 4.0 25.0 ± 0.6 22.2 ± 1.1 
60Ni 51 58.1 ± 2.7 60.3 ± 1.9 
63Cu 51 20.5 ± 3.8 20.2 ± 1.6 
66Zn 150 72.5 ± 0.7 72.9 ± 0.6 
75As 12 56.0 ± 0.7 53.9 ± 1.3 
82Se 220 11.4 ± 0.2 9.94 ± 2.2 
95Mo 15 113 ± 2 115 ± 3 
109Ag 1.7 1.27 ± 0.06 1.15 ± 0.07 
114Cd 3.1 6.47 ± 0.4 6.37 ± 0.2 
121Sb 6.6 54.1 ± 1.1 55.9 ± 0.9 
137Ba 41 507 ± 9 503 ± 6 
200Hg 65 - - 
205Tl 0.9 7.28 ± 0.25 7.80 ± 0.70 
208Pb 44 18.2 ± 0.6 19.3 ± 0.8 
232Th 0.6 - - 
238U 1.2 - - 

LD-Límite de detección, calculado como 3 veces la desviación estándar del blanco, dividido entre 
la pendiente de la curva de calibración. 
 

IV.2.2. Resultados obtenidos del análisis de aguas. 

 

Para seis campañas 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 desviación estándar y el intervalo de concentraciones encontrado 

en todos los sitios. Se puede observar que, los niveles de concentración de elementos en gran 

mayoría de los sitios de muestreo fueron generalmente bajos. En concreto, en las campañas MII � 

MVI, estos niveles fueron más 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 más 

bajos respecto los valores marcados en las normas, excepto Hg. Es importante que no hubieron 

cambios drásticos de las concentraciones entre diferentes épocas del año. Estos resultados 

claramente indican que el agua del río Lerma no presenta alarmante contaminación con 
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metales/metaloides. Por otro lado, los resultados obtenidos en la primera campaña (MI) fueron 

muy diferentes respecto a otras campañas, lo que se relacionó con falta de caudal del río en mayo 

2007. El muestreo MI se realizó durante época de sequía y fue el único muestreo, cuando no 

existía un caudal continuo del río. De hecho, las muestras de agua se tomaron de �charcos�. En 

otras campañas el río presentaba caudal continuo y abundante y el problema de concentraciones 

altas no se repitió de manera tan notoria. 
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Tabla 11. Resumen de los resultados obtenidos en el análisis de agua del río Lerma (MI � MVI se refieren a seis muestreos realizados). 

MI M II M III M IV M V MVI MI M II M III M IV M V MVI MI M II M III M IV M V MVI 
Conc, µgL-1 

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 12.9 8.41 3.23 4.54 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 
Mínimo 5.70 5.92 4.91 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 
Máximo 70.1 32.3 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 Níquel Cobre 
promedio 0.9 0.4 0.4 0.5 0.3 0.3 4.73 5.42 0.49 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 
Mínimo 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 
Máximo 2.0 2.0 0.7 1.5 0.6 0.8 8.59 10.3 2.80 6.34 24.4 3.68 15.2 12.6 7.84 8.22 15.8 63.8 
 Zinc Arsénico Selenio 
promedio 24.1 6.89 5.70 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 6.31 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 
Mínimo 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 
Máximo 71.1 24.1 31.4 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 5.85 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 
Mínimo 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 
Máximo 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 1.43 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 
Mínimo 0.50 0.47 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 
Máximo 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 
Mínimo 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 
Máximo 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 0.44 0.52 0.43 1.34 0.35             
DE 1.40 0.57 0.50 0.46 0.85 0.12             
Mínimo 0.50 ne 0.24 ne 0.89 0.15             
Máximo 5.70 1.66 2.68 2.06 4.57 0.66             

 DE- Desviación estándar
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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 Protección del Medio Ambiente (US EPA, 
2006). Todos los valores representados en mg l-1. 

 
 

Elemento NOM1 NOM(P)2 MCL3 SDWR4 

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 

 

1 - NOM-127-SSA1-1994 ; 2 � PROY-NOM-SSA1-250-2007 ; 3 - MCL (maximum 
contaminant level) � máximos niveles permisibles en agua potable por USEPA; 4 -  SDWR 
(secondary drinking water regulation) � valores guía, o niveles que no deberían ser repasados para 
conservar aceptables características organolépticas (sabor, color, etc.) 

 
 
Es de notar la presencia de uranio y torio en las muestras analizadas. Ninguno de estos 

elementos está incluido en la normatividad vigente para aguas en México. En el caso de uranio, la 

Organización Mundial de la Salud establece como 2 µg L-1  (238U) como valor guía para agua 

potable. En el análisis de aguas naturales en las regiones no contaminados se han reportado valores 

de < 1 hasta 35 µg L-1, por lo que los niveles encontrados en este trabajo no indican la 

contaminación. Como se observa en la Tabla 11, los valores promedios encontrados en seis 

campañas están en el intervalo 0.35 � 2.09 µg L-1 y los máximos niveles encontrados en sitios 

individuales fueron de 0.66 µg L-1 a 5.70 µg L-1.   

Con el fin de mostrar la distribución de cada uno de los elementos entre los sitios de 

muestreo, para elementos más importantes dicha distribución encontrada en seis muestreos se 

presenta en las Figuras 21 - 24. Parece importante que, para algunos elementos y en algunas 

campañas se observan �picos� de concentración en Salamanca (11) en el desemboque del río 

Guanajuato (14), así como en sitios ubicados río abajo respecto a estos dos lugares, que por su 

naturaleza parecen ser las fuentes maás 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 cercanía de desemboque del río 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 prácticamente sin diferencias entre las rondas 

de muestreo.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Distribución de As en los sitios de muestreo, en seis campañas de muestreo. 
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Figura 22. Distribución de V en los sitios de muestreo, en seis campañas de muestreo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Distribución de Cr en los sitios de muestreo, en seis campañas de muestreo. 
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Figura 24. Distribución de Ba en los sitios de muestreo, en seis campañas de muestreo. 
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Figura 25.  Resultados de determinación de los elementos en Salamanca. 
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La falta de un padrón constante en la distribución de los elementos que presentan �picos� de 

concentración, entre sitios en MI - MVI sugiere que los aumentos observados en algunas campañas 

podrían ser el resultado de las descargas discontinuas, difíciles de detectar. El hecho de que los 

�picos� más pronunciados de concentración de elementos antes mencionados fueron encontrados en 

el primer muestreo parece confirmar esta hipótesis. Por otro lado, cuando el caudal del río fue 

continuo, se ha observado la tendencia hacia mayores concentraciones de elementos en sitios 

localizados río debajo de Salamanca, lo que también confirma la presencia de algún tipo de foco 

discontinuo de contaminación en Salamanca. Aparentemente, la corriente del río ayuda en la 

deslocalización de los contaminantes metálicos río abajo. Como ejemplo, en el caso de As en primer 

muestreo se detectó la contaminación con As en Salamanca (Figura 21), donde no se presentaba el 

caudal del río y las muestras se tomaron de un �charco� grande. En segundo muestreo (MII, octubre 

2007), el caudal del río en Salamanca fue relativamente abundante y la concentración de As 

significativamente inferior respecto a la primera ronda (112 µg L-1 y 6.3 µg L-1  respectivamente). 

Sin embargo, los niveles de este elemento en sitios de muestreo río 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 concentración ocurrieron no solamente en 

el primer muestreo, pero se repitieron en el quinto muestreo (octubre 2008) encontrándose los 

niveles de V (128 µg l-1), Mn (196 µg l-1), Ni (24 µg L-1) y Zn (72 µg L-1). Estos resultados también 

confirman las descargas de carácter discontinuo.   

Los resultados obtenidos para bario son interesantes. En las seis ocasiones, se encontraron 

relativamente altos niveles de este elemento en muestras provenientes del río Lerma, pero los 

niveles correspondientes al segundo muestreo fueron significativamente más altos (Figura 24). Cabe 

mencionar que en octubre 2007, las muestras se tomaron después de fuertes lluvias, el caudal del río 

fue abundante, la corriente fuerte y el agua mezclada con lodos. El aumento de la concentración en 

agua en este muestreo confirma relativamente alta contribución de Ba en diferentes compartimientos 

del medio ambiente en el Estado de Guanajuato.   

 

El único 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 µg l-1) y la detección de los sitios contaminados requiere de muy sensible 
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herramienta analítica 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 µg l-

1 y los valores máximos en sitios individuales en el intervalo 2.18 � 8.20 µg l-1), pero no en plantas 

ni en lodos. 

 

Finalmente, es interesante visualizar los niveles de los elementos en la entrada y en la salida 

del río Lerma del Estado de Guanajuato. En la Figura 26 se presentan las gráficas 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 río 

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 sección se 

presentan los resultados del análisis multivariante, llevado a cabo en búsqueda de las posibles 

correlaciones entre los sitios de muestreo y las concentraciones de los elementos. 
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Figura 26.- Niveles de concentración de elementos, encontrados en la entrada y en la salida del río 
Lerma del Estado de Guanajuato, en cada una de las seis campañas de muestreo. 
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IV.2.3. Análisis estadístico de los resultados obtenidos en aguas. 

  

Con el fin de hallar posibles relaciones entre los sitios de muestreo y los niveles de 

elementos, se utilizó el algoritmo de análisis de componentes principales (PCA � Principal 

Component Analysis, paquete Unscrambler 7.5, CAMO, Noruega). Este método es una de las 

herramientas del análisis multivariante que permite visualizar el conjunto de variables del sistema 

en dimensión 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 decidió eliminar los datos del primer muestreo, ya que las condiciones del río fueron muy 

diferentes respecto a otros muestreos (no hubo caudal continuo). Por otro lado, fue necesario 

realizar el análisis de manera separada, para cada una de las campañas de muestreo debido a muy 

notoria variabilidad de los parámetros del río entre diferentes épocas del año. Finalmente, en 

algunos casos, se tuvieron que eliminar los sitios de muestreo correspondientes a la Presa Solís y al 

desemboque del río 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 río Lerma y no presenta el mismo caudal que en otros lugares del río. En el caso 

del otro sitio eliminado, aparentemente el agua del río Guanajuato tiene totalmente diferentes 

características y los niveles de los elementos en este río no se ajustan al modelo del río Lerma. Es 

importante mencionar sin embargo, que el efecto del río Guanajuato puede observarse de los 

modelos, ya que los sitios �río abajo� fueron incluidos en el análisis 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 

análisis PCA correspondientes a los muestreos MII - MVI. En estas Figuras, las dos gráficas abajo 

caracterizan el modelo PCA, mientras que las dos gráficas de arriba permiten observar la agrupación 

de los parámetros y, en consecuencia hallar las posibles correlaciones entre sitios de muestreo y 

cambios de niveles de los elementos a lo largo del río Lerma en Estado de Guanajuato. 

Es interesante que, en cada una de las campañas, los sitios de muestreo forman tres clusters 

claramente marcados: (cluster 1) los primeros sitios, después de la entrada del río a nuestro Estado; 

(cluster 2) los sitios agrupados alrededor de Salamanca y (cluster 3) últimos sitios de muestreo, 

después de Salamanca y antes de la salida del río. 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, Tl) se 

presentan en la entrada del río 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 región 

ocurren descargas de los metales al río. En cuanto a la salida del río del Estado, en MII (octubre 

2007, caudal del río reanudado después de sequía) en los sitios debajo de Salamanca presentaros 

relativamente altos niveles de V, Mo, As, Ni, Co, Zn, Cu, Ba, de acuerdo con la discusión anterior. 

En otras campañas (MIV, MVI) se observaron similares relaciones.  

En resumen, los resultados del análisis PCA sugieren que: (1) la aportación de los 

metales/metaloides está relacionada con la región geográfica y por lo tanto con las actividades del 

hombre en estas regiones; (2) el caudal del río lleva cierta aportación de Hg, Th y Ag del Estado de 

Querétaro; (3) existen aportaciones de carácter discontínuo de V, As, Mo, Ni, Zn, Mo, Co en el 

Estado de Guanajuato, principalmente en la región de Salamanca, con cierta contribución por el 

desemboque del río Guanajuato. De manera general, el río Lerma, al salir del Estado de Guanajuato 

no presenta contaminación con metales/metaloides, aunque nuestro estado aporta algunos elementos.  
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Figura 27.El modelo PCA, obtenido en el análisis de variables provenientes del muestreo II.
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28.El modelo PCA, obtenido en el análisis de variables provenientes del muestreo III. 
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Figura 29. El modelo PCA, obtenido en el análisis de variables provenientes del muestreo 
IV. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 30 El modelo PCA, obtenido en el análisis de variables provenientes del muestreo V. 
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Figura 31. El modelo PCA, obtenido en el análisis 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 campañas de muestreo: muestreo III 

(marzo 2008), muestreo IV (junio 2008) y muestreo VI (marzo 2009). La determinación de los 19 

elementos se llevó 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 desviación estándar 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 biosólidos (NOM NOM-004-SEMARNAT-2002) y también con 

valores guía establecidos en otros países (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 río Lerma no sobrepasaron 

en ningún caso los valores considerados en la Norma Mexicana y tampoco sobrepasaron los valores 

guía recomendados en otros países.  

  

 

Tabla 13. Niveles máximos permisibles de elementos en lodos y biosólidos en la normatividad 
mexicana y los respectivos valores guía en otros países.  

 
NOM-004-SEMARNAT-2002 

(lodos, biosólidos) mg kg-1 
Australia � Nueva Zelanda 

Sedimentos - valores guía mg kg-1 Elemento 
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 distribución de elementos en lodos a lo largo del río 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 distribución de mayoría 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 distribución de estos elementos en agua y también en plantas. Es de notar 

que, no se observaron drásticas diferencias en niveles de elementos entre la entrada y salida del río 

del Estado de Guanajuato. Esto, aunado a bajas concentraciones de los elementos indica que en la 

cuenca del río Lerma no se presenta la contaminación con metales/metaloides dentro del estado.  
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Tabla 14.  Resumen de los resultados obtenidos en el análisis de lodos del río Lerma (MIII - marzo 2008; MIV � junio 2008; MVI � 
marzo 2009).  

 

M III M IV M VI M III M IV M VI M III M IV M VI M III M IV M VI Conc. 
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 
Mínimo 12.1 14.1 10.4 6.16 7.59 4.85 43.9 54.6 52.8 2.68 3.18 3.57 
Máximo 55.4 69.6 37.5 32.9 41.5 26.7 1007 1693 899 14.5 18.1 12.4 

 Níquel 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 5.41 7.37 3.34 14.2 15.5 20.4 70.1 103 411 1.34 1.65 0.98 
Mínimo 2.52 3.55 3.38 4.78 6.00 3.47 28.6 32.0 107 1.32 1.14 0.76 
Máximo 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 2.42 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 
Mínimo 1.46 0.86 0.82 0.02 0.02 0.02 Ne 0.02 0.06 0.02 ne ne 
Máximo 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 
Mínimo 0.08 0.06 ne 75.0 96.5 44.9 0.46 ne 0.07 0.16 0.04 0.06 
Máximo 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    
Mínimo 4.60 6.09 4.09 3.87 2.54 2.79 0.39 0.32 0.18    
Máximo 20.5 61.1 24.9 11.0 7.83 18.1 2.07 2.68 1.97    
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Figura 32. Niveles de concentración de As, V, Cr, Pb en lodos, encontrados en MIII, MIV y 
MVI.  
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Figura 33. Niveles de concentración de Ag en lodos, correspondientes a los muestreos MIII, 
MIV y MVI.  
 

IV.2.5. Resumen de los resultados obtenidos en plantas 

 

Para la determinación de los contenidos totales, se siguió la metodología desarrollada 

anteriormente y descrita en el manual de toma de muestras. Cada análisis se llevó por 

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

 

Cabe mencionar que, para el control de exactitud se utilizó 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 realizó un estudio enfocado en la 

elaboración de un posible candidato a muestra de referencia para su uso en el análisis de 

material de plantas. 
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 En el desarrollo experimental, se obtuvieron cultivos hidropónicos de cebolla 

agregando al medio de cultivo sales de metales pesados. Después de la cosecha de partes 

verdes, se realizó su homogeneización, liofilización, caracterización de los niveles de V, Cr, 

Mn, Ni, Cu, As, Se, Mo, Cd, Hg, Pb, U en el material obtenido así 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 análisis realizados en plantas provenientes de las 

orillas del río Lerma, en primer lugar es importante que los niveles de elementos encontrados 

fueron generalmente bajos. Además se observa que las muestras de raíces contenían 

relativamente más altas concentraciones de elementos respecto las hojas. Los resultados 

obtenidos fueron comparados con los valores reportados en bibliografía 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 más bajos o comparables respecto a los niveles reportados. Por otro lado, 

prácticamente para todos elementos, sus niveles más altos correspondieron a Salamanca 

(Figura 34).  En estas muestras, los niveles de V, Cr, Ni, Zn, Mo, Ag, Sb, Ba, Pb, Th y U 

fueron más altos que los reportados en bibliografía.  

 

Tabla 15. Resultados de determinación de elementos en raíces y hojas de nopal.  

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 análisis de tres sub-muestras. 
LD-Límite de detección, calculado como 3 veces la desviación estándar del blanco, dividido 
entre la pendiente de la curva de calibración. 

 Raíz, concentración promedio, mg kg-1  
Sitio V Cr Mn Co Ni Cu Zn As Se Mo Ag Cd Sb Ba Hg Pb Th U 

1 0.33 0.3 54.3 0.51 0.8 2.35 400 0.01 0.36 0.03 <LD <LD <LD 25.3 0.04 0.14 0.09 0.11 
2 0.70 1.8 37.7 0.16 0.6 1.98 9.7 0.04 0.07 0.12 <LD <LD <LD 22.0 <LD 0.33 0.19 0.12 
7 0.11 4.3 8.5 0.08 2.1 4.01 33.0 0.11 0.84 5.97 0.06 0.10 0.08 28.9 0.08 1.76 0.51 0.27 
8 0.48 1.6 29.2 0.21 1.4 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 0.9 2.49 113 0.05 0.20 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 0.07 0.13 0.24 144 0.10 2.25 0.65 0.34 
15 0.40 3.3 52.9 0.24 2.3 4.81 304 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 0.5 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 14.9 0.35 7.0 5.45 163 0.04 0.19 1.32 <LD <LD <LD 16.4 <LD 0.57 0.08 0.06 

 Hojas, concentración promedio, mg kg-1 
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 3.9 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 51.9 0.34 0.8 1.63 705 0.04 0.48 0.08 <LD <LD <LD 15.4 <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 20.4 <LD 0.09 <LD <LD 

11 0.41 4.9 156 0.45 5.9 3.92 363 0.06 0.41 1.23 0.03 0.06 0.11 108 0.05 0.18 <LD 0.16 
15 0.39 0.4 7.4 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 0.39 11.4 77.3 0.27 7.9 6.99 5.4 0.05 0.01 1.27 <LD <LD <LD 12.8 <LD 0.20 <LD <LD 
22 0.29 14.6 101 0.37 10.4 6.54 134 0.05 0.09 2.11 <LD 0.06 0.20 25.2 <LD 0.75 <LD <LD 
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Parece relevante, que los niveles de los mismos elementos en agua de río 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 río 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 región de Guanajuato, aunque sus niveles se distribuyen de 

manera relativamente uniforme y no son preocupantes.   

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

 

Elemento Concentración, mg kg-1 Referencias 
Vanadio < 0.5 (181, 182) 

Cromo <1 (183-185) 

Manganeso < 2200 (183-185) 

Cobalto < 3 (186) 

Níquel < 5 (183-186) 

Cobre < 30 (183-186) 

Zinc < 500 (183, 185) 

Arsénico < 1 (187) 

Selenio < 1 (186, 188, 189) 

Molibdeno < 0.4 (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 (190) 
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Figura 34.  Niveles de concentración de algunos elementos en raíces y hojas de nopal 
recolectados en nueve sitios de muestreo (muestreo II � octubre 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Niveles de concentración de algunos elementos en raíces y hojas de nopal 
recolectados en nueve sitios de muestreo (muestreo II � octubre 2007).  
 

Se llevó a cabo el análisis por HPLC-FLD descrito en la sección V.1.7 para determinar 

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

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

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

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

PC-2 en la sección V.1) para comparación. 
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Figura 36. Análisis de PCs por HPLC-FLD en muestras de levadura (�) y en raíz de una 
planta colectada en el sitio 11 de muestreo (Salida de salamanca). 
Los compuestos identificados son: L-Cys, Cisteína; GSH, Glutationa reducida; PC2; y R 
corresponde al monobromobimano sin reaccionar e hidrolizado. 

 

 

Debido a que no se detectó la presencia de PCs en plantas silvestres recolectadas en el 

área de estudio I, se procedió al análisis de plantas y suelos provenientes de la ciudad de 

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

ciudad de Guanajuato, (área de estudio II). 

 

La ciudad de Guanajuato capital ha sido desde épocas coloniales una importante zona 

minera en la que se ha extraído plata y oro. La geoquímica de esta región se ha estudiado 

extensivamente (30-33, 192, 193). Existen reportes de extracción de muchos metales y 

metaloides en la región. Como consecuencia, las plantas que crecen en este ambiente han sido 

expuestas de manera crónica a diferentes metales pesados en niveles de moderados a altos. 

La síntesis de fitoquelatinas ocurre en algunas plantas como respuesta a las altas 

concentraciones de algunos metales y metaloides. Dado que en la plantas prevenientes del río 

Lerma, no se detectó la presencia de las PCs, para seguir con investigación y estudiar los 

parámetros medio ambientales que influyen en la síntesis de las fitoquelatinas, se decidió 

continuar con los estudios tomando como muestras las plantas comunes en la ciudad de 

Guanajuato capital, donde es más posible encontrar suelos contaminados con metales pesados, 

Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo fueron publicados en los artículos: �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�. Así como en el capítulo 

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 (194-196). 

 

IV.3.1 Estudios preliminares 

 

Como primera prueba se recolectaron muestras de raíz de dos plantas comunes en la 

región. Se tomaron raíces de higuerilla (Ricinnus communis) y de girasol común 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. Así, el sitio 1 corresponde un lugar donde en el 

pasado se llevó a cabo el beneficio de plata. El sitio 2 se encuentra en el río Guanajuato cerca 

de las minas, y el sitio 3 se encuentra en un lugar relativamente lejano a las minas. Las raíces 
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de las plantas fueron recolectadas en septiembre (época de lluvias) en cada sitio de muestreo 

las plantas recolectadas fueron de tamaño y coloración similar, así 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 

raíces de cada planta. La toma de muestras se realizó siguiendo el protocolo de toma de 

muestras antes descrito en la sección III.5.1.2 y III.5.1.3. 

Se determinó el contenido de cobre, cadmio, plata y plomo en las muestras de suelo y 

raíz de acuerdo al protocolo descrito en la sección anterior y los resultados se muestran en la 

Tabla 17. Las concentraciones en suelo fueron dentro de los rangos reportados (31) 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 raíces de R. communis 

acumularon mayor cantidad de elementos que las raíces de T. diversifolia, esto ocurrió en 

todos los sitos de muestreo, por lo que parece que los mecanismos homeostáticos de las dos 

especies son diferentes y resulta interesante la comparación. 

 

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

Muestra 
Sitio de 

muestreo 
Ag Cd Cu Pb 

Muestras de suelo µg g-1 

  1 42.20 ± 0.65 0.373 ± 0.018 221 ± 7 362 ± 8 

Suelos 2 3.40 ± 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 

Raíces ng g-1 

  1 131 ± 6 16 ± 3  2580 ± 80 2740 ± 60 

R. communis 2 141 ± 9 123 ± 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 ± desviación estándar (n = 3). 
LD-Límite de detección, calculado como 3 veces la desviación estándar del blanco, dividido 
entre la pendiente de la curva de calibración. 
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Se obtuvieron extractos de raíces de las dos plantas recolectadas en tres sitios de toma 

de muestras y se llevó a cabo el análisis de fitoquelatinas según el procedimiento desarrollado 

(sección III.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, así como un cromatograma de 

estándares de PC-1, PC-2 y PC-3 sobreexpuesto  a la muestra de R. communis del sitio 1. Se 

puede observar la señal cromatográfica correspondiente a PC-2 en todos los extractos de raíz 

de R. communis. Por otro lado en los extractos de T. diversifolia solo se observaron las señales 

correspondientes a cisteína y glutationa. Es de notar la diferencia en magnitud de la señal 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 síntesis de PCs.  De manera general, los resultados 

obtenidos en el análisis de las dos especies de plantas sugieren que los mecanismos defensivos 

y homeostáticos de diferentes especies vegetales, pueden o no incluir la síntesis de PCs como 

parte integral de los mecanismos de adaptación a suelos con concentraciones moderadas y 

altas de metales pesados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Tesis Doctoral 112

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
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 estándares de PC-2, PC-3 y PC-4 
(---), sobreexpuesto al cromatograma de R. communis del sitio 1 (�). Los compuestos 
identificados son: 1 Cisteína, 2 Glutationa, 3 PC-2, 4 PC-3 y 5 PC-4. R, corresponde a la 
señales del monobromobimano sin reaccionar e hidrolizado. 

 

IV.3.2. Análisis de PCs en muestras de R. communis. 

 

 En este momento de la investigación se decidió 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 amplió el estudio tomando muestras de R. communis en 3 sitios más, en la ciudad 

de Guanajuato. Los sitios fueron: 4 cerca del centro de la ciudad, 5 área urbana cercana al 

lugar donde se realizaba beneficio de metales y 6 cerca de el río pero alejado de la zona 

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

 
 
 
Se analizaron las muestras de raíz provenientes de los lugares de muestreo adicionales 

y se confirmó la presencia de PCs en todas las muestras. En la Figura 39 se muestran los 

cromatogramas correspondientes al análisis por HPLC-FLD de las muestras de raíz 

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

 

 

Uno de los objetivos del trabajo ha sido investigar el efecto de los parámetros medio 

ambientales en la producción de las PCs en plantas. La propuesta original en este sentido ha 

sido investigar el posible efecto de las sustancias húmicas presentes en los suelos con los iones 

metálicos. La asociación de iones metálicos con las sustancias húmicas ha sido bien 
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documentada con el siguiente orden de afinidad para los cationes polivalentes: Cu(II) > Ni(II) 

> Co(II) > Pb(II) > Cd(II) > Cr(III) >> (Mn(II), Mo(VI), Zn(II)) (197, 198). Debido a esta 

asociación se ha propuesto que las sustancias húmicas pueden afectar la biodisponibilidad de 

metales y de esta manera influir en su captación por las plantas y participar en el proceso de 

inducción de PCs.  

Para tomar en cuenta el posible efecto de las sustancias húmicas en la 

biodisponibilidad de los elementos estudiados, se llevó a cabo la determinación 

espectrofotométrica del contenido de sustancias húmicas presentes en las muestras de suelo. 

Además, los extractos alcalinos fueron analizados mediante la cromatografía de exclusión por 

tamaño molecular con dos detectores conectados en línea: 

 

1. UV, para obtener el perfil de elección de las fracciones de masas moleculares 

correspondientes a la materia orgánica. 

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

 

Los resultados obtenidos permitieron evaluar semicuantitativamente la asociación de 

los iones plata, cadmio, cobre y plomo con las sustancias húmicas de los suelos. La 

determinación de las sustancias húmicas del suelo describe en la sección III.6.6. 

 

En la Figura 40 se presentan cromatogramas SEC de los extractos de suelo 

provenientes de los sitios 5 y 6, con detección UV a 254 nm (Figura 40 a) y con detección 

específica de metales por ICP-MS (Figura 40 b). En esta Figura se observa, el perfil de elución 

típico de los ácidos húmicos en ambos extractos (148). Sin embargo, son notables las 

diferencias entre las áreas de los picos cromatográficos en la región de las fracciones 

correspondientes a masas moleculares altas dependiendo del sitio de muestreo. En concreto se 

observa una menor concentración de sustancias húmicas en la muestra correspondiente al sitio 

6 con respecto a las muestra del sitio 5. Estos resultados están en concordancia con los 

resultados de la Tabla 19, donde se presentan los niveles de sustancias húmicas totales 

determinados por el procedimiento espectrofotométrico. 
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Por otro lado, en las figuras 40b y 40c se puede observar la distribución de Pb y Cu en 

dos fracciones: de alta masa molecular unidas a las sustancias húmicas y de baja masa 

molecular correspondiente a formas libres o compuestos de baja masa molecular. 

Independientemente del sitio de muestreo la distribución relativa de Pb en los compuestos de 

alta masa molecular fue mayor que para Cu. Adicionalmente la distribución relativa del Pb fue 

afectada por el contenido de sustancias húmicas (Figura 40, a y b). En concreto, a mayor 

concentración de SH, menor proporción de Pb fue eluido en la región de baja masa molecular, 

lo confirma el acomplejamiento del Pb por las sustancias húmicas en suelos 

 El perfil de elución 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 húmicas en el 

suelo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Cromatogramas típicos de exclusión por tamaño molecular de extractos de suelo: 
(���) sitio 5 y (---) sitio 6. (a) detección Uv a 254 nm; (b)�(d) detección ICP-MS, isótopos 
monitoreados: 208Pb, 63Cu y 114Cd. Las flechas indican los tiempos de elución correspondientes 
a los marcadores de masa molecular. 
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Se evaluó la asociación de cada uno de los iones metálicos con las sustancias húmicas 

como el porcentaje del área del cromatograma correspondiente a la elución 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 raíces y la cantidad de sustancias húmicas presentes en el suelo se 

resumen en la Tabla 18. 

 
 
Tabla 18. Fitoquelatinas (PC-2) determinadas en extractos de raíz de R. communis; contenido 
de sustancias húmicas en los suelos y distribución relativa de elementos en la fracción 
correspondiente a las sustancias húmicas, en cromatografía de exclusión por tamaño molecular  
 

 
Asociación 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 relación entre el área medida en la región de alto peso molecular contra el área 
total del cromatograma, para cada ion. 
LD-Límite de detección, calculado como 3 veces la desviación estándar del blanco, dividido 
entre la pendiente de la curva de calibración. 

 

 

Con los resultados obtenidos se llevó a cabo un análisis estadístico de correlación, 

usando como variables: el contenido de PCs en raíces, el contenido total de Ag, Cu, Cd y Pb 

en suelos y en raíces, así como el contenido de sustancias húmicas de los suelos. En la Figura 

41 se muestra la matriz de correlación obtenida (r = coeficiente de correlación y p = nivel de 

probabilidad). En primer lugar se observa la correlación positiva de significancia estadística 

entre el contenido de Cd y Ag en suelos y su contenido en raíces (r = 0.8092, p = 0.051 y r = 

0.9261, p = 0.009), mientras que para Pb y Cu la correlación y la probabilidad no son 

estadísticamente significativas (r = 0.5232, p = 0.287 y r = 0.5849, p = 0.223). Esto sugiere la 

captación directa del Cd y Ag de los suelos, mientras que para el Cu y el Pb la captación no es 

simplemente proporcional a la concentración de los elementos en el suelo. 
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Por otro lado se observó una correlación inversa de significancia estadística entre el 

contenido de sustancias húmicas del suelo y la concentración de elementos contenidos en las 

raíces, la significancia estadística de dicha correlación 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 

estadística va de acuerdo a lo reportado para la afinidad de las sustancias húmicas hacia los 

iones metálicos. Estos resultados sugieren que los elementos fuertemente unidos a las 

sustancias húmica son menos biodisponibles para R. communis por lo que la captación de 

estos elementos se ve disminuida. Esto se confirma al notar que no existe una correlación 

estadísticamente significativa entre la concentración de Cu y Pb en suelos (fuertemente unidos 

a las SH) y el contenido de los mismos elementos en raíces; correlación que sí existe en los 

elementos unidos en menor grado con las SH (Ag y Cd). 

 En la revisión bibliográfica se ha visto que hasta la fecha no hay ningún reporte sobre 

la posible relación entre de los niveles de sustancias húmicas en los suelos y la producción de 

PCs en plantas. Los resultados obtenidos en este trabajo indican claramente que para la planta 

R. communis , existe una correlación inversa entre estos dos parámetros  (r = -0.7825, p = 

0.066). 

De los cuatro metales estudiados, el contenido Cd en suelos y en raíces presentan una 

fuerte correlación 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 existió una correlación de de significancia 

estadística entre su contenido en raíces 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 síntesis de 

PCs. Sin embargo la falta de correlación entre el plomo en suelos y los contenidos de PC-2 

confirma la capacidad de las sustancias húmicas para disminuir la captación de este elemento 

por R. communis. En resumen,  a pesar de que el Pb aparentemente es uno de los elementos 

importantes en la síntesis de PCs, su acomplejamiento por las sustancias húmicas en los suelos 

impide la captación de este elemento por la planta, y es por ello que no existe la correlación 

directa entre los niveles de Pb en suelo y la producción 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 
1 

p =� 
 
 

PC-2 
-0.783 

p = .066 
1 

p =� 

 
 
 
 

Cu Suelo 
-0.433 

p = .392 
0.2267 

p = .666 
1 

p =� 

 

Ag Suelo 
-0.356 

p = .489 
0.3502 

p = .496 
0.4128 

p = .416 
1 

p =� 

 

Cd Suelo 
-0.559 

p = .249 
0.7857 

p = .064 
0.0711 

p = .894 
0.4133 

p = .415 
1 

p =� 

 

Pb Suelo 
-0.256 

p = .625 
0.4261 

p = .400 
0.4076 

p = .422 
-0.2804 
p = .590 

0.4728 
p = .344 

1 
p =� 

 

Cu Planta 
-0.746 

p = .089 
0.3376 

p = .513 
0.5849 

p = .223 
0.6787 

p = .138 
0.1535 

p = .772 
-0.2427 
p = .643 

1 
p =� 

 

Ag Planta 
-0.208 

p = .692 
0.0262 

p = .961 
0.5174 

p = .293 
0.9216 

p = .009 
0.1752 

p = .740 
-0.3298 
p = .523 

0.6976 
p = .123 

1 
p =� 

 

Cd Planta 
-0.528 

p = .282 
0.9395 
p=.005 

0.0309 
p = .954 

0.276 
p = .597 

0.8092 
p = .051 

0.4465 
p = .375 

0.0398 
p = .940 

-0.0866 
p = .870 

1 
p =� 

 

Pb Planta 
-0.656 

p = .100 
0.9573 
p = 003 

0.124 
p = .815 

0.3185 
p = .538 

0.9115 
p = .011 

0.5232 
p = .287 

0.1577 
p = .765 

-0.0019 
p = .997 

0.9664 
p = .002 

1 
p =� 

 
 
Figura 41.- Matriz de correlación obtenida con los parámetros medidos en las muestras de 
suelo y raíz de R. communis, en los 6 sitios de muestreo en la ciudad de Guanajuato. El nivel 
de significancia estadística establecido fue de p ≤ 0.1. 
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IV.3.3. Análisis de muestras de Opuntia ficus. 

 
 Tras haber detectado PCs en la higuerilla y haber establecido la importancia de la 

especie (genotipo) así como de las sustancias húmicas del suelo, en la síntesis de PCs, se 

planteó la posibilidad de estudiar más características del suelo importantes en la síntesis de 

PCs, determinar si las PCs se encuentran solo en las raíces, así 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 raíces de acuerdo al protocolo de toma de muestras descrito en la sección 

V.2.2.3, de las siguientes especies comunes: 

 

• Chicalote.-Argemone chroleuca 

• Cactus.-Lophocereus schotti 

• Castillo.-Leonotis epetifolia 

• Sávila.-Aloe vera 

• Nopal.-Oputunia ficus 

• Maguey.- Agave potatorum 

 

Se obtuvieron los extractos de plantas, mismos que analizados por HPLC-FLD, como se 

describe en la sección III.6.7. Los cromatogramas obtenidos se muestran en la Figura 42, 

donde se puede apreciar la presencia de PCs en la raíz de nopal, en una concentración mucho 

mayor a la encontrada anteriormente en la higuerilla (ver Figura 37 y39). Mientras que en las 

demás muestras analizadas se observaron la cisteína y glutationa en diferentes concentraciones. 

En los cromatogramas correspondientes a Lophocereus schotti, Leonotis nepetifolia y 

Argemone ochroleuca se observa la elución de compuestos con tiempos de retención 

correspondientes a los de PCs, sin embargo las señales fueron de baja intensidad, lo que no 

permitió su cuantificación. Con estos resultados se decidió tomar muestras de raíz y hoja de 

nopales en lugares cercanos a los sitios de muestreo ya establecidos para la R. communis, cabe 



 

Tesis Doctoral 121

mencionar que no fue posible tomar muestras de nopal dentro del perímetro de muestreo de R. 

communis, ya que la higuerilla crece en suelos húmedos y con materia orgánica visible, 

mientras que los nopales crecen principalmente en suelos áridos. A pesar de esto se 

recolectaron las muestras lo más 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 

comparación 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 Yucatán a 40 Km. de la ciudad de Mérida y se denominó para este estudio 

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

 

 

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

1. La determinación de PCs totales en cada muestra (hojas y raíces). 

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

cromatografía de exclusión por tamaño molecular, con detección UV-Vis e ICP-

MS.  
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VI.3.3.2. Resultados analíticos 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 distribución de Cu, Pb, Ag y Cd en las fracciones de masa molecular 

en los mismos extractos con el fin de evaluar la asociación con las PCs. Se decidió tomar en 

cuenta para los estudios a los mismos elementos antes estudiados (Ag, Cu, Cd y Pb) por su 

capacidad reportada para inducir la síntesis de PCs y por su presencia en los suelos de la 

ciudad de Guanajuato.  

También se decidió llevar a cabo una extracción secuencial de metales en las muestras de 

suelos, ya que este estudio de especiación operacional es útil para conocer la distribución de 

los elementos en fracciones de compuestos de diferente solubilidad, y de esta manera estimar 

su biodisponibilidad para las plantas. Puesto que las sustancias húmicas fueron relacionadas 

con la síntesis de PCs en R. communis en el estudio anterior, se decidió cuantificar su 

contenido en las nuevas muestras de suelo. Se contempló además la medición del pH como 

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

 

  Los resultados obtenidos en el análisis 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 raíz. Las concentraciones de PCs fueron diferentes 

dependiendo del sitio de muestreo. En la muestra tomada en Yucatán no se detectaron PCs, lo 

que sugiere que la presencia y, en su caso el nivel de concentración de las PCs en O. ficus 

podría servir como marcador de la contaminación de los suelos por metales pesados. 
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Tabla 19. Resultado del análisis de PCs totales en raíces y hojas de O. ficus.  
 
 

µg de PCs totales por gramo de planta liofilizada 
y homogenizada. Sitio de 

muestreo 
Raíces Hojas 

1 12.2 ± 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 74.3 ± 0.3 20.3 ± 0.2 
5 nd nd 

Valor promedio  ± desviación estándar, expresados como la suma de PC-2, PC-3 y PC-4. Se 
usó la calibración externa con GSH y se aplico un factor de corrección para cada compuesto. 
nd- No detectadas. 

 
 
Los valores de pH de los suelos recolectados junto a las raíces 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 Yucatán el pH fue entre 8 

y 8.1.En los extractos obtenidos por el método Tessier (127) se llevo a cabo la determinación 

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

 

La recuperación 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 análisis del 

contenido total (digestión convencional) fue del 82 al 104 % para los cuatro elementos. Los 

resultados obtenidos en el análisis de los extractos para cada sitio se muestran en la Figura 43, 

donde se puede apreciar que la concentración de elementos fue mayor en las muestras 

provenientes de la ciudad de Guanajuato con respecto a las concentraciones determinadas en 

la muestra proveniente de Yucatán. Por otro lado existieron diferencias substanciales entre 

muestras de diferentes sitios. El Pb fue el elemento más abundante en las muestras de suelo 

(concentración máxima cerca del río Guanajuato, 248.7 mg g-1, sitio 2) los niveles de cobre 

fueron generalmente menores con el valor máximo también encontrado en el sitio 2 (97.5 mg 

g-1), los niveles de plata fueron entre 4 y 5 veces menores a los encontrados para cubrir (valor 

máximo 24.3 mg g-1, en el sitio cuatro) y el cadmio se encontró el concentraciones menores a 

1.2 mg g-1 en cualquier sitio. La distribución relativa de los elementos en las diferentes 

fracciones fue diferente. Para cada uno de los cuatro sitios, la mayor contribución relativa de 

Pb y Cu se observó en la fracción F4, en la cual se extraen las formas de metales asociados a 
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sulfuros y/o con materia orgánica. Estos dos metales se encontraron en menor cantidad en la 

fracción F2, unidos a carbonatos. Mientras que su contribución  en la F1 correspondiente a la 

fracción libre intercambiable  fue mucho más baja. 

En suelos de Guanajuato, se determinó una considerable parte del Pb en la fracción 

correspondiente a los óxidos de hierro y manganeso, F3. Para la plata prácticamente la 

totalidad el elemento fue unida a la materia orgánica y sulfuros, F4. La concentración de 

cadmio en los suelos fue muy baja comparada con otros metales, sin embargo se observó una 

distribución relativamente uniforme de este elemento entre las fracciones F1-F5, como 

ejemplo se puede observar en los sitios uno y cuatro que la distribución relativa del cadmio 

libre fue de 36% y 32% respectivamente. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 43. Distribución de los elementos en las 5 fracciones extraídas de las muestras de suelo 
provenientes de los 5 sitios de muestreo, resultados expresados en µg de elemento por gramo 
de suelo seco. 

 

Como información indispensable para este estudio se determinó el contenido total de 

elementos en las muestras de raíz y hojas de nopal de los lugares de muestreo por ICP-MS, de 
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acuerdo a lo descrito en la sección III.6.2. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 20. 

Como era de esperarse las muestras provenientes de Yucatán (sitio 5) presentan 

concentraciones de elementos más 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 µg g-1, por lo que no fue 

tomado en cuenta para el análisis estadístico de resultados. 

 

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

 
 

 µg g-1 del elemento en tejido liofilizado y 
homogenizado 

Tipo de 
muestra 

Sitio de 
muestreo 

Cu Ag Cd Pb 

1 6.49 8.79 0.73 9.25 
2 5.75 5.32 0.32 7.48 
3 4.05 0.89 0.17 5.81 
4 5.03 27.2 0.22 6.39 

 
Raíces 

 

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 
3 7.85 3.54 0.21 4.90 
4 4.83 4.64 0.19 7.89 

Hojas 

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 concentración total de elementos en material de plantas y los 

encontrados en las fracciones F1-F5 del suelo, se procedió a buscar correlaciones para 

determinar cuales son las formas de los elementos en suelos importantes para la captación de 

elementos por la planta.  

No se encontraron correlaciones de significancia estadística entre los niveles de 

concentración en suelo y en hojas. Los parámetros de correlación (R.-coeficiente de 

correlación, P.-nivel de probabilidad) obtenidos en el análisis de correlación de los niveles de 

concentración totales en raíces, suelos y en extractos de suelos se muestran en la Tabla 21. En 

primer lugar es de notar la falta de correlación de significancia estadística entre niveles de Cu 

y Pb en suelo y los contenidos en raíz (r=0.7321, p=0.176 y r=0.8169, p=0.091, 

respectivamente). 
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Tabla 21. Análisis de correlación, entre los contenidos de elementos determinados en las 
fracciones de suelo y los encontrados en las muestras de raíz. 

 
 

 Pb Cu Ag 

Suelo Vs Raíz 
r = 0.7321 
p = 0.176 

r = 0.8169 
p = 0.091 

r = 0.9368 
p = 0.019 

F1 Vs Raíz ne ne ne 

F2 Vs Raíz ne ne ne 

F3 Vs Raíz ne ne ne 

F4 Vs Raíz 
r = 0.8436 
p = 0.072 

r = 0.8648 
p = 0.058 

r = 0.8842 
p = 0.046 

r- Coeficiente de correlación. 
p- Nivel de probabilidad 

ne- Significancia estadística no encontrada. 
 

Más aún, no se encontró correlación con importancia estadística entre ningún metal en las 

fracciones F1 (intercambiable), F2 (carbonatos) y F3 (óxidos de hierro y manganeso) o F5 

(fracción residual) y los metales en raíces, lo que indican que estas fracciones no son 

importantes para en la captación de cobre, plomo y plata por las plantas. 

Por otro lado se encontró una correlación de significancia estadística entre los metales 

contenidos en las fracciones F4 y los metales en raíces (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 

fracción unida a la materia orgánica y los sulfuros (F4) es más biodisponible para el nopal.  

Para tener información de la cantidad de sustancias húmicas (principal componente 

orgánico del suelo), se llevó  acabo la determinación del contenido de sustancias húmicas de 

las muestras de suelo, por el método espectrofotométrico descrito en la sección III.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 había mencionado los suelos donde crece el nopal suelen ser más áridos 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. Comparación entre los niveles de concentración de sustancias húmicas encontrado 
en los suelos cercanos a las muestras de O. ficus y los encontrados en las muestras de T. 

diversifolia. 

 

 

Estos resultados sugieren que, al no haber una cantidad apreciable de materia orgánica en 

los suelos de crecimiento del nopal, la fracción F4 que se correlacionó con los contenidos de 

elementos en raíces, corresponde en realidad a sulfuros metálicos, abundantes en la región de 

Guanajuato (30, 31). En concreto aparentemente los sulfuros de plomo, cobre y plata son las 

fuentes primarias de estos elementos en suelos cercanos a las raíces de los nopales (como 

máximo 20 cm desde las raíces).  

La solubilidad de estos compuestos es en general baja, por lo que los procesos en la esfera 

rizozomal, en particular la exudación de ácidos carboxílicos de bajo peso molecular, pueden 

contribuir en la movilización de sulfuros metálicos haciéndolos disponibles para raíces del 

algunas plantas (36). Sin embargo para O. ficus no se ha encontrado ningún reporte específico 

acerca de este tema, publicado hasta la fecha. Por otro lado se ha reportado la contribución de 

bacterias y hongos en los procesos que se llevan a cabo en la interfase suelo-raíz de algunas 

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

 

Para obtener información acerca de la asociación de los metales con las fitoquelatinas en 

los extractos de plantas, se realizó una extracción 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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cromatografía de exclusión por tamaño molecular. El uso de dos detectores en línea (UV e 

ICP-MS) permitió obtener información sobre la asociación  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 raíces y hojas, el cadmio no fue detectado. 

Para Pb se encontraron niveles menores en las hojas comparado con las raíces, y su elución 

fue en dos regiones: la primera, de alto peso molecular (entre 75-95% del Pb total eluido de la 

columna) y la segunda región correspondiente los compuestos de bajo peso molecular. Para el 

cobre solamente se observó un pico eluido en la región de bajo peso molecular, y a diferencia 

del Pb, en muchas muestras la concentración de cobre fue mayor en las hojas que las raíces. El 

perfil de elución de Ag muestra una asociación con compuestos de alto peso molecular, sin 

embargo las señales cromatográficas son relativamente anchas e indican una asociación no 

específica a compuestos de alto peso molecular. 
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Figura 45. Cromatogramas obtenidos por SEC-ICP-MS, de los extractos neutros de raíz (�) 
y Hoja (---) de nopal del sitio 3, en la ciudad de Guanajuato. Las flechas indican los tiempos 
de elución correspondientes a los marcadores de masa molecular. 
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Basado en las mediciones de área obtenidas de los cromatogramas, se estimó la 

distribución relativa de los tres metales entre las regiones de alta masa molecular (asociados a 

PCS) y baja masa molecular para cada muestra. Se llevó a cabo el análisis de correlación 

tomando estos datos y los resultados de la cuantificación de fitoquelatinas totales en raíces y 

hojas, lo que permitió complementar la información necesaria para determinar la importancia 

de cada elemento en la síntesis de fitoquelatinas en un ambiente natural. 

Es importante resaltar que resulta difícil distinguir entre los elementos importantes en la 

síntesis de fitoquelatinas de aquellos que son simplemente unidos a las fitoquelatinas 

existentes. En este trabajo se propuso considerar la correlación entre contenidos totales de 

fitoquelatinas y el contenido de metales unidos a las fitoquelatinas (eluidos en la región de alto 

peso molecular) como indicador de su importancia en la inducción de fitoquelatinas. Para el 

Pb se observó una correlación significativa entre contenido total de fitoquelatinas y las áreas 

por SEC-ICP-MS, (r=0.7026, p = 0.088 para raíces, y r = 0.8581, p = 0.071 para hojas). Más 

aún, la concentración de fitoquelatinas se correlacionó con el Pb eluido en la región de alto 

peso molecular (r = 0.6835, p = 0.023 para raíces y r = 0.8818, p = 0.048 para hojas). Estos 

resultados confirman la asociación del Pb con las fitoquelatinas en nopal y sugieren 

importancia de este elemento en el proceso de inducción de las fitoquelatinas. Para el cobre 

sólo se observó una correlación entre contenido total de fitoquelatinas y el área total de los 

cromatogramas en raíces (r = 0.7568, p = 0.129) y entre el contenido total de fitoquelatinas y 

las fracciones de alto peso molecular en raíces (r=0.7455, p= 0.138). Aparentemente el cobre 

pudiera estar involucrado en la inducción de fitoquelatinas en raíces sin embargo su transporte 

dentro de la planta es diferente respecto Pb. No se encontraron correlaciones estadísticamente 

significativas entre la plata y el contenido de fitoquelatinas indicando que este elemento no se 

asocia con la producción de fitoquelatinas. 
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V. CONCLUSIONES 

 

El objetivo principal de este trabajo ha sido contribuir en el avance del conocimiento sobre 

la formación de fitoquelatinas en plantas silvestres, provenientes de ambientes naturales, 

donde se encuentran expuestas de manera crónica a una variedad de los parámetros medio 

ambientales tales como variables niveles de concentración de especies metálicas, materia 

orgánica, condiciones de pH, etc.  Se recolectaron diferentes plantas comunes de la región de 

Guanajuato, tomando las muestras en dos áreas: Área I - correspondiente al cauce del río 

Lerma por el Estado de Guanajuato (22 sitios) y Área II � cinco sitios en la ciudad de 

Guanajuato. Adicionalmente, en los mismos sitios se tomaron muestras de suelos y, en el Área 

I también se tomaron muestras de agua superficial de del río Lerma. La idea original fue 

aplicar diferentes tipos de procedimientos para el análisis de las muestras recolectadas y, con 

base en los resultados obtenidos, realizar el análisis estadístico de datos con el fin de encontrar 

posibles correlaciones entre los parámetros estudiados y de esta manera conocer mejor el 

proceso de captación de metales por plantas y el proceso de formación de fitoquelatinas en 

estos organismos. En concreto, se llevaron a cabo los siguientes tipos de análisis: 

- determinación de los niveles de concentración totales de metales en suelos, plantas 

(raíces y hojas) y en agua superficial de río Lerma mediante ICP-MS. En las muestras del 

Área I, los elementos determinados fueron antimonio, arsénico, bario, cadmio, cobalto, cobre, 

cromo, manganeso, mercurio, molibdeno, níquel, plata,  plomo, selenio, talio, torio, uranio, 

vanadio y zinc; mientras que en Área II el estudio se enfocó en el análisis de plomo, cobre, 

cadmio y plata; 

- determinación de metales en fracciones de suelo obtenidos mediante el método de 

lixiviación secuencial de Tessier; 

- evaluación de distribución de especies metálicas en diferentes fracciones de masa 

molecular en extractos alcalinos de suelos (asociación de metales con sustancias húmicas) 

mediante cromatografía de exclusión por tamaño molecular con dos detectores en línea: UV e 

ICP-MS; 

- determinación de fitoquelatinas totales en extractos de raíces y hojas mediante la 

cromatografía de líquidos en fase inversa con la detección espectrofluorimétrica; 
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- evaluación de distribución de especies metálicas en diferentes fracciones de masa 

molecular en extractos neutros de plantas (asociación de metales con fitoquelatinas) mediante 

cromatografía de exclusión por tamaño molecular con dos detectores en línea: UV e ICP-MS; 

- determinación de sustancias húmicas en el suelo y mediciones de pH del suelo. 

 

En la parte del análisis estadístico se llevaron a cabo los análisis de correlación y el 

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

 

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

presentan a continuación. 

 

V.1. Concusiones analíticas: 

 

1. Se desarrolló un nuevo procedimiento para la determinación de fitoquelatinas totales en 

muestras biológicas, en el que se lleva a cabo liofilización y homogeneización de la 

muestra, seguidas por la extracción de las PCs y eliminación de iones metálicos 

potencialmente asociados a estos compuestos, reducción con el fin de tener grupos tiol 

libres (-SH), derivatización pre-columna con monobromobimano y la separación en fase 

inversa con detección 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 resolución 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 análisis de 

suelo y de material de plantas, lo que permitió conocer la distribución relativa de metales 

entre diferentes fracciones de masa molecular y de esta manera evaluar su asociación con 

sustancias húmicas en suelos y con fitoquelatinas en plantas.  

3. Se implementó el procedimiento de determinación 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 análisis por ICP-MS de las concentraciones bajas (µg L-1 e inferiores) de 

un alto número de elementos (hasta 60) en muestras de agua. En concreto, se seleccionaron 
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los estándares internos, se establecieron criterios para tuning, para pruebas de precisión y 

exactitud así como los criterios para asegurar las condiciones de repetibilidad y 

reproducibilidad de los resultados. Toda esta información ha sido elaborada en forma de 

un manual de procedimiento.  

4. Es bien establecido que, el uso de los procedimientos que tienen como bases diferentes 

principios fisicoquímicos y proporcionan información analítica complementaria permite 

elucidar los mecanismos moleculares responsables por los efectos observados en los 

organismos vivos. En este sentido, en el presente trabajo se consideró importante 

determinar fitoquelatinas totales en plantas y, por otro lado evaluar la asociación de cada 

uno de los metales con las fitoquelatinas. Se consideró que, la correlación estadísticamente 

significativa entre la cantidad (fracción) de un metal asociado con las PCS y la cantidad de  

PCs totales en la misma planta indicaría que este metal es importante en el proceso de la 

síntesis 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 inducción de las PCs, 

mientras que otros elementos pueden ser acomplejados por las PCs ya existentes en la 

planta.  

 

V.2. Conclusiones de relevancia biológica: 

 

1. Se demostró 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, Cu y Pb en las 

raíces de R. communis con las encontradas en T. diversifolia (ambas provenientes de los 

mismos sitios), se observó una mayor acumulación 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 está relacionada con el genotipo y además, sugieren que la 

síntesis de las PCs promueve la acumulación de los metales en el tejido de planta.   
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2. Las PCs fueron detectadas solamente en muestras provenientes del área II del estudio y no 

en las plantas recolectadas en área I. Puesto que los niveles de metales encontrados en los 

suelos de la ciudad de Guanajuato fueron mayores respecto a los suelos en cercanía del río 

Lerma, queda claro que la síntesis de fitoquelatinas depende de la concentración de 

elementos metálicos en los suelos.  

3. En el caso R. communis, que crece en suelos con relativamente altos niveles de materia 

orgánica, el análisis estadístico de correlación de los datos correspondientes a niveles de 

elementos en las raíces y en suelos, niveles de sustancias húmicas en suelos y las PCs en 

planta indicó que las sustancias húmicas, al acomplejar los iones metálicos, pueden 

disminuir su biodisponibilidad para la planta. En particular, se observó la correlación 

estadísticamente significativa inversa entre los HS en suelo y las PCs en planta. Además, 

se ha demostrado mayor efecto de las HS en la disminución de captación de Cu y Pb 

respecto a Cd y Ag, de acuerdo con la decreciente afinidad de estos iones metálicos a las 

HS. Dichas diferencias en afinidad de iones metálicos con HS fue corroborada mediante 

los resultados de los análisis de extractos alcalinos de suelo por SEC-ICP-MS.  

4. En el caso de O. ficus, mediante el fraccionamiento de suelo adyacente a las raíces por el 

método Tessier y el análisis de correlación de los datos correspondientes a los niveles de 

metales en cada una de las fracciones obtenidas y en los tejidos de planta se demostró que, 

las formas de los cuatro metales extraídas en la fracción F4 (materia orgánica y sulfuros) 

son las que intervienen en la captación de estos metales por planta. Puesto que el nopal 

crece en los suelos áridos con bajos niveles de materia orgánica 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 raíz y suelo (rizoesfera) tales como la exudación de ácidos 

orgánicos por la misma planta o la participación de microorganismos; que faciliten la 

movilidad de los sulfuros poco solubles. Es importante resaltar que, nopal es la planta, en 

la que se encontraron más 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 análisis de las PCs por el procedimiento HPLC 

� FLD (PCs totales) y por el procedimiento SEC � UV/ICP-MS (asociación de metales con 

las PCs), se propone que algunos elementos presentes en el ambiente donde crece la planta 

son importantes en la síntesis 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 captación por planta pueden ser acomplejados por las PCs 

ya existentes. Este punto es importante para entender mejor la situación 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 

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

• Genotipo de la planta; 

• La concentración total de elementos importantes para el proceso de inducción de las PCs 

en los suelos; 

• Las  formas fisicoquímicas actuales de estos elementos en los suelos, incluyendo la 

importancia de asociación de los iones metálicos con sustancias húmicas; 

• 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 determinación de las 

PCs totales en muestras biológicas (HPLC-FLD). En este caso se demostró 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(III), las cepas de  S. cerevisiae presentaron mayor 

habilidad de inducción de fitoquelatinas, mientras que en exposición a cadmio, la cepa que 

presentó más bajos niveles de PC-2 fue C. maltosa y en la exposición a arsénico, fue la cepa Y. 

lipolítica.  

 

V.3. Conclusiones de relevancia medio ambiental:  

 

En el área I, se llevó a cabo un estudio sistemático con extensión de dos años, lo que 

permitió evaluar la calidad del agua superficial en el río Lerma, considerando los niveles de 19 

elementos metálicos y algunos metaloides. Con base en los resultados obtenidos en seis 

campañas de muestreo de aguas, tres campañas de muestreo de lodos y dos de plantas se llegó 

a la conclusión que, en el cauce del río Lerma dentro del estado de Guanajuato los niveles de 

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

región de Salamanca y del desemboque del río Guanajuato. También se observó que los 

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

concentración encontrados en la salida del río hacia el estado Jalisco no son altos, ya que no 

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

agua de consumo humano.  

Los resultados del análisis PCA sugieren que:  

1. La aportación de los metales/metaloides está relacionada con la región geográfica y por lo 

tanto con las actividades del hombre en estas regiones;  

2. El caudal del río introduce al estado de Guanajuato cierta aportación de Hg, Th y Ag del 

Estado de Querétaro;  

3. Dentro del estado de Guanajuato, existen aportaciones de carácter discontinuo de V, As, 

Mo, Ni, Zn, Mo, Co, principalmente en la región de Salamanca, con cierta contribución 

por el desemboque del río Guanajuato.  
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