UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO

CAMPUS GUANAJUATO

POSGRADO EN QUIMICA

“APLICACIONES DE SOPORTES DE CROMATOGRAFIA DE
AFINIDAD EN METALOMICA”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS QUIMICAS

PRESENTA:

MANUEL MENDEZ GARCIA

GUANAJUATO, GTO JULIO, 2014



REALIZADA POR:
MANUEL MENDEZ GARCIA

DIRIGIDA POR:
Director: Dra. Katarzyna Dorota Wrobel

Co-Director:Dr. Kazimierz Wrobel

SINODALES

Dra. Minerva Martinez Alfaro

Presidente

Dra. Eunice Yafez Barrientos

Secretario

Dr. Rogelio Costilla Salazar

Vocal

Dra. Alma Hortensia Serafin Muioz

Suplente



Guanajuato, Gto. Julio de 2014

Por medio de la presente me responsabilizo deitenticidad y originalidad del
presente trabajo tituladoAplicaciones de soportes de cromatografia de afirad en
metalomicd’, realizado por el Q. Manuel Méndez Garcia, pabdewer el titulo de
MAESTRO EN CIENCIAS QUIMICAS (M.C), en las Instalaciones del Campus

Guanajuato en el Departamento de Quimica de ladisidad de Guanajuato.

Director:

Dra. Katarzyna Dorota Wrobel

Co-Director:

Dr. Kazimierz Wrobel



indice General

INDICE DE SIGLAS.....c.cueimtiieeireieieiseitisese ettt sttt ss st ess e ss e se s vi
INDICE DE FIGURAS . ...ttt ettt n s s s s ss s s ses s essseneeas viii
INDICE DE TABLAS ...ttt ettt ettt et en s s s s s s s s sesaeseeeeeas ix
RESUMEN....... ittt ettt e e s sttt e e s e s st eaeeee e s sabeaeeeeassssaeeaeeeeseasssaeeessannsnseeeens Xii
I. INTRODUCCION GENERAL ..ottt ettt veses s sesesesses s sesesensesesesesesenanes 1
I.1. Metales/metaloides en el medio ambiente...........ccccooirieiiiniiniine i 2
L2, MELAIOMICEAL ...ttt ettt et ettt et e sttt e st s st e e eaenteseeas 7
1.3. Analisis dirigido al €fECtO (EDA)........coueieeieeie ettt ettt aesaesaesreens 8
R | PRI 8
[.4.1. Interaccion GSH-Metales PESAUOS. ... cocceerneeiiiiiieeeeeeii e e e e e e e e ee e e e et eeeeanns 9
I.4.2. Revision bibliografica enfocada en la innliaeicion de GSH en soportes
(o3 0T 0 =1 (0 [ r=\ {010 TSP 12
L5, JUSTIFICACION . ..ottt e n s ne et seses s 19
IO SN I AV 1 PRSP 20
1T @ o =41V o T [T 1= - | SRR 20
[1.2. ODjJetiVOS PArtiCUIAIES.......cciiie ettt et ae e e eeste e eaneesree s 20
. PARTE EXPERIMENTAL......oiiiii ittt e e s bee e e s e sabae e 21
L1, Material Y FEACTIVOS.....ccviiiiie ettt err ettt e sae et e e te e e sre e enteeenneeennneas 21
[11.2. Instrumentacion analitica ¥y €QUIRAS.........ccocveiieriieiieeee e 22
IV. RESULTADOS Y DISCUSION......coouititieeiiiecectceeeeeeeeeeeeee ettt ss s en s en s 22
IV.1. Activacion de soportes de cromatografia dei@did..............cccceevveevieeiieecieccie e, 23
IV.2. Inmovilizacion de GSH en soportes activados.........ccccccveecveeeciiecviie e 24

IV.3. Caracterizacién de soportes de cromatogdsiafinidad activados y modificados con GSH

IV.3.1. Caracterizacion de soportes de cromatagrdf afinidad activados con CNBr y
MOAIfiCAdOS CON GSH ...ttt e e 28

IV.3.2 Caracterizacion de perlas de silice actigactan NaOH/Ca(ll) y modificadas con GSH
.................................................................................................................................. 30

IV.4. Ensayos espectrofotométricos utilizados emelirminacion de iones metdlicas........ 32

IV.4.1 Determinacién de iones metalicos con gelesSdpharose 6B activados con BrCN y
modificados con GSH y de su concentracion residndd solucion .................cceeeeeveinen 35



IV.4.2 Determinacion de iones metdlicos retenidasperlas de silice, de 0.55 mm de
diametro, activadas con NaOH y modificadas con St su concentracion residual en la
10 11130 o N 36

IV.4.3 Determinacion de iones metalicos retenidoperlas de silice, de 1Bn de diametro,
activadas con NaOH y modificadas con GSH y de sgamtracién residual en la solucién.. 38

IV.4.4 Determinacion de iones metélicos retenidoperlas de silice, de 1Bn de didmetro,
activadas con Ca(ll))NaOH y modificadas con GSHeyst concentracion residual en la
10 11130 o 39

IV.4.5 Analisis comparativo de los resultados deagns para soluciones de iones individuales

.................................................................................................................................. 41
IV.5. Pruebas de re-uso de perlas de silice madifis con GSH............ccccoevvevirincnnennen. 42
IV.6. Efecto de acidos himicos en la sorciéon desometalicos en los soportes modificados con
L3 o RSP RRS 43
IV.7. Procedimiento de determinacion de metalesNdBFAES para su uso en evaluacion de la
captacion de iones metalicos a partir de solucideesus mezclas...........ccoeeeveeeveereeneennens 45

IV.7.1 Estudio de la captacion de iones metalicpartir de su mezcla en régimen estacionario

.................................................................................................................................. 47

IV.7.2 Estudio de la captacién de iones metalicopaatir de su mezcla en régimen

hidrodinamico, utilizando soportes modificadosrymiodificar ...............cccvvviiiieiiiee e 48

IV.7.3 Efecto de acidos himicos en la captaciorctef@ de iones metdlicos a partir de su

mezcla utilizando soportes sin modificacién y lasdificados con GSH................couuene.... 0.5

V. CONCLUSIONES.......oooiitiiieiee ettt sttt sttt st sttt bbbt e s e entenbenaens 53
VI REFERENCIAS...... .ottt st st sh et sttt et be et saeentenbenaens 54



INDICE DE SIGLAS

Simbolo Unidad/Significado

ATSDR Agencia para Sustancias Toxicas y el Registronfermedade
CRETIB Corrosivo, reactivo, explosivo, toxico, inflamalyléioldgico infeccios.
BrCN Bromocian.

CMC Concentracion micelar critic

Cys Cisteinz

DTNB Acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico.

DPC 1,5-difenilcarbazida.

D Primera derivada de absorbancia.

EDA Andlisis dirigido al efecto.

ESI-MS Espectrometria de Masas con lonizacién por Eleebolizacion.
EPA Agencia de Proteccion al Ambie.

GSH Glutation,y-Glu-Cys-Gly, y-glutamilcisteinilglicina

GSScC Glutation en forma deisulfurc.

Glu Glutamatt.

Gly Glicina.

Hcy Homocsteinz

H.Dz Ditizona, difeniltiocarbazona o 3-mercapto-1,5-difenilfomazan
IARC Agencia Internacional para la Investigacion sob@éncer.
ICP-MS Espectrometria de asa con lonizacion e Plasm: Acoplado nductivamente
IDA Acido iminodiacético.

IMAC Cromatografia de afinidad con iones metalicos infimados
INSHT InstitutoNacional de Seguridad e Higiene en el Tra.

LC Limite de cuantificacioi

LD Limite de deteccid

MeCN Acetonitrilo.

MNMC Meta del nivel maximo delontaminant.

NMC Nivel maximo del ontaminant.

MP-AES Espectrometria de Emisién Atémica conizacién con Plasma de Microon
NPM Nanoparticulas etélica.

NPAu Nanoparticulas dero.

vi



NPAg
NPMac
NTA

NTB*
OSHA

PD

PDDA

PM
PNUMA
SEMARNAT
SOD

viv

WFD

WHO

Nanoparticulas delate.

Nanoparticulas agnética.

Acido nitrilotriacético.

Anién 2-nitro-5-benzoato.

Agencia Europe para la Seguridad y la Salud en el Tral
Promedio iario.

Cloruro depoli-dialildimetilamonio.

Promedio rensue.

Programa de las Naciones Unidas para el Medio Amid.
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Natt.
Enzima Cu-Zn-superoxido dismutasa.

Relacior: volumenSolutc / volumen Lisolvente.

Directive Marco del Agua de la Unién Euroy.

Organizacion Mundial de la Sal

vii



INDICE DE FIGURAS Pagina

Figura 1. Interaccién de grupos shidrilo (-SH) de una enzima con ior

metalicos como €l ZN(I1).......oirii e 9
Figura 2. Estructura del glutation reducido (GSy-glutamilcisteinilglicina) y su:
principales unidades CONSttUYENTES........cvvvvie i e ee e 10
Figura 3. Estructura deagarosa 1,3-D-galactopiranos-p-1-4,3,€-anhidrc-L-
[0 =1 = 103 (01T ) 13
Figura 4. Estructura de las perlas de vi, mostrando grupos silanol libr
presentes en la superficie (Si-OH).........coi i e 15

Figura 5. Método de activacion de soportes solidos, que eonei grupos—OH
superficiales, con bromociano (BrCN) y su acoplamgiecon aminas primarias,

alifaticas 0 aroMALICAS. ...........ooiviiiii i 16
Figura 6. Método de activacion de soportes cromatografia con Bromocial
(53 23
Figura 7. Activacion de perlas de sil, propuest: mediante NaO.............. 24
Figura 8. Activacion de perlas de silice, propuesta, con Cy NaOF-.......... 24
Figura 9. Modificacion con GSH de los soportes activadodiemgeBrCN...... 25
Figura 10. Modificacion con GSH de las perlas silice activadas con NaOH
(@3- T L 711V T L P 26
Figura 11. Reaccion del acido 5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DNTB) con el GSt
hasta formar el anién 2-nitro-5-benzoato (NTB...........coeeevveiiiiiieeeinnnn, 26
Figura 12. Espectro U“Vis del acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DNTB), cc
() ysin ) GSH 0.05 MM, PH 8.2.. ..o e 27
Figura 13. Espectros U-Vis y curva de calibraciéde lareaccién de DTNB co
GSH (0,014 mM — 0,120 MM), PH 8,2... .. iuieiee e e e e 27
Figura 14. Primera derivada de espectros -Vis y curva de calibraciéipara la
determinacion de GSH (0,0143 mM — 0,120 mM), pH.8,2...................... 28
Figura 15. Fotografias del ensayo DNTB para la determinacie GSH
inmovilizado en geles de Sepharose 6B ..........ccvevviiiiiii i e 29

Figura 16. Estudio espectrofotométrico de la reaccién del G&iptado por la

perlas de silice 75um de didmetro, con DTNB, en funcion del tiempo de 31
interaccion y activadas mediante NaOH con y sinliacion de Ca(ll)...........

Figura 17. A) Ditizonato mealico (M = Hg(ll), Zr(Il) y Cd(ll)), B) Estructuridel

LI 10 1 L TR PP 33

Figura 18. Espectros U-Vis de diferentes iones metalicos 1,5 difenilcarbazid:
(DPC), para Cr(VI) 4.5 mg/L, y ditizona {Bz) para Zn(ll) 10 mg/L, Hg(ll) 10
mg/L, Pb(Il) 8mg/L y Cd(ll) 8 mg/L(—) DPC, HDz; (----) DPC + Cr(VI), HDz

A ) O T T L) I d o T L) o [ 1) P 34

Figura 19. Grafica de logambios de porcentaje de captacion de iones wetali

con el tiempo de contacto (5, 10, 15 y 20 minuta®) geles de Sepharose 6B
activados con BrCN y modificados mediante la umion GSH......................... 36
Figura 20. Gréfica de loscambios deporcentaje de captaci de iones metalicc

en solucion con el tiempo de contacto (5, 10, 2B yninutos) con perlas de silice

de 0.55 mm, activadas con NaOH y modificados méelidam interaccién con
GBS H i 38

viii



Figura 21. Gréfica de losporcentajes de captac de iones metalicos en soluci

con el tiempo de contacto (5, 10, 15 y 20 minutms) perlas de silice de 7n,
activadas con NaOH y modificados mediante la iot@ém con GSH.................. 39
Figura 22. Gréfica de loscambios deporcentajes de captac de iones metalicc

en solucion con el tiempo de contacto (5, 10, P yninutos) con perlas de silice

de 75um, activadas co€£aSQ/NaOH y modificados mediante la interaccién con

GO H . e 41
Figura 23 Porcentaje de captaci de los ines metalices en perlas de silic
activadas con NaOH, en sucesivos ciclos de modificecon GSH................ 43
INDICE DE TABLAS Pagina
Tabla 1. Niveles maximos permitidos de contaminantes inaogénen el agus
establecidos POr Ia EPA. ... 4
Tabla 2. Limites maximos permisibles en concentracion de metalesgescarga
cuerpos receptores de agua. NOM-001-SEMARNAT-1996.... 5

Tabla 3 limites maximos permisibles de metales y contamlnanteseenadgas
sistemas de alcantarillado municipal de acuerdoNOM-002-SEMARNAT-1996. 6
Tabla 4. Constantes de estabilidad aparente para unionklgdg, Cd(ll),

Pb(ll) con diferentes grupos nucleofilicos preserte biomoléculas......... 10
Tabla 5. Parametros analiticos de -Vis y UV-Vis 'Dnm para lereaccion entr
DTNB CON GSH ..o e e e 28

Tabla 6. Valores de la sefial analitica y concentracion d@atiol por gramo d

geles sepharose 6B, activados por BrCN y modifisachn GSH, (seis réplicas
INAEPENAIENTES) ... it e e e e e e e e e e 29
Tabla 7. Valores de la sefial analitic'D) y concentraciones del GSH inmoviliza

en perlas de silice, activadas por BrCN obtenidosl &nsayo espectrofotométrico

con DTNB (dos réplicas independientes)..........cccccoeviiie i i ieeieeene, 30
Tabla 8. Cantidad deimol de grupo—SH porun gram«de perlas de vidricde 0.55
MM A GIAMELIO. .. oottt e e e et e e et eeaeens 30
Tabla 9. Concentracion epmol de grupo<SH por gramo de perlas de silice,
75 um de diametro, activadas mediante NaOH sin y coabiacion de Ca(ll)..... 32

Tabla 1C. Parametros analiticos evaluados en el proceso lidwac#n para ¢
determinacion de iones metalicos por ensayos esfacmétricosUV-Vis con
1,5-difenilcarbazida y ditizona.............ccooeiii i 35
Tabla 11. Porcentajes de captac de iones metalicos en solucién con el tier

de contacto con geles de Sepharose 6B activadosBoGhN y modificados
mediante la unién con GSH , cantidad de ion metatiaptado, asi como su
porcentaje de recuperacion y su grado de saturacion.....................o.eee 36
Tabla 1z. Porcentajes de captac de iones metalicos en solucién con el tier

de contacto con perlas de silice, de 0.55 mm, addiy con NaOH y modificadas
mediante la interaccion con GSH y cantidad de ietalito captado, asi como su
porcentaje de recuperacion y su grado de saturacion..................ccoeeennns 37
Tabla 1Z. Porcentajes de captac de iones metalicos en solucién con el tier

de contacto con perlas de silice, deum, activadas con NaOH y modificadas
mediante la interaccion con GSH y cantidad de ietalito captado, asi como su
porcentaje de recuperacion y su grado de saturacion.................cceeeeunes 39



Tabla 14. Cambios deporcentajes de captac de iones metalicos en solucién ¢

el tiempo de contacto con perlas de silice, dgriibactivadas cofa(ll)/NaOHy
modificadas mediante la interaccién con GSH y dawtide ion metdlico captado,

asi como su porcentaje de recuperacion 'y su grade d
LY=L (0] - (o3 ) o 40
Tabla 15 Resumen de los resultadobtenidos en ensayos de capta de iones
metalicos con soportes modificados y relaciéon metare ién retenido y grupos -

SH disponibles €N 0.5 g .c.oii i 42
Tabla 16. Evaluaciéon compiativa de porcentajes de captac de iones metalicc

en soportes modificados en ausencia y en presdecéidos himicos de acidos

NUMICOS. .. e 45
Tabla 17 Condicione de operacion utilizados para el equipo Agilent0 MF-
A S e 45

Tabla 18 Parametros usados en la adquisicion de sefi@escgntraciones
para el proceso de calibracién para cada uno deléosentos en el andlisis

POF MP-AES. ... e e, 46
Tabla 1€. Parametros analiticos de diferenelementos obtenidos por la técn
P A S ..ottt e e e e 46

Tabla 2C. Captacion de iones metalicos a partir de su raeatlsoportes no
modificados en régimen estacionario. (GESM: gelhagepse; p55ESM:
perlas de vidrio 0.55 mm didmetro; p75ESM: perlas vidrio 75 pm
diametro). Se presentan valores promedios (P) gognde metal retenido

por 1 g de soporte y los respectivos valores deiatdén estandar (DE)
obtenidos con base en dos réplicas independientes......................... 48
Tabla 21. Captacion de iones metalicos a partir de su meatlaoportes
modificados con GSH en régimen estacionario. (GEBL sepharose;
p55ER: perlas de vidrio 0.55 mm diametro; p75ERtagede vidrio 75um
diametro). Se presentan valores promedios (P) caipale metal retenido

por 1 g de soporte y los respectivos valoreD#eobtenidos con base ¢

dos réplicas del eXperimento..........ccceevveeeieee e e e e e e 49
Tabla 22. Captaciéon de iones metalicos a partir de su mezckoportes no
modificados, en régimen hidrodindmico (GHSM: gglhs@ose; pS5HSM:
perlas de vidrio 0.55 mm didmetro; p75HSM: perlas vddrio 75 um
diametro). Se presentan valores promedios (P) qunde metal retenido
por 1 g de soporte y los respectivos valores de dbEenidos con base en
dos réplicas del eXperimento.........coevuieiie i e
Tabla 23. Captacion de iones metalicos a partir de su meatlaoportes
modificados con GSH en régimen hidrodinamico (GHjel sepharose;
p55HR: perlas de vidrio 0.55 mm didmetro; p75HRigsede vidrio 75um
diametro). Se presentan valores promedios (P) qunde metal retenido
por 1 g de soporte y los respectivos valores de dbEenidos con base en
dos réplicas del eXperimento..........ccco.ivieiee i e e, 50
Tabla 24. Captacion de iones metalicos a partir de su meztlpresencia

de &acidos humicos, soportes cromatogréficos sinifioad con agitacion.
(GACSM: gel sepharose; p55AcSM: perlas de vidris50mm diametro;
p75AcSM: perlas de vidrio 75um diametro). Se presentan valores
promedios (P) comqug de metal retenido por 1 g de soporte y los
respectivos valores de DE, obtenidos con base en rdplicas del

49

X



(23 01T 11 41T 1 (o T PP 51
Tabla 25. Captacion de iones metalicos a partir de su meztlpresencia

de acidos humicos, soportes cromatograficos madifis con agitacion.
(GAcM: gel sepharose; p55AcM: perlas de vidrio O.%%n didmetro;
p75AcM: perlas de vidrio 7bm diametro). Se presentan valores promedios
(P) comoug de metal retenido por 1 g de soporte y los reésscvalores

de DE, obtenidos con base en dos réplicas del iex@@o..............ccccc...... 52
Tabla 26. Captacion de iones metélicos a partir de su mexclaresencia y
ausencia de acidos humicos, soportes cromatogsaficodificados con
agitacion. (GAcM: gel sepharose; p55AcM: perlas wdrio 0.55 mm
diametro; p75AcM: perlas de vidrio {8n diametro). Se presentan valores
promedios fig de metal retenido por 1 g de soporte) con baseaosn

=Y o] o= T PPN 53

xi



RESUMEN

Los metales y metaloides se encuentran en laaterar en diferentes estados de
oxidacion, como compuestos inorganicos, asociadomageria organica. Debido a
diferentes propiedades fisicoquimicas de estasd®nmnespecies, su determinacion tiene
relevancia ambiental y bioldgica. En este sentielopbjetivo de la reciente area de
investigacion denominada metaldmica, es caractedigda manera mas completa posible
la cantidad y el comportamiento de la totalidadvi#ales/metaloides en un sistema dado.
En estos estudios, se enlaza la informacién sdbtebadicion y especiacion analitica de los
elementos con el impacto que ejercen en los omgasisvivos, estableciendo de esta
manera los mecanismos de accién espedificaEn cuanto a las herramientas utilizadas en
metalémica, se deben mencionar diferentes tipo®cidcas de separacion y técnicas de
espectrometria de masas atdmica y molecular readoia menudo a las técnicas hibridas
con el fin de obtener de manera practicamente tames la cuantificacion de los
elementos de interés y la caracterizacion mole@éasus especies 0 biomoléculas con las
que forman diferentes tipos de unfdn

Hoy en dia, la contaminacién de sistemas acuationsmetales/metaloides es un
problema ambiental a nivel mundial. Debido a sé&d®ar persistente, la remocion de estos
contaminantes de las aguas residuales y tambtarates es un tema actual. Con el avance
en el conocimiento sobre los riesgos toxicologigoen el area de metaldomica, los
organismos gubernamentales en diferentes paisebleetn cada vez mas bajas
concentraciones como maximos niveles permisibkdsgd el caso de la Norma Oficial
Mexicana para agua de consumo humano (NOM-127-9982) que inicialmente
considero 50ug/L como valor limite para As, posteriormente esior fue modificado
gradualmente hasta llegar a g§/L en el afio 2005; mientras que en el proyectdade
nueva NOM (PROY-NOM-SSA1-250-2007) se propone &kimo nivel permisible para
As de 10ug/L. Asimismo, se reconoce la importancia de lasn&s fisicoquimicas del
contaminante elemental, recomendando distinguinee&$ inorganico y organico, cromo
tri- y hexavalente, mercurio inorganico y metilmeto, etc.

En budsqueda de la informacién sobre el impactenuigl de todos contaminantes

presentes en el sistema, se han desarrollado tmedimientos del andlisis dirigido al
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efecto (EDA, por sus siglas en inglés). Como dicea@mbre, en lugar de llevar a cabo el
analisis sisteméatico y cuantitativo de todas egsepresentes en el sistema estudiado, el
objetivo de EDA es encontrar los contaminantes dgamtoxicidad y evaluar sus efectos
en los organismos Vivos.

En el presente trabajo de tesis se desarroll6uenanprocedimiento analitico que
permite captar los metales/metaloides presentessstamas acuaticos de manera selectiva,
aprovechando su afinidad al grupo tiol inmovilizaslo un soporte sélido. Puesto que el
primer blanco de los llamados elementos toxico®mrganismos vivos son precisamente
los grupos sulfhidrilo (en glutation y en proteijnas procedimiento propuesto podria ser
empleado para elaborar los sensores pasivos ded@acti“efectiva” de metales/metaloides
en un sistema acuatico dado. La seleccién de etemgnespecies toxicas se realizd en
funcion de la problemética medioambiental actua.uBa primera etapa del trabajo se
activaron soportes de Sepharose 6B, y perlaslide €5i-OH) con bromociano (BrCN)
para enlazar al glutation (GSH), asi mismo se lagié el grupo amino (Nk) del GSH al
hidroxilo superficial ionizado (-O—~-OH) de las perlas, mediante un tratamiento previo
con NaOH. El grupo tiol (-SH) libre del GSH inmaxddo sirvi6 para captar iones
metéalicos en medio acuoso de acuerdo a su afirsidesme grupo. En una segunda etapa se
estudio la captacion de elementos a partir de saaclmg en presencia de la matriz organica
(acidos humicos) sobre estos soportes cromatogsafpara examinar la factibilidad de su
uso en evaluacion de la toxicidad “efectiva” de hostales presentes en ecosistemas

acuaticos.
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I. INTRODUCCION GENERAL

El medioambiente estd compuesto por elementos icpsngue se encuentran
presentes en una gran variedad de formas fisicacgsmincluyendo diferentes estados de
oxidacion, formas organicas e inorganicas, compgedé diferente masa molecular, etc.
En el caso de metales/metaloides, el papel queajuegtos elementos en un sistema
determinado depende fuertemente de las propiecdalyesentes a cada una de sus formas
y especies, por lo que existe un interés particidar caracterizar cualitativa y
cuantitativamente los contenidos totales y tamtaénformas y las especies presentes en
diferentes tipos de muestras. Aunado a lo anteg®de gran importancia el estudio de las
posibles interacciones antagdnicas y sinérgicas ¢vd diferentes elementos. Este tipo de
estudios se engloba en el concepto de metalomatimjdb precisamente como el estudio
cualitativo y cuantitativo de la totalidad de lasnhas y especies de diferentes metales y
metaloides en los niveles de organizacion biolodadula, tejido, érgano, organismo),
incluyendo las posibles interacciones entre &los

Los estudios enfocados a la toxicidad de metattslnoides se lleva a cabo
utilizando combinaciones de técnicas cromatografiekectroforéticas, diferentes tipos de
espectrometrias, técnicas de electroandlisis 8 ¥traa mayoria de los procesos analiticos
se basan en la separacion cromatografica acoplada detector de alta selectividad y
sensibilidad. Aunado a lo anterior la cromatogrdBaafinidad es una técnica de separacion
gue aprovecha interacciones especificas entreolosos y la fase estacionaria y por lo
tanto, es la Unica técnica cromatogréfica en lasgudisefia un soporte cromatografico para
gue interactle con un soluto particular. Por caidolla cromatografia de afinidad por ion
metélico inmovilizado (IMAC, por sus siglas en gl es una técnica de separacion basada
en las interacciones entre moléculas en soluci@nes metalicos fijados en un soporte
sélido, el cual es usualmente un polimero hidadikentrecruzado. En este sentido, el ion
metélico fijado en una matriz polimérica, graciasia afinidad al soluto permite su
retencidon en la columna; cabe notar que el i6n linetadebe estar localizado en las
posiciones de la red reticular del polimero quemit@an una mayor accesibilidad para
asegurar la interaccién con el solffto

En el presente trabajo de tesis se propone unonpmcedimiento que permita la
captacion selectiva de las formas/especies de @gmetales y metaloides presentes en un

sistema acuatico, en funcién de su toxicidad p@émpara los organismos vivos. Puesto



que el grupo sulfhidrilo es el primer blanco de ll@nados “metales pesados” en el
ambiente celular, la idea original consiste en fical la superficie de un soporte
cromatogréafico mediante la inmovilizacion del gtida obteniéndose de esta manera el
grupo sulfhidrilo disponible para metales/metalsigeesentes en el ambiente. Al poner en
contacto el soporte modificado con la muestra deaage espera que la selectividad de
sorcion dependa de la afinidad de cada una detasas/especies al grupo sulfhidrilo. El
analisis comparativo del perfil de elementos emlegaal grupo tiol y del perfil de
concentraciones totales determinado directameni@sanuestras de agua permitira estimar
la “toxicidad efectiva” relacionada con la presange estos elementos en este sistema sin
necesidad de llevar a cabo el analisis de espéniapiimica de cada uno de ellos. La
seleccion de elementos se realizo en funcion geolalematica medioambiental actual. En
cuanto a los soportes cromatogréficos, se selemmarla Sepharose 6B y perlas de silice
(Si-OH) y se propuso su modificacion mediante lavaciéon con bromociano (BrCN)
seguida por la inmovilizacion de glutation, dellcsg utilizd su grupo tiol (-SH) libre que

sirvié como blanco para formas de metales en matlioso.

I.1. Metales/metaloides en el medio ambiente

Los elementos pueden clasificarse de una formarglec@mo metales, no metales y
metaloides, sus propiedades son basicamente cemeégwdel nUmero de electrones de
valencia y su electronegatividad, las cuales comfiearacteristicas diferentes. Asimismo
la variedad de formas fisicoquimicas, en las qupresentan los metales/metaloides en el
medioambiente incluye sus diferentes estados ddaoxin, compuestos organicos e
inorganicos, especies de baja, mediana y alta masecular, aquellas donde el elemento
esta unido mediante un enlace idnico o covalerdgas donde la union es menos fuerte,
etc. La determinacion de estas formas y espe@es tielevancia ambiental y biolégica
debido a que el comportamiento de un elemento diep&rertemente de su distribucion
relativa entre las formas fisicoquimicas y de lexpjedades adyacentes a cada una de ellas
(21

Por otra parte, se consideran metales pesadosalgqu®r elemento quimico que
tenga una densidad relativamente alta (mayor dg/6mT) y el nimero atémico mayor de
20; algunos de los metales pesados son toxicosopgaiaismos Vvivos incluso en muy bajas
concentraciones. Tradicionalmente, en el grupondetdles pesados” se incluyen también

algunos metaloides tales como As y Se que cumpmlerekcriterio de masa atomica (masa



nominal 75 g/mol y 79 g/mol, respectivamente) yacdgnsidad es cercana a 5 g/¢th7
glent).

Algunos ejemplos de “metales pesados” clasificamiao potencialmente toxicos
incluyen el mercurio, cadmio, arsénico, cromootgliplomo. Los metales pesados tienen
caracter persistente, y pueden ser acumuladosversds organismos que forman parte de
la cadena alimenticia del hombre. Asimismo, enidades muy pequefias se incorporan a
nuestros cuerpos mediante agua potable y el aineipaimentel”’, aunque también se
considera la exposicién por ingesta de la resugirenl® material particulado del suelo y
como se menciond anteriormente alimento. Reciemttanéa contaminacion de sistemas
acuaticos por metales pesados téxicos provenieletéas industrias y la agricultura se ha
convertido en uno de los méas graves problemas atales y ptblico€’. Aunque muchos
de los metales pesados son necesarios como micemes para los seres humanos,
animales y plantas, cantidades en exceso de estatempueden producir una variedad de
efectos toxicos en diferentes formas de vida. Ran@o, la toxicidad de cobre se asocia
con el aumento de estrés oxidativo; mercurio pravtr@astornos neuroconductuales,
trastornos de hiperactividad por déficit de atemgi@isminucién de coeficiente intelectual,
cadmio inactiva la defensa antioxidante, es nefiotd provoca dafios en sistema 6Sey
es considerado carcindégeno por la Agencia Inteonatipara la Investigacion sobre el
Céancer (IARC, por sus siglas en ingles). Muchosodemetales pesados son clasificados
como agentes mutagénicos y cancerigenos en diergpos de organismos, por lo tanto es
necesario el control de las concentraciones delesgtasados en sistemas acuaticos.

Las agencias regulatorias en décadas recientgzréstado cada vez mas atencion a
la evaluacion de compuestos contaminantes del atebieparticularmente en los
ecosistemas acuaticos. Por lo cual, la Directivavideco del Agua de la Union Europea
(WFD, por sus siglas en inglésg convirtié en parte de la legislacion en el Réinio en
diciembre de 2003 con el objetivo de proveer umaifitacion y prestacion de una mejor
calidad de las aguas superficiales, aguas subtasanaguas costera¥. En particular, la
WFD ayudara a hacer frente a la contaminacion aifygise sigue siendo un problema
ambiental gravé™. Por otra parte, la Directiva sobre el Marco dé&#rategia Marina
entré en vigor en Junio de 2008, y sus principalgstivos son similares, es decir proteger
y mejorar el estado actual de las aguas marinasepafio 2028, Asimismo, la mayoria

de las estrategias utilizadas actualmente para&siah de “calidad” de agua se basa en la



determinacion de 33 productos quimicos prioritayiagtros ocho contaminantes. Se trata
principalmente de compuestos organicos junto caaleeecomo cadmio, plomo, mercurio
y niquel. Las concentraciones medidas se compaoan l@s estandares de calidad
ambientales establecidos por la Comision Européaindiente para cada uno de estos
contaminante&?!,

Por otra parte existen organismos normativos cegulan el nivel de los
contaminantes que afectan al ambiente, por ejemaloAgencia de Proteccion
Medioambiental (EPA, por sus siglas en inglés) dagados Unidos ha establecido
estandares para niveles maximos permitidos de mamaates inorganicos (Tabla 1),

organicos, radionucleidos, y microorganismos eraamgablé**.

Tabla 1. Niveles maximos permitidos de contaminantes imuiggs en el agua, establecidos por la

EPA
Contaminante MNMC (mg/L) NMC o TT (mg/L)
Arsénico Ninguno 0.05
Cadmio 5.00x19 5.00x10°
Cromo (total) 0.10 0.10
Cobre 1.30 Nivel de accion =1.3; TT
Cianuro (como cianuro libre) 0.20 0.20
Flaor 4.00 4.00
Plomo 0.00 Nivel de accion= 0.015;TTT
Mercurio (inorganico) 2.00x1D 2.00x10°
Nitrato (medido como nitr6gena) 10.0 10.0
Selenio 0.05 0.05

MNMC- Meta del Nivel Maximo del Contaminante; esnivel de un contaminante en el agua
potable por debajo del cual no se conocen o nes&an riesgos para la salud.

NMC- Nivel Maximo del contaminante; Es el maximeealipermitido de un contaminante en agua
potable.

TT- Técnica de Tratamiento; proceso obligatorioyactinalidad es reducir el nivel de un

contaminante dado en el agua potable.

En este sentido, México a través de Secretarideldio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT) cuenta con normas que regalaontenido de contaminantes en
diferentes compartimentos del medioambiente. LamdoOficial Mexicana NOM-001-
SEMARNAT-1996!" establece los valores maximos permisibles deactinfintes que

puede contener una descarga de agua cuando s direittamente a un cuerpo de agua
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(rios, lagos, lagunas). En la Tabla 2 se muessréithites permitidos en concentraciones de
metales en descargas a cuerpos receptores paentBeusos.

Tabla 2. Limites maximos permisibles en concentracion delesfpara descarga a cuerpos
receptores de agua. NOM-001-SEMARNAT-1996

Rios Embalses naturales Aguas costeras
y artificiales

Parametro| Uso en Uso Proteccié| Uso en Uso Explotacio | Recreacio| Estuario

s () riego | publico | ndevida| riego | publico n n s

(mg/L) agricola | urbano | acuatica | agricola| urbano | pesquera, (B) (B)

(A) (B) © (A) (B) navegacio
ny otros
usos
(A)
PM [ PD| PM| PD|] PM| PD] P|PD| PM]| PD| PM| PD| PM| PD| PM PL
M
Cobre | 40 | 60| 40| 60 40| 64 4p 60 4p 60 40 60 4060 | 40| 6.0
Cromo | 10 | 15| o5| 10 o5 14 1p 15 o5 10 oz 10 [.01.5 | 05[] 1.0
Niquel | 20 | 40| 20| 40 20 44 2p 4p 2p 40 20 40 2040 | 20| 40
Plomo | 05 | 1.0 02| 04/ 02 04 ob 1o op d4 o2 g4 510 | 02| 04
Arsénico| 02 | 04| 01| 02 o01] 02 ok ol of dz2 o1 2 204 | 01| o2
Cadmio | 02 | 04| 01| 02 o1 02 ok op ot d2 o1 d2 204 | 01| o2
Mercurio | 000 | 0.0 [ 0.00 | 0.0 | 0005 001 0.0 00 000 00 [ 001 | 002| 001| 002 00l o
1 2 5 1 2 5 1 2
Zinc 10 [ 20 20| 20 10| =200 1d 20 1@ 2p 1 2p o 20 [0 |0

(*) Medidos de manera total, PM-Promedio mensu2kAPomedio Diario.

La Norma Oficial Mexicana NOM-002-SEMARNAT-19%8! establece los Iimites
maximos permisibles para descargas directas aistamms de alcantarillado urbano o
municipal. En la Tabla 3 se enumera una serie deagonantes regulados en esta norma,
ademas, otro parametro que es regulado es el pbkdgluentes y los valores permitidos
se encuentran en el intervalo de 5.5 y 10. Asi mis® establece como temperatura
maxima 40 °C en las descargas.

Tabla 3 Limites maximos permisibles de metales y contantésaen descargas a sistemas de
alcantarillado municipal de acuerdo a la NOM-002V3RNAT-1996.

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES
Parametros (mL, exceptc Promedio Mensu | Promedio Diarii | Instantane
cuando se especifique otra)
Grasas y aceit 50.0 75.0 10C
Solidos .edimentables (L) 5.00 7.50 1C.0
Cobre tote 10.0 15.0 2C.0
Cr (V1) 0.50 0.80 1.00




Niquel tota 4.00 6.00 8.00
Plomo tots 1.00 150 2.00

Los lodos producidos durante el tratamiento deass residuales provenientes del
lavado de metales para remover soluciones condastrastan sujetos a la Norma Oficial
Mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005'", Estos son considerados como residuos
peligrosos, de acuerdo a la prueba CRETIB (coropsiheactivo, explosivo, toxico,
inflamable y bioldgico infeccioso), por ser consatios toxicos principalmente.

Recientemente la Organizacion Mundial de la SgMWHO, por sus siglas en
inglés) ha anunciado un limite de consumo maxim6.8eang de Hg(ll) por semana y una
concentracion maxima aceptable degll de Hg(ll) en agua potable y para el cobre como
limite maximo 100Qug/L 8,

Por otra parte existen otros Organismos NormatiNasionales e Internacionales
encargados de regular los niveles maximos de umacomante metalico en sistemas
acuaticos. Entre estos organismo se pueden mencénastituto Nacional de Seguridad e
Higiene en el Trabajo (INSHT), la Agencia para fasstancias Toxicas y el Registro de
Enfermedades (ATSDR), la Agencia Europea para tui@tad y la Salud en el Trabajo
(OSHA), el Instituto Nacional para la Seguridadajud Ocupacional (NIOSH), Programa
de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PMQNEStos organismos se encargan
de regular los niveles maximos de los contaminantedioambientales y asimismo de
buscar estrategias para su remocion.

Sin embargo, hasta ahora la gran mayoria de lamasoambientales habla de
concentraciones totales sin considerar que la mdadil la reactividad, bioaccesibilidad y
efectos bioldgicos dependen fuertemente de lasa®aBpecies de estos elementos, por lo
tanto, existe cada vez mayor énfasis en la detaaidn de las formas/especies elementales
como un complemento necesario de su contenido &taln sistema acuatico. Una
interesante alternativa para la normatividad sesfablecer limites permisibles para aquella
fraccion de metales/metaloides que englobe todasfaumas/especies potencialmente
biodisponibles y toxicas en un sistema dado, spe@8car la identidad y sin cuantificar
cada una de ellas. Con el proyecto de tesis sengetcontribuir en el desarrollo de

herramientas analiticas que proporcionen estedggaformacion.



1.2. Metalémica

La determinacion de metales y metaloides forma pade importante de los
estudios medioambientales y tiene una relevanctudable en las investigaciones
biomédicas. Con el avance del conocimiento, enillamas décadas el interés se desplazé
gradualmente desde la evaluacion de los contenidtzes hacia la caracterizacion
cualitativa y cuantitativa de las formas fisicoqigias de estos elementos, desarrollando la
instrumentacion y metodologia de la especiaciotitaraa Tal como ya se describié antes,
la metaldmica se enfoca no solamente en la caizat&m del estatus de elementos y de
sus especies en los sistemas bioldgicos, sino ¢éamdm el entendimiento de sus rutas
metabdlicas y funciones especificas en organishivas.v

En el campo de metaldmica, se pretende enlazarinflarmacion sobre
metales/metaloides, su distribucion y especiaci@litica con su impacto potencial en los
organismos vivo&?. La metalémica es un &rea relativamente recienéeapenas se esta
estableciendo en el campo de interdisciplina adolotale manera provisional la siguiente
definicién: “metaldmica es un estudio de la totdidie las formas y especies de diferentes
metales y metaloides en un sistema dado, incluyé&aslposibles interacciones con otros
componentes del sistema con el fin de conocer Exsamsmos responsables de sus efectos
en organismos vivost™ 3. En este sentido el andlisis bio-inorganico ecaghpo de la
metaldomica ha evolucionado de forma notoria endlomos afios gracias al avance en el
desarrollo de técnicas de espectrometria de mé&sasca y molecular y a su acoplamiento
a técnicas separativas de gran resolucion, apiceito a la caracterizacion elemental
como a la caracterizacion molecular de las espéeiesadas en un sistema biol6giéb
Mediante esta combinacion de técnicas ha sido leositlucionar los principales problemas
gue presentan estos analisis: concentraciones rajag lde los compuestos de interés,
matrices muy complejas, degradacion o inter-comwerde las especies, su labilidad, etc.
Se requieren ademas procedimientos de tratamientta anuestra eficaces, pero poco
agresivos, con capacidad para purificar y pre-canae las especies de interés, buscando
obtener de manera practicamente simultanea laitioacion de los elementos de interés y
la caracterizacion molecular de sus especies oddémulas con las que forman diferentes
tipos de unién.

Asimismo en los estudios medioambientales, elcal reto relacionado con el

analisis de metales/metaloides es conocer el gosibbgo impuesto por su presencia,



informacion que no se obtiene realizando la deteidn de las concentraciones totales de
cada uno de ellos. Con el enfoque metalomico, s@ieee de la evaluacion de la
biodisponibilidad, captacién/acumulacion de mefatesaloides por los organismos
expuestos, caracterizacion de sus formas fisicagagry por otro lado interacciones in
vivo, asi como la evaluacién del impacto que eagentes tengan en los seres vivhs
Estos procedimientos de especiacion, aunque scecefi, no son apropiados para llevar a
cabo el control rutinario de los riesgos impuegos la presencia de metales pesados en
sistemas acuaticos. Es por ello que se han busmade alternativas para evaluar este

riesgo.

1.3. Analisis dirigido al efecto (EDA)

Debido a que la metaldmica se enfoca en la eluididatel efecto global de todos
los elementos y sus formas presentes en el sisesthadiado, las herramientas y
procedimientos del analisis dirigido al efecto pareser utiles en estudios metalémicos.
EDA tiene como finalidad identificar y cuantifickas especies quimicas de mayor riesgo
(toxicidad) en muestras medioambientales complejas, base en procedimientos de
fraccionamiento de muestras, pruebas de efecté&gimos (toxicidad) de cada una de las
fracciones obtenidas, seleccion de las mas relevany su andlisis para
identificacion/cuantificacion de los contaminantgSomo resultado, el desarrollo y
aplicacion de los procedimientos EDA ha permitidenitificar los agentes mutagéncios en
particulas del aire, algunos interruptores endosrian sistemas acuaticos, principales
compuestos toxicos en aguas del desechd) efiss por ello que el concepto EDA se puede
enfocar para evaluar la toxicidad “efectiva” dedsdos metales/metaloides, presentes en

un sistema acuatico y que tal estrategia pertesle@minio de la metalémid.

1.4. IMAC

Entre los diferentes tipos de las separacionescpmmnatografia de liquidos, la
cromatografia de afinidad aprovecha las interaesi@specificas entre el soluto de interés
y compuestos o grupos funcionales que se encuemtmaovilizados en el soporte sélido
mediante el enlace covalente. Tipicas aplicaciaessta técnica incluyen el uso de
anticuerpos especificos que, unidos al soportelgopermiten purificar las proteinas a
partir de los extractos de tejidos, fluidos biotig, etc. Ademas de anticuerpos, el soporte
sélido puede tener grupos funcionales, compuestasnes metalicos que permiten



fraccionar las proteinas, dependiendo de su afinddastas especies. En particular, una de
las herramientas basicas para la separaciéon deiqaety péptidos que interaccionan con
metales es la cromatografia de afinidad con ionetilinos inmovilizado$™ 2°! En la
mayoria de los sistemas IMAC, para la inmovilizacite iones metélicos se usa el acido
nitrilotriacético (NTA) o el 4cido iminodiacéticdD{A) unido a un soporte sélidé*. En
IMAC, los grupos electrodonadores de aminoacidepadtiibles en la superficie de la
proteina o péptido (grupo imidazol en histidinaropg tiol en cisteina) son responsables
por la interaccion de la molécula con iones matadlinmovilizados. De manera de
ejemplo, la inmovilizacion de iones de Ni(ll), Cy(b Cu(ll) permite la captacion de
proteinas mediante la interacciéon de estos iones histidina?® 2! mientras que los
soportes conteniendo iones de Zn(ll) o Fe(lll) esirpara retener las proteinas fosforiladas
[24, 25]-

Con el proyecto de tesis se pretende avanzar edesdrrollo de metodologia
analitica enfocando el trabajo en la evaluacién lde toxicidad efectiva de
metales/metaloides presentes en aguas naturalaselRa se propuso, utilizar soportes de
cromatografia de afinidad que contengan inmovilizadgrupos tiol (-SH) que simule el

blanco de union/efecto de los metales/metaloidasie@rganismo vivo.

l.4.1. Interaccion GSH-metales pesados

El primer blanco de toxicidad de los metales y atgumetaloides in vivo son los
grupos sulfhidrilo (-SH), presentes en un gran monde biomoléculas importantes a nivel
celular. La forma principal en la que estos eleim®ejercen su toxicidad es la inactivacion
de la defensa antioxidante, inhibicion de la funcEnzimatica, o su accion mediante

sustitucion de elementos esenciales como por egeeh@n(ll) (Fig. 1).

SH S S S
/ / o\ / o\ /[ \
Enzima + M*» © Enzima M + 2H- Enzima Zn + M* < Enzima M + Zn*
\ \ / \ / \
SH S S S
Figura 1. Interaccién de grupos sulfhidrilo (-SH) de unaier con iones metalicos como el
Zn(11) 81,

La cinética de estas reacciones viene controlaola factores tales como la
solubilidad de la especie que libera el ibn metalia afinidad del i6n metalico al azufre

(M-S) y la accesibilidad del metal al nucle6ffld).



Obviamente, en el ambiente celular los iones neetpresentan también afinidad a
otro tipo de nucledfilos. En la Tabla 4 se preseia manera de ejemplo las constantes de
formacion de diferentes uniones para mercurio, @gnplomo; como se puede observar

los valores mas altos corresponden a las uniomeslapupo tiof?®.

Tabla 4. Constantes de estabilidad aparente para uniondg(@®, Cd(ll), Pb(ll) con diferentes

grupos nucleofilicos presentes en biomoléclifis

Grupo Log K (pH=7)
Hg(ll) Cd(n Pb(11)
Carboxilicc 5.60 1.80 1.90
Amino 6.00 0.30 0.50
Imidazo 3.70 2.70 2.20
Tiol 102 5.60 490
Fosfat 2.70 3.10
Clorurc 7.30 2.00 1.60

Ademaés, es importante hacer ver que, dependiesldglemento y su forma/especie
la afinidad a los grupos —SH varia, lo que puetii@arse con diferencias en la toxicidad
entre elementos/especies.

En este sentido el glutation (GSH) es una de lakgulas importantes a nivel
celular debido a su papel de antioxidante; se en@resente en altas concentraciones
(0.1 mM — 10 mM) y por lo tanto es el tiol no pioteméas abundant&”. El GSH ¢-Glu-
Cys-Gly) esta constituido por los aminoacidos ghato (Glu), cisteina (Cys) y glicina

(Gly).

Grupo sulfhidrilo

A
")

yglutamil  Cisteinil  glicina

Figura 2. Estructura del glutation reducido (GSHglutamilcisteinilglicina) y sus principales

unidades constituyentes.
En las células y tejidos sanos, mas del 90 % d&tgn total estd en la forma
reducida (GSH) y menos del 10 % en forma oxidad&aSG). La formacion del puente

disulfuro, es el proceso redox responsable pariaién antioxidante del glutatidf?.
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Con estos antecedentes que se acaban de men@&beatudio planteado en este
proyecto de tesis tiene como enfoque principal egpcel grupo —SH a formas de
metales/metaloides presentes en el agua natupakaeslo la captacion selectiva en funcion
de la afinidad a este grupo o, en otras palabrafumcion de su toxicidad dentro del
organismo vivo. Para realizar esto se propone rncadifsoportes cromatograficos
comerciales, inmovilizando GSH en su superficie.

Por otro lado, en los ultimos afios se ha acumulada gran cantidad de
informacién sobre la formacion de aductos con G8hbdes metélicos tales como: Cu(l),
Nd(111), Zn(11), Cr(V1), Cd(I1), Pb(ll), Hg(ll), Ag1ll) por mencionar algunos.

Ascone y colaboradores en el afio 1993, caractenizal complejo Cu(l)-GSH,
relacionado con la reconstitucion de la enzima Gisdperdxido dismutasa (SOD) bovina,
en el cual el cobre es directamente transferidoocGm(l) desde su complejo formado con
GSH hacia el sitio activo de la enzima SOD. Ellospararon el complejo de Cu(l) con
GSH por adicion de CuS@ una solucion de GSH en tampon de fosfatos Oalpid 7.4.
La adicion de Cu(ll) a GSH en relacion 3:1 causaobkidacion de cantidades
estequiométricas de GSH a GSSG vy la formacion a®lptejo resultante de Cu(l) con el
GSH restant&”,

Asi mismo Aliaga y colaboradores en el afio 201dtuddaron la reduccion
intracelular del ion libre Fe(llld través del complejo Cu(l)-[GSHjue tiene la capacidad
de reducir el oxigeno molecular en radicales sxdoo(O,") a partir de los cuales se
genera la especie activa-redox de Fe(ll). En esbajo se demuestra que a lo largo de una
reaccion mediada por,Q el complejo Cu(l)-[GSH] es capaz de reducir Fe(lll) libre y
liberar Fe(ll). EI complejo Cu(l)-[GSH]fue preparado mezclando CyGt GSH en
relacién molar 1:87.

Singh en el 2004, realizé un estudio espectralestzbdiferencia en paradmetros de
energia en la formacion del complejo de Nd(lll) €8H reducido en presencia y ausencia
de Zn(ll) utilizando disolventes organicos como: tamel, dioxano, acetonitrilo y
dimetilformamida. De la presente investigacion se dbservado que es posible la
participacion de Zn(ll) en la complejacion de NY(i GSH, revelada por la comparacion
de los espectros de absorcion y respaldada padstardicion del valor del parametro de
repulsion inter-electrénica (parametro Slator-Cand®) y el aumento de los valores de la

relacion nephelauxeti@) que se produce cuando un ion libre de metalatesicion forma
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un complejo con ligandos. El complejo Nd(lll)-GSHef sintetizado por la mezcla de
Nd(NOs)s 2 mM con GSH 4 mM en presencia de diferentes disiés organicos. Para la
preparacion del complejo Nd(II)-GSH-Zn(ll), se @dnd Zn(NQ), 1 mM a una mezcla
de Nd(Ill) 1 mM con GSH 2 mNfY.

Polec y colaboradores (2007) investigaron la cefapion de Cd(ll), Pb(ll) y Cu(l)
con GSH por Espectrometria de Masas con lonizaoiénElectrospray (ESI-MS) y por
cromatografia de exclusion de tamafo molecularladaepcon ICP-MS y ESI-MS. En este
trabajo se evalla la diferencia en afinidad queetieestos iones metalicos por el GSH,
estudiando la aceleracion en los procesos de agidaobre el GSH. La actividad redox de
los iones metalicos fue: Cu(l) > Pb(ll) > Cd{f#.

El Cr(VI), un estado de oxidacion de cromo toxjcmutagénico, forma complejos
con el GSH, mediante la reaccion de dicromato daspmcon GSH en relacion molar 1:1.
Estudios de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) traregjue el glutation actiia como
un ligando monodentado y se une al Cr(VI) a traledsgrupo tiol de la cisteina formando
el complejo GSCr@ B3,

De todos los iones metalicos el que mas dafio peoduos sistemas de GSH es el
mercurio. La afinidad del Hg(ll) por el grupo —SH k& Cys en proteinas y péptidos puede
ser perjudicial para una funcion normal a nivelutsl Uno de los mecanismos de
proteccién implica su interaccion con GSH. Mah yideh Jalilehvand han estudiado
complejos de GSH formados con Hg(ll) en solucicaamssas a pH fisiolégico, obteniendo
mejores resultados a pH 7.4 ya que a este pH elotieomplejos Hg(Il)-GSH mas estables
[34]-

En resumen, los estudios realizados hasta la feshfrman que diferentes iones
metélicos forman complejos con glutation y que emdaiones fisioloégicas dicha
interaccion tiene importancia bioldgica. Con basdaerevision bibliografica, se propone
utilizar glutation inmovilizado en un soporte séligara lograr la captacion selectiva de
diferentes formas de elementos presentes en @msisicuatico y de esta manera evaluar la

toxicidad efectiva relacionada con presencia dale®imetaloides en dicho sistema.

1.4.2. Revision bibliografica enfocada en la inmolizacion de GSH en soportes
cromatogréficos

Los soportes cromatograficos deben cumplir con serée de requisitos a fin de
lograr obtener el producto deseado con menoresullédes y en mayor grado de pureza.
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El soporte ideal debe tener las siguientes propesiainsolubilidad en agua, gran
permeabilidad y area especifica, rigidez, minimsceptibilidad a la sorcion inespecifica,
baja reactividad y alta resistencia a microorgansm

Los soportes utilizados en cromatografia de adichipueden ser de varios tipos:
soportes de polisacaridos (agarosa, celulosa yatext soportes sintéticos (poliacrilamina,
vidrio) y soportes como hidroxialquilmetacrilatoppolimeros de etileno y oxiranos
acrilicost®3"1

En este trabajo se propuso utilizar soportes ccales de agarosa (Sepharose 6B)
y perlas de vidrio (Si-OH), ya que ambos puederastivados para la inmovilizacion del
glutation y asi simular un blanco de toxicidad hachnes metalicos.

La agarosaes un polimero lineal de 1,3-D-galactopiranfsb4,3,6-anhidro-L-

galactosa que facilita la formacién de poros deafsarmuy grand€®.

CH3OH 0
(o]
N\
/ \ /
l!/ \| 0 / \_\
CH,
/1_ o
(]

— OH —n

Figura 3. Estructura de agarosa (1,3-D-galactopirarfpad,3,6-anhidro-L-galactosa).

La estructura tridimensional de la agarosa erdestalido se mantiene gracias a los
puentes de hidrogeno entre cadenas vecinas, peshable hélices triples. Sin embargo,
cuando se adicionan agentes que destruyen estoepueomo urea, cloruro de guanidinio,
iones y algunos detergentes no se aprecia unamdisidn en la estabilidad de un soporte
de agarosa.

Un soporte de agarosa pierde su estabilidad cuasdexpuesto a temperaturas
menores de los 0 °C y por encima de los 40 °Crepetiodo prolongado de tiempo. Por
otro lado, estas matrices son estables en un @mg@dl de 4 - 9 y muestran una tolerancia
adecuada a la exposicion de 0.1 M NaOH 6 1 M HCRde 3 horas. También se ha
demostrado que estas matrices no se deforman dueaekposiciéon a 1-2 M NaCl, 8 M
urea, 6 M cloruro de guanidino, 0.4% deoxicolatsddio, 3% SDS y 0.5% Triton X-100.
Asimismo, toleran bajas concentraciones de solgemtganicos como etilénglicol, etanol,
metanol, acetona, butanol, piridina (hasta 80% yhlimetil formamida (hasta 50%}".
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A fin de proporcionar una mayor estabilidad a latma se puede adicionar
epiclorohidrina, 2,3 dibromopropanol o divinil suib. Estos agentes entrecruzan las
cadenas vecinas de agarosa lo cual permite sgagtdin en un mayor rango de pH (3- 12)
e incluso posibilitan el uso de solventes organicosio tetrahidrofurano, cloroformo,
diclorometano, dicloroetano y dicloroetano:piridifial). En este trabajo se utilizo como
uno de los soportes la Sepharose 6B que es ungoliemtrecruzado que contiene 6% de
agarosa y es obtenido del extracto de algas.

Por su parte, los soportes de vidrio han sido iamginte usados para inmovilizar
moléculas biolégicamente activas pero su uso ematagrafia de afinidad ha sido
relativamente poco explotado.

Estos soportes estan conformados de dos fasegicanan silice y resistente al
tratamiento con &cidos y una segunda fase, forrpadaipalmente por 6xido boérico y
facilmente atacada por acidos. La fase de siliceegsponde a cerca el 96% del total
mientras que la de borato a cerca del 4%; ademgsdeer encontrarse trazas de otros
6xidos inorganico&®!.

La distribucion del tamafio de poro en estos sepas muy restringida (4.5- 250
nm) lo que lo convierte en el soporte cromatogeafids uniforme de todos los disponibles
y permite una buena resolucion y excelente repibddad, cuando se usan en
separaciones cromatogréficas. El rango de porogdadificientemente bueno para incluir
la mayoria de las biomoléculas desde sustratos leéstilas completas. En cuanto a las
caracteristicas mecanicas, son soportes completanmsolubles y no se ven afectados por
cambios en la composicion del eluyente, presidlgcidad de flujo, pH o fuerza idnica
empleada en la columna cromatogréafica. No son éacpor microorganismos y pueden
ser esterilizados tanto en autoclave como medginiso de desinfectantes.

Como ya se habia mencionado, estos soportes wentezrca del 4% de borato, de
éste alrededor del 30% se encuentra en la suged@atividrio. Los numerosos sitios que
pueden formar un acido de Lewis, dado por los gruporo, pueden interaccionar
inespecificamente con nucledfilos tales como lasnasnde las proteinas y/o grupos
amonio, que dan lugar a centros cargados positn@nédicionalmente, al igual que
todos los vidrios de silice, las superficies de pasticulas de estos soportes contienen
grupos silanol libres (Si-OH) que confieren la eatmgeramente negativa en soluciones

acuosas aumentando la sorcién no espeéifica
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HO

o} i b OH
Figura 4. Estructura de las perlas de vidrio, mostrandoaggilanol libres presentes en la
superficie (Si-OH).

Para introducir grupos funcionales de interésaesuperficie del soporte, la primera
etapa consiste en su activaciéon para favoreceni@uovalente del compuesto con el
grupo funcional. En algunas ocasiones resulta niliynfroducir moléculas que alejen el
ligando de la matriz (estas moléculas son conoaidaso brazos espaciadores), a fin de
aumentar la sorcion de una molécula de interésurilg autores sugieren que es mejor
acoplar el ligando al brazo espaciador antes d#ogrgovalentemente con el soporte. Este
método es recomendable dado que se conoce biatulalleza quimica del ligando lo cual
es de enorme importancia para el disefio e intexgiéet de los datos de purificacion. Otros
autores prefieren acoplar el ligando cuando eldespaciador ya esta unido al soporte
activado. Este método permite cierta flexibilidad la sintesis de derivados para un
problema en particuld? "

Los soportes de cromatografia de afinidad sornvamdis introduciendo grupos
electrofilicos a fin de hacerlos mas reactivos @mrethpa de introduccion del grupo que
represente afinidad para una aplicacion dada (glatan el caso de este trabajo).

Bromociano es el agente quimico mas utilizado paia ligandos a los soportes
cromatograficos que poseen grupos hidroxilo (-Qkpesficiales. La activacion del soporte
con BrCN, es seguida del acoplamiento ateinas primarias, alifaticas o aromaticas.
Durante la etapa de activacion, se forma un intdiame de cianato que puede interactuar
con los hidroxilos adyacentes para formar imidogaabos ciclicos y aciclicos. Estos sitios
activados facilitan la union covalente del modifioey ademas, dan lugar a un decremento
en la capacidad de hinchamiento del soporte craréioo y le proporciona mayor
estabilidad térmica debido a que el imidocarbomatrciona con los hidroxilos de las

cadenas vecinas aumentando el entrecruzamientoeadtats>® 42,
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Figura 5. Método de activacion de soportes sélidos, quei@oen grupos —OH superficiales, con

N - Carbamato

BrCN y su acoplamiento con aminas primarias, aiéto aromaticad”.

Como puede apreciarse en la Fig. 5, el intermiedds cianato puede hidrolizarse a
una forma inestable de carbamato. La hidrélisislimla prolongada bajo condiciones
suaves convierte un soporte activo en un soporteucocarbamato no reactivo. Por esta
razon es muy importante llevar a cabo la activadéntro de un periodo muy corto,
usualmente de 8 a 12 min con el fin de aseguranagfor posible nimero de grupos
imidocarbamaté™®!.

De acuerdo con el esquema presentado en la FeyGEH puede ser inmovilizado
en los soportes comerciales de agarosa (Sephdgsep@rlas de vidrio (Si-OH) activados

previamente con BrCN, mediante su grupo =Mely-Glu.

1.4.2.1. Uso de compuestos con el grupo tiol y deanoparticulas metalicas en la
elaboracion de sensores para iones metalicos

Recientemente se han reportado varios estudime $as interacciones potenciales
de nanoparticulas metélicas (NPM) con tioles n&srdel cuerpo como el GSH, Cys y
homocisteina (Hcy)*®. En este sentido, las NPM se han utilizado cortoégn la
determinacion de diversos metales pesados y mé¢aldales como Hg(Iff*, Fe(l) ¥,
As(l1) ¥ cu(in ¥y Pb(I1) 8 con ventajas de que el procedimiento es simpidody
economico. El GSH puede ser usado como un agedtetoe, estabilizador y agente
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protector en la sintesis de NPM y también muestra gran afinidad por ciertos
metales/metaloides toxicos presentes a nivel anabien

En un trabajo recient€® se reporta un nuevo método para la determinacion
selectiva de Cr(lll) y Cr(VIl), en muestras de aguosdioambientales. En este
procedimiento se mide decremento de la fluoresaeinducida por el analito, a diferente
pH, mediante nanoparticulas de oro estabilizadagtdation (NPAu-GSH). El Cr(lll) se
detecta directamente a pH 6.5 donde la disminud@érla intensidad de fluorescencia
relativa de NPAu-GSH depende de la concentracidmantdito (debido a la formacién de
Cr(ll)-GSH). El Cr(VI) se cuantifica en base a dderencia entre las intensidades de
fluorescencia relativas de las NPAu-GSH a pH 35.0¢ Ademas, los efectos de otros
iones metalicos como Pb(ll), Cu(ll), Fe(lll), CO(lINi(ll), Zn(ll) y Mn(ll) sobre las
intensidades de fluorescencia de NPAu-GSH a difesepH’s fueron estudiadas para
evaluar la selectividad de este método. El lim@ealdteccion (LD) de Cr(lll) y Cr(VI) fue
de 2.5pg/L y 0.5pug/L respectivamenté®. Los estudios de las interacciones de NPAu
funcionalizadas con GSH u otras biomoléculas soportantes no solo para fines del
analisis cuantitativo, sino también para facilitarcomprension de los efectos que se
producen en el entorno real en tejidos y a nivelicembiental.

En la actualidadun nuevo método ha sido propuesto para realizaletaccion de
Hg(ll) a través de la anti-agregacion de NPAu pragas usando cloruro dpoli-
dialildimetilamonio (PDDA) como reductor y estabéddor, en presencia de Cys. En este
trabajo, se desarroll6 un simple sensor colorimétren el que ocurre cambio de color de
las NPAu en solucién de rubi rojo a purpura reema resultado de la agregacion de
NPAu. Debido a la alta constante de estabilidad cdehplejo Cys-Hg(ll), en la pre-
incubacion de Hg(ll) con Cys se formara dicho cajplHg(l1)-Cys, lo que reducira
significativamente la concentracion de moléculas @gs libre, interrumpiendo la
agregacion de NPAu. Con el incremento de la coraeidn de Hg(ll) el color de las NPAu
en solucion pasara desde purpura a rojo, lo gurifeela determinacion indirecta de Hg(ll)
en un rango de 5.0 x M a 1.0 x 1 M con un limite de deteccion de 2.8 x21@ %,

Los sensores colorimétricos estan ganando cadamész atencion debido a su
sencillez, rapidez de respuesta, alta sensibiljd&atilidad de medicion. En este sentido
una forma viable para el desarrollo de este tipseatesores, es el utilizar nanoparticulas

metélicas y en particular, las nanoparticulas deap(NPAgQ). Recientemente se ha
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reportado un nuevo sensor colorimétrico como sqragla la deteccion de Ni(ll) en medio
acuoso a base de nanoparticulas de plata estdbgizaon glutation (NPAg-GSH); Se ha
demostrado una buena selectividad del sensor NP3tg-f@specto otros iones metalicos
de transicion (Zn(ll), Co(ll), Cd(ll), Mn(ll), Hg(), Cu(ll)), iones de metales alcalinos
(Li(), Na(l), K(I)), y iones de metales alcalinotéos (Mg(ll), Ca(ll), Sr(ll), Ba(ll)),
excepto para el Co(ll) que present6 una interfeeemoderada. El limite de deteccidn para
el Ni(ll) por NPAg-GSH fue 7.5 x oM B,

1.4.2.2. Tendencias actuales en la elaboracién depsrtes para sorcion de iones
metalicos en sistemas acuaticos

Recientemente las nanoparticulas magnéticas (NPMagtifuncionales, han
tomado gran importancia debido a su facilidad aeesis, alta eficacia de sorcion, facil
recuperacion y ausencia de contaminantes secusda@&oo lo cual se respeta al
medioambient&?.

En este sentido, las MPMag funcionalizadas comtagequelantes tienen muchas
aplicaciones en el mundo actual. Grupos funcionaladicionales, como tiol** %4
imidazol ®®, amino®®%? y carboxilico®® pueden ser introducidos sobre la superficie de
NPMag, lo que confiere a los soportes caractesfstideseables. Hasta la fecha, la
introduccion de un grupo amino sobre la superfieidNPMag se ha obtenido por diferentes
tipos de modificacion, tales como la técnica dertoj (grafting)©>®" % 521 sintesis directa
o condensaci6ff*. Debido a la buena preservacion de la estructerasi nanoparticulas
después de su modificacion mediante grafting, #staica se ha convertido en la méas
comun en la modificacion de la superficie de NPK2g

Teniendo en cuenta la parte anterior, se han tagwios efectos de los diferentes
contenidos de grupo amino en la formacion de NPMuaglificadas, como lo es la
produccién de nanoparticulas de®g®SiO-NH, por un proceso de sintesis en un solo
paso de 5 horas. La sintesis de NPMag d®f@SiO-NH, presentan una estructura con
capas de nucleo uniforme y con carga relativamatdede grupos amino, colocados en la
superficie. La aplicacion potencial de las NPMagre,@SiO,-NH, se reportd para la
eliminacion de Pb(ll) del medio acuoso, con una eétpacidad de sorcion del mismo por
estas NPMag. Asi mismo también se ha reportadosqueentes a base de NPMag de
Fe;0,@SiO-NH, pueden ser regenerados facilmente y utilizarsetidgmente durante

muchos ciclos y por lo tanto pueden ser consideradmo un material potencial para la
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eliminacion de Pb(ll) en el tratamiento de aguagtales. Recientemente, se ha reportado
un nuevo nano-sorbente magnético desarrollado miedia modificacion de la superficie
de nanoparticulas de #&& (NPMag-FgO,) con cascara de naranja en polvo con el objetivo
de explorar su viabilidad como sorbente para laighcion de cadmio de las soluciones
acuosa$™®.

Finalmente, la celulosa es el biopolimero renaatlas abundante, y es una
materia prima muy prometedora, disponible a bagtad®’ %, Recientemente, la celulosa
modificada se ha utilizado para la eliminacion dferdntes tipos de iones metalicos en
medio acuosé* "3, Entre otros, se reporté el uso celulosa con nemicplas magnéticas
de hierro, obtenidas por la precipitacion de calalen presencia de una mezcla de Fe(ll) /
Fe(lll) e introduciendo grupos funcionales amintavés de un tratamiento sucesivo con
glicidilmetacrilato y tetraetilenpentamina. En lesportes obtenidos, se estudio la sorcidon
de Hg(l1), Cu(ll) y Ag()"™. En otro trabajo se demostré que las membranasetato de
celulosa, modificadas con grupos funcionales, tateso -COOH, —SeH y —NH,, tienen
capacidad de captar iones de metales pesadosg sieadalternativa para la remocién de

estos elementos a nivel ambiental

1.5. JUSTIFICACION

Con los antecedentes que se acaban de preseitdgpante introductoria, el estudio
planteado en este proyecto de tesis tiene comayeafprincipal establecer una nueva
aplicacion de los soportes de cromatografia dedafthpara evaluar la toxicidad “efectiva”
de metales en efluentes ambientales. En particsgapropone inmovilizacion de GSH en
los soportes de Sepharose 6B y perlas de vid@vjgactivacion de grupos —OH libres en
su superficie con BrCN o con hidréxido de sodios8kecciond trabajar con GSH, como el
primer blanco de la toxicidad, de los llamados ‘atext pesados”, sobre organismos Vivos.

Al poner en contacto el soporte modificado coragila natural, se espera que la
selectividad de sorcion dependa de la afinidadadia awina de las formas/especies de los
elementos contaminantes al grupo —SH. Hay quetaesple el objetivo de este trabajo es
lograr el perfil de sorcion de diferentes metales uma pequefia porcion de soporte
modificado, de acuerdo con la afinidad de sus ferprasentes en el medio al grupo tiol,
pero no se pretende llevar a cabo la remocion giEces contaminantes.

El analisis comparativo del perfil de elementos enlazados al grupo tiol y del perfil

de concentraciones totales determinado directamente en las muestras de agua permita
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estimar la “toxicidad efectiva” relacionada con la presencia de estos elementos en este

sistema sin necesidad de llevar a cabo el analisis de especiacion de cada uno de ellos.

[I. OBJETIVOS
II.1. Objetivo general

El objetivo principal del proyecto de tesis es lelgteer una nueva aplicacion de los
soportes de cromatografia de afinidad mediante olastouccion de dispositivos que
permitan la captacion de metales/metaloides eridorae su biodisponibilidad y toxicidad

con el fin de evaluar la toxicidad efectiva de sg@lementos en aguas naturales.

[1.2. Objetivos particulares
Con el fin de lograr el objetivo general se defioie los siguientes objetivos
particulares:

1. Realizar la revision bibliografica enfocada endeitidad de metales/metaloides, en
busqueda de los dispositivos de toxicidad glob#dtentes, en las aplicaciones de
cromatografia de afinidad y ademas, en la revisiénlos conceptos basicos y
herramientas de metaloémica.

2. Elegir soportes cromatograficos que permitan laowitizacion de glutation en su
superficie para captar metales/metaloides presentagua natural en funcion de su
afinidad a los grupos tiol libres. Se propone zdilisoportes comerciales de agarosa
(sepharose 6B) y perlas de vidrio (Si-OH).

3. Obtener los soportes modificados con GSH.

Realizar estudio de captacion de iones metalicasopaortes modificados con GSH
en condiciones estacionarias, variando composid®ra solucién (un solo ion
metéalico, mezclas de iones con diferentes conagatras, efecto de pH, fuerza
iGnica, materia organica, etc).

5. Evaluar la eficacia de la captacion en diferentegliciones, mediante el andlisis de
metales/metaloides por espectrofotometria UV-Vigspectrometria de emision
atomica (MP-AES).

6. Elaborar el documento de tesis y presentar el exal@grado.

20



Ill. PARTE EXPERIMENTAL
A continuacién se presentan los materiales, nezty equipos utilizados durante el

desarrollo del presente trabajo de tesis:

lll.1. Material y reactivos
Reactivos
+ Gel de Sepharose 6B.
% Perlas de Vidrio 0.55 mm de diametro.
< Perlas de Vidrio 7am de didmetro, Supelco.
% Bromociano o Cianuro de Bromo, Aldrich.
+ L-Glutation reducido, Sigma-Aldrich.
¢ Acetonitrilo Grado HPLC.
% Hidroxido de sodio, Fluka.
¢ Glicina, Sigma.
% Acido 5,5"-ditiobis-2-nitrobenzoico, Sigma-Aldrich.
¢ Metanol grado HPLC.
+» Sales Metalicas: ¥Cr,0O;, HgCL, Cd(Ac), Pb(NQ),, ZnSQ, Karal, Sigma, Baker
+» HNO;sconcentrado, grado analitico.
« H,SO,concentrado grado analitico.
+« 1,5-difenilcarbazida, Sigma.
+«+ Ditizona o difeniltiocarbazona, Sigma.
¢ Tritdn X-100, Sigma.
¢+ HCI concentrado, grado analitico.
% Acido himico, sal de sodio, Aldrich.
¢+ Solucion estandar multielemental conteniendo Igsisntes elementos: Fe, Pb, Sb,
Cd, Zn, Ag, V, Co, Ni, Cr, y Al 10 mg/L, Agilent.

« Estandar interno de itrio (Y), Agilent.

Material
+ Vasos de precipitado.
+ Tubos de ensayo.
% Agitadores magnéticos.
+« Agitador de vidrio.

21



*
0.0

Tubos eppendorf 2 mL.

*

Matraces Erlenmeyer.

4

o

Embudos de pléastico.

*,

*

Papel filtro No1.
Celdas de cuarzo 1 mL UV-Vis.

X4

°

[11.2. Instrumentacién analitica y equipos
+« Espectrofotdmetro UV-Vis Milton Roy.
% Espectrometro de emision atdbmica con excitaciopl@sma de microondas, modelo
4100 MP-AES, Agilent Technologies.

* pH metro.

< Bomba de vacio.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se menciond en las secciones anterioresstentrabajo se prepararon dos
tipos de soportes de cromatografia de afinidagtiglero a partir de geles de Sepharose 6B
activados mediante una metodologia clasica con Bpaha su posterior union con GSH, y
para el segundo se utilizaron perlas de vidrio ileesde diferente tamafo (de diametro
0.55 mm y 75um) estableciendo una nueva forma de activaciénjanezluna incubacion
previa con Ca(ll)seguida por adicion del NaOH y finalmente su exteidbn con GSH. Para
afinar el proceso de modificacion de los soporses)levdé a cabo la determinacion de
grupos -SH inmovilizados en la superficie y dedascentraciones residuales de GSH en la
solucion, variando el tiempo de interaccion. Lopastes obtenidos fueron utilizados para
evaluar la factibilidad de la captacion de ionesafims en funcion de su afinidad al grupo
—SH del GSH. Para ello, se seleccionaron los sigeseformas de metales: Cr(VI), Hg(ll),
Cd(In, Pb(ll) y Zn(ll). Los ensayos de captacidn Ilevaron a cabo en las soluciones de
iones individuales, en mezclas de diferentes netglen presencia de acidos humicos
(como componente abundante de la matriz quimicegdas naturales). Utilizando simples
ensayos espectrofotométricos y mediante el anglisisMP-AES, se determinaron las
concentraciones residuales de cada una de lasiespmetdlicas en funcion de la
composicion de la solucién y del tiempo de su adotaon el soporte modificado;

asimismo se determiné la cantidad de metal rebe@idel soporte, evaluando en cada uno
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de los casos el balance de masa. A continuacidess®iben los resultados obtenidos en el

desarrollo experimental.

IV.1. Activacion de soportes de cromatografia de afidad

La activacion de soportes de cromatografia dedsfthies la parte mas importante
en el desarrollo de un nuevo procedimiento analiti@ que en la superficie de estos
soportes se lleva a cabo la inmovilizacion de wsnegque presente afinidad a especies de
interes.

En el presente trabajo de tesis se utilizarororsep cromatograficos comerciales,
como geles de sepharose 6B (250— 350um de didmetro) y perlas de vidrio de silice (75
um y 0.5 mm de didmetro). En una primera instarests soportes cromatograficos, por
separado, fueron activados mediante una metodoldgsca con BrCN, descrita en la
introduccion general, en la cual una cantidad deantimeda del soporte se suspende en
un volumen igual de tampén de carbonato/bicarbof@®*/HCO;) 2 M, pH 10.9, a una
temperatura de 4 °C por 10 minutos a la cual endage le adiciona una cantidad de 100
mg de BrCN, disuelto en acetonitrilo (MeCN), porgmamo de soporte cromatografico, y
finalmente esta mezcla se deja incubando por Xtutos entre 4-5 °C con el fin de
asegurar el mayor posible niimero de grupos imithacaatos ciclicod>**2.

Esta activacion da lugar a un decremento en lacid@d de hinchamiento de la

matriz y le proporciona una mayor estabilidad téaniebido a que el imidocarbonato

reacciona con los hidroxilos de las cadenas vecnasentando el entrecruzamiento entre
ellas (Fig. 6).

CNBr

> “C=NH
5-10 min i .
Imidocarbonato ciclico Cianato éster
(Ligeramente reactivo) (Muy reactivo)

Figura 6. Método de activacién de soportes de cromatogcaiﬁaBrCN[39'42].

Asimismo, en una segunda instancia se propuso ctvaeion de soportes
cromatogréficos, en particular de perlas de vidricel medio de hidroxido de sodio 0.1 M,
segun el mecanismo que se presenta en la Fig.td.aE8vacion propuesta tiene como
ventaja de que la activacion se logra en un sato,p&n un intervalo de tiempo de 5 — 30
min a temperatura ambiente entre 20 — 25 °C y adehe manera amigable al medio
ambiente en comparacion con la metodologia con BrCN
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HO | OH
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/_\ OH
) el \  NaOH ——0°  5-30 min.
? 0°
oy 20-25°C
ias \_/ON

HO yo OH

Figura 7. Activacion de perlas de silice, propuesta, madialaOH.

Para mejorar la activacion, el procedimiento aotese modifico con un tratamiento
previo de las perlas se silice con CalQ1l M incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente 20 — 25 °C (Fig. 8).

HO OM oM
HO | OH

HO /\
OH
S0, ' "
/ v CaSO,/Ca’ N
/ 2 ca. [0}
HO' oH

HO OH
HO yo OM

Figura 8. Activacion de perlas de silice, propuesta, cofillC& NaOH.

Como se aprecia en la Fig. 8, con adicion de La@l espera favorecer la

disociacion de grupos silanol de la superficie.

IV.2. Inmovilizacién de GSH en soportes activados

Los soportes cromatogréaficos (Sepharose 6B y patta silice), después de su
activacion, fueron modificados mediante inmovilibacdel GSH. En el procedimiento con
BrCN, después de la activacion, los soportes futaeados en frio con HClI 1 mM para
preservar los grupos cianato. Enseguida se lavamoiO destilada y luego con solucion
tampén de CG//HCO;, a pH 10.9 (5 mL por gramo de soporte). Para irilizav GSH,
los soportes fueron transferidos, a una soluciéG8el (10 mg por gramo de soporte) en
0.1 M NaHCQ pH 8.5, y las mezclas se dejaron durante 2 haorias 2 — 8 °C. Después, el
soporte modificado con GSH se lavd con la solud#@mpén de acoplamiento (GO
/HCO; pH 10.9) y los grupos que no reaccionan se blaguea glicina 0.2 M por 2 horas
entre 2 — 8 °C. Finalmente se lavo extensivameata pemover la solucién de blogueo
(glicina 0.2 M) primero con una solucion tampoénadetatos 0.1 M, pH 4, y luego con una
solucién tampén de GEYHCO;, pH 10.9. Una vez obtenido, antes de su uso ersop
modificado con GSH se conserva con NaCl 0.1 M de32Cl7® 771
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En el procedimiento con BrCN, la unién del GSHsaporte cromatografico puede
llevarse a cabo mediante interaccion del grupo ameglutation con el grupo —O-CN del
sitio activado, formando un derivado de isourea @se cargado positivamente en
condiciones de pH neutro y por lo tanto inestaBla. otro lado, la union méas estable se
realiza por medio de los grupos imidocarbonatdazisl(-O-C(NH)-O-) y el mismo grupo
terminal NH de glutation; en ambos casos sin embargo el grap6SH) del GSH queda

libre para su interaccién con iones metélicos (8)g.

oy COs"/HCO; 0®  ONBr { Boesas = o 0-C=N
_— e i —
OH 4-5°C OH 5-10 min o OH
Imidocarbonato ciclico

Cianato éster

(Ligeramente reactivo) (Muy reactivo)

2-4h R-.\"H: 2-4h| R-NH,
ONH,
(| .
0O —0—-C.,,
"C=N—GSH “NH— GSH
— 0~ OH
Iminocarbonato sustituido Derivado de isourea

Figura 9. Modificacion con GSH de los soportes activadodiamee BrCN'®.

Las desventajas del procedimiento con BrCN inaluigetoxicidad de bromuro de
cianogeno y su sensibilidad a la oxidacion.

Como una alternativa, en este trabajo se ha exjddaainteraccién del GSH con las
perlas de vidrio de silice (46m y 0.5 mm de diametro), activadas con NaOH 0.1inWs
con adicién de iones calcio 0.01 M, donde la indimagion ocurre mediante fuerzas
electrostaticas (aunque usualmente la inmovilizas® realiza mediante union covalente).
En esta modificacién el GSH en un medio de solutinpén de CEg/HCO;, pH 8.2

tiene su grupo amino terminal protonado (fH PKagny)= 8.75) y por ello atraido

electrostaticamente hacia la gran area superfidal las perlas de silice cargadas

negativamente, dejando el grupo tiol (-SH) del Gisk: (Fig. 10).
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m‘a ;'H3—GSH
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. \0:/0" 30 - 60 min 0 &
|

*)
0° NH3— GSH

09 —_—>
30 - 60 min

Figura 10. Modificacion con GSH de las perlas de silicevactas con NaOH y Ca(ll)/NaOH.

A continuacion, se estudio la eficacia de inmaation de GSH, por medio de

ambos procedimientos de modificacion.

IV.3. Caracterizacibn de soportes de cromatografiade afinidad activados y
modificados con GSH

La caracterizacion de los soportes cromatograficogificados con GSH se realizé
en funcion del contenido de grupos tioles (-SHeentes en la superficie de los mismos.
Esta determinacion se realizé empleando el prodedtmpropuesto por Ellmdff!, la cual
consiste en la cuantificacion de los tioles libcessociados a proteinas mediante la
reaccion del &cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoicoT(®B), hasta formar el anion 2-nitro-5-
benzoato (NTB) (Fig. 11). Para ello, se prepar6 una soluciénriguadora compuesta
por CQ*/HCO; pH 8.2, El reactivo de trabajo DTNB, se prepaiéoldiendo 29.7 mg de
DTNB en 25 ml de metanol.

o @L':/oz ///_\/NO, J,;\I/NO;
. G- OH s | 4 |
8 °°)\/j e i o
ON" e ) o
acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico ion 2-nitro-5-tiobenzoato
(DTNB) (NTB 2)

Figura 11. Reaccion del acido 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzof®INTB) con el GSH, hasta formar el
anién 2-nitro-5-benzoato (NTB.

Esta reaccion es rapida y estequiométrica; undmaiol produce un mol de NTB
especie que presenta banda de absorcion con ehmé&xi 412 nm, longitud de onda en la

gue se mide absorbancia para la cuantificaciorrenti del GSH (Fig. 12). Para ello se
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prepard una serie de soluciones estandar de glit@iSH); a partir de una solucion patrén

de GSH 50 mM, se prepararon las soluciones deraeiim de 0.3, 0.5, 0.7, 1.0, 1.5, 2.0y
2.5 mM GSH.

Absorbancia

200 300 400 500 600
Longitud de onda, nm

Figura 12. Espectro UV-Vis del acido 5,5 -ditiobis-2-nitrataico (DNTB), con (---) y sin)
GSH 0.05 mM, pH 8.2.

A 50 pL de las soluciones de calibracion, de GSH, seatésion6 150 pL de
tampoén de carbonatos pH 8.2, 800 pL de metanol pl5@e DTNB (1.19 mg/mL), se
mezclo y se dejo reposar por 5 minutos a temparabiente. Enseguida se adquirio el
espectro UV-Vis de estas soluciones y se midio rélseia en 412 nm (maximo de la

banda de absorcidn) para obtener la cuantificaodirecta del GSH (Fig. 13).

y = 13.968x + 0.2245
R2? =0.9952

Absorbancia
Absorbancia
(=

200 300 400 500 600 0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14

Longitud de onda, nm Concentracion (mM)
Figura 13. Espectros UV-Vis y curva de calibracion de la r@atde DTNB con GSH (0.014 mM
—0.120 mM), pH 8.2.

En la caracterizacion de soportes obtenidos mesliantovilizacion de glutation, se
cuantific6 GSH unido a la superficie en cada untbdeasos. Para ello, se utilizé el mismo
procedimiento espectrofotométrico descrito por BHH®, con algunas modificaciones. En
aplicacion a la evaluacion de soportes, era ndoeslaminar la contribucion de turbidez de
las muestras, por lo que se utilizé la técnicaadprimera derivadd'), utilizando como

sefial analiticdD4so nmpara determinar la cantidad de grupos —SH ascgiados soportes

27



modificados. En la Fig. 14 se presenta la primenavdda de los espectros UV-Vis y la

curva de calibracion obtenida para el GSH.

.03
i 0.012

02 | y = 0.0779x + 0.0017
R = 0.9953

0.009
.01

D

0 | 0.006

1D 450 nm

-.01
0.003

-02 it

.03+
200 300 400 500 60 0 0.04 0.08 0.12

Longitud de onda, nm Concentracion, mM

Figura 14. Primera derivada de espectros UV-Vis y curvaaliracion obtenida para la
determinacion de GSH (0.0143 mM — 0.120 mM), pH 8.2

A continuacién se presentan parametros analitidienaos en el proceso de
calibracién, como limite de deteccion (LD), limite cuantificacion (LC), longitud de onda
(0), coeficiente de correlacién lineal YRy funcién de calibracién, obtenidos para la

cuantificacién analitica de grupos —SH (Tabla 5).

Tabla 5. Parametros analiticos de UV-Vis y UV-VBnm para la reaccion entre DTNB con GSH.

Método UV-Vis (sefal analitica - A)
A (nm) LD (nM) LC (uM) R? Funcion de Calibraciér
412 0.5¢ 1.82 0.9¢ y=1.4C*10°x + 0.23
Método UV-Vis (sefial analitica D)
A (nm) LD (nM) LC (uM) R? Funcion de Calibraciér
45C 0.61 2.0Z 0.8 y=0.0&x + 0.0017

De esta manera y utlizando la funcibn de caliifrac se determind
espectrofotométricamente la cantidad de grupos -&Hmicromoles por gramo de soporte

cromatografico.

IV.3.1. Caracterizacion de soportes de cromatogradide afinidad activados con CNBr
y modificados con GSH

En una primera instancia se caracterizaron los reepale cromatografia de afinidad,
Sepharose 6B (250m — 350um de didmetro) y perlas de vidrio de silice (0.55 oe diametro),

activados con BrCN y modificados con GSH.
Una cantidad entre 0.1 — 0.5 g de soporte modificae colocé en un tubo

eppendorf de 2 mL y se le adicion6 150 pL de tangémrarbonatos pH 8.2, 800 uL de

28



metanol y 50 pL de DTNB, se mezclé y se dej6 reppsa 5 minutos a temperatura
ambiente. Trascurrido ese tiempo, se registr0 pé@s de absorcion y se obtuvo la
primera derivada midiendo la sefial cot®aso.mpara fines de cuantificacién. En la tabla 6
se presentan los resultados obtenidos para Seph@Bjsrepresentando la cantidad de
grupos tiol enumol por un gramo de soporte modificado. Se detesmima relacion de 73
+ 21.8umol de grupos —SH por gramo de gel de sepharose 6B.

Tabla 6. Valores de la sefial analitica y concentracion dp@tiol por gramo de geles sepharose
6B, activados por BrCN y modificados con GSH, (leslos de seis replicas independientes).

Sepharose 6B (Q) D (x10%) -SH [umol/g del soporte]
0.17 1.€0 78.0
0.2: 3.40 94.0
0.2¢ 4.€0 132
0.4¢ 4.70 8C.0
0.51 3.00 32.0
0.5C 5.20 92.0
Promedic = DE 3.60+1.2¢ 73.0+21.¢

Asi mismo, se puede demostrar fisicamente la pcesele grupos —SH en los geles de
sepharose 6B modificados con GSH debido a que esézentan una coloracion amarilla en el
ensayo con DNTB (Fig. 15).

Figura 15. Fotografias del ensayo DNTB para la determinac&@G8H inmovilizado en geles de
Sepharose 6B.

De la misma manera se determiné la concentra@@rupos —SH inmovilizados en
la superficie de perlas de vidrio de silice actasadon BrCN y modificadas con GSH. En
la Tabla 7 se presenta la concentracionuerw! de grupos —SH por gramo de perlas de

silice activadas con BrCN y modificadas mediantengraccion con GSH.

Tabla 7. Valores de la sefial analitic®] y concentraciones del GSH inmovilizado en pedias
silice, activadas por BrCN obtenidos en el ensapearofotométrico con DTNB (dos replicas

independientes).
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Perlas de Silice (g 'D(x107) -SH [umol/g de soporte]
052 8.60 85.0
054 12.t 12¢
Promedic £ DE 10.€+£ 2.7¢ 107+ 31.10

Para las perlas de vidrio de silice se determim® aoncentracion de 107 31.1
umol de grupos —SH por gramo de perlas de vidrio. Papdeciarse un mayor contenido
de grupos —SH unido a las perlas silice en comjgaraon los geles de Sepharose 6B, esto
puede deberse a una mayor cantidad de grupos had(eQH) superficiales en las perlas

de silice.

IV.3.2 Caracterizacion de perlas de silice activadacon NaOH/Ca(ll) y modificadas
con GSH

Con el fin de examinar si existe el efecto induxtie iones de Ca(ll) en la
activacion de soportes cromatograficos de perlagdi®, el soporte activado se puso en
contacto con GSH y se evalud la captacion de ghnt&n funcién del tiempo, utilizando el
mismo ensayo espectrofotomeétrico de la reacciol.

Para las perlas de vidrio de silice, de 0.55 mrdi@metro, incubadas por 15 min.
con Ca(ll) 0.01M vy activadas por 30 min con NaOH M, se determiné la cantidad de
grupos —SH/gramo de soporte, mediante la metodolomi DTNB, en funcion del tiempo

de interaccion con GSH (Tabla 8).

Tabla 8. Cantidad deumol de grupos —SH por un gramo de perlas de vit#i6.55 mm de

diametro.

Masa de Perlas 0.55 mm =0.43 g

Tiempo As12 nm -SH [umol/g de soporte]
5 min 0.6t 72.0
15 mir 0.6¢ 71.0
30 mir 0.71 814
45 mir 0.€2 10t
1h 0.66 11z
5 hi 0.7 11F
24 hi 0.89 11€
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30 min — 24 h| Promedio = DE 10€+ 14.%

A continuacién, se llevaron los experimentos snei$ utilizando perlas de silice de
tamafio micrométrico (didmetro 7n) con el fin de observar posible efecto del tam@éio
particula en la eficacia de la captacion de GSldsta soporte. Estas perlas de silice fueron
activadas con NaOH, sin y con incubacién previ€d@8l) 0.01M. Las perlas activadas se
pusieron en contacto con GSH y se evalué la captai glutation en funcién del tiempo,

utilizando el ensayo espectrofotométrico con DTIRE).(16).

-Si-O-) + GSH#)

Absorbancia
Absorbacnia

200 300 400 500 600 700 400 500

Longitud de onda, nm Longitud de onda, nm
—— 5 min. 15 min. 30 min. —5min. e 15 min. ----30 min.
----- 45 min. -~~~ 1hr. --=-2hr. - == 45 min. === 1 hr. -----2hr.

Figura 16. Estudio espectrofotométrico de la reaccion del GSigtado por las perlas de silice 75
um de diametro, con DTNB, en funcion del tiemporteraccion y activadas mediante NaOH con

y sin incubacién de Ca(ll).

Se determiné el contenido de grupos —SH por graarmedas de silice activadas, en
funcion del tiempo de interaccion con GSH (TablaS®) logré en dos horas, un maximo de
184.3 umol de grupos —SH por gramo de perlas de siliceaatzs con NaOH y 194.12
umol de grupos —SH por gramo de perlas de silideaatzts mediante la incubacion previa

con Ca(ll) y su posterior activacion con NaOH.

Tabla 9. Concentracién epmol de grupos —SH por gramo de perlas de silicgbgen de
diametro, activadas mediante NaOH sin y con incdbade Ca(ll).

0.51 g perlas -Si-09 + GSH™® -Si-0Y + Ca(ll) + GSH®™
vidrio 75 pm
Tiempo As12 nm -SH [umol/g de A412 nm -SH [pmol/g de
soporte] soporte]
5 min. 0.62 55.0 0.42 28.0
15 min. 0.80 80.0 1.20 137
30 min. 0.94 100 1.38 163
45 min. 1.21 137 1.40 165
1h. 1.32 153 1.48 177
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2.00 h. 1.61 184 1.54 194

30min—2h | Promedio+DE| 144 +34.9 | Promedio+DE 174 + 14.2

Se puede apreciar, con los resultados obtenidsgia BaAmomento, que la presencia
de iones Ca(ll) favorece la activacion de los stgsocromatograficos, con las perlas de
silice, ya que se refleja con el aumento de laacémt de grupos —SH por gramo de

soporte.

IV.4. Ensayos espectrofotométricos utilizados en ldeterminacion de iones metélicos

Los soportes de cromatografia de afinidad modiisacon GSH fueron utilizados
para la captacion de iones metalicos. Entre lossianetalicos, se utilizaron metales no
esenciales como cromo, mercurio, cadmio, plomo jale® esenciales como el zinc. Se
prepararon soluciones estandar de sales metakc&sQt,0;, HgCh, Cd(Ac), Pb(NQ),,
ZnSQ, en agua desionizada a una concentracion del oethD mg/L y cada una de estas
soluciones se puso en contacto con los soportesatograficos modificados, evaluando su
captacion en funcion del tiempo. Este estudio sdizie mediante la medicién de la
concentracion residual de estos iones metalicargos, entre 5, 10, 15, 20 minutos y 20
horas. Terminado el experimento, se determiné tamlé cantidad de ion metalico
retenido en el soporte cromatografico medianteatarmiento con HN@al 30 % v/v.

La cuantificacion de los iones metélicos se réala través de ensayos
espectrofotométricos UV-Vis. El cromo hexavalentdM) se determind mediante el
método establecido por la Norma Oficial Mexicana XiA-044-SCFI-2001, que se basa
en la reaccion de Cr(VI) con la 1,5-difenilcarbaz(®PC), disuelta en acetona, en medio
acido (HSO, 0.2 N) formando el complejo de transferencia degaaCr(lll)-1,5-
difenilcarbazona de color violeta. La cuantificacie llevo a cabo midiendo absorbencia
en 540 nm; en cumplimiento de ley de Lambert-Bdreha absorbancia fue directamente
proporcional a la concentracion de cromo hexavalentla muestra®.

La determinacion de zZn(ll), Hg(ll), Pb(ll) y CdYIse realizé formando respectivos
complejos con ditizona @Bz) o difeniltiocarbazona (3-mercapto-1,5-difenitfazan)®
81 (Fig. 17 A) en un medio micelar de Tritén X-100rfaatante no-iénico, Fig. 17 B) al 5
% viv estabilizado en HCI 0.1 K. Una importante aplicacion analitica de las miela
surfactantes no-ionicos es la capacidad de disalgunos complejos metélicos poco

solubles en solucidon acuosa, evitando asi extnaesiocon solventes orgéanicos.
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Publicaciones recientes han demostrado que el nTtkalOO proporciona un medio

apropiado para solubilizar complejos metalicos, efacto Cheng-Hi

B3] investig6 la

sensibilidad y selectividad de la determinaciércdémio en presencia de surfactantes no

idnicos.
O
s/ ——N,
A)

(OCH,CHy)g.5—OH

CHg CHjy
N st A )
'l
B) Grupo no Polar Grupo Polar

Figura 17. A) Ditizonato metalico (M = Hg(ll), Zn(ll) y Cd[)), B) Estructua del Tritén X-100.

Para la determinacion espectrofotométrica, seapdepna solucion de Trion X-100
al 5% en HCI 0.1 M. A 30 mL de esta solucion seciadid 50 mg de bDz, se agito
(formando un medio micelar), y se filtr6. El Hg(Hg¢ determiné en medio acido HCI 1N,
pH 1, y el Cd(ll) en NaOH 10% m/v. Finalmente pakraaso del andlisis de Pb(ll) y Zn(Il)
su determinacion se llevd a cabo en un medio decigol tampon de fosfatos apH 6y 5

respectivamente.
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Figura 18. Espectros de absorcién UV-Vis de diferentes ioneslicos con 1,5 difenilcarbazida
(DPC), para Cr(VI) 4.5 mg/L, y ditizona (Bz) para Zn(Il) 10 mg/L, Hg(ll) 10 mg/L, Pb(ll) 8rfig
y Cd(ll) 8 mg/L.(—) DPC, HDz; (----) DPC + Cr(VI), BDz + Zn(ll), Hg(ll), Pb(ll), Cd(ll).

En la Figura 18 se presentan los espectros decamsale los complejos formados
para la determinacidén de los iones metalicos antwionados. En cada uno de los casos,
se utilizé la longitud de onda correspondiente akimo de absorcion para cuantificar
iones metalicos en experimentos de su captaciésqumrtes cromatograficos obtenidos en
el presente trabajo.

La cuantificacion de estos iones se llevo a cakdiamte la curva de calibracion
utilizando los intervalos de concentracién de G-53.72 mg/L para Cr(VI), 1.25 — 12.5
mg/L para Zn(ll), 1.53 — 12.3 mg/L para Hg(ll), B-mg/L para Pb(ll) y 3.64 — 9.10 mg/L
para Cd. Los pardmetros analiticos evaluados prmoekso de calibracion se presentan en
la Tabla 10.

Tabla 10. Parametros analiticos evaluados en el procesalitieacion para la determinacion de

iones metalicos por ensayos espectrofotométtibéds/is con 1,5-difenilcarbazida y ditizona.

[6n A, NM Intervalo de LD LC Funcion de R?

Metalico Concentracion (ng/L) (ng/L) Calibracion
(mg/L)

Cr(V1) 54C 0.57-5.72 4.3¢ 14.£ y=0.19x- 0.0 | 0.9¢

Zn(ll) 52z 1.25-125 8.1¢ 27.% y =0.09x + 0.0 0.9¢

Hg(ll) 49¢ 1.53-12.3 15.7 52.2 y =0.03x + 0.0 0.9¢

Pb(ll) 51z 3.00 - 8.00 41t 114 y =0.08x-0.1¢ 0.9¢

Cd(ln 53z 3.64 -9.10 53.7 17¢ y =0.03x= 0.0/ | 0.9¢

En las siguientes secciones se describen ressltali@nidos en los ensayos de
captacion para cada uno de los soportes modificdelosestos experimentos se puso en
contacto 0.5 g del soporte cromatografico modificadn GSH con 10 mL de una solucion
conteniendo la concentracién de ion metalico dengl.. La determinacion de iones en la
solucion se llevd a cabo después de 5, 10, 15,i80tos y 20 horas de contacto con el
soporte, tomando en cada uno de los casos 0.5 re_stéucion. Finalizando el tiempo (20
h), se recuper6 el soporte de la solucion, se legag3 mL de HN@al 30 % v/v para
liberar los iones retenidos en el soporte y paraleterminacion mediante los mismos

ensayos espectrofotométricos.
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IV.4.1 Determinacion de iones metéalicos con gelee dSepharose 6B activados con
BrCN y modificados con GSH y de su concentracion s&dual en la solucion

Los resultados obtenidos poniendo en contactedasiones de iones individuales
con Sepharose 6B modificada se presentan en la TablPara mayor claridad, se reporta
el porcentaje de captacion de cada uno de los iomélicos en funcion del tiempo de
contacto con el soporte. En la misma Tabla 11 sseptan también los resultados de
determinacion de los mismos iones retenidos epparte después de las 20 h de contacto
con la solucion; se observa claramente que el odd#emeciente de la cantidad de ion
metalico retenido en el soporte fue Cr(VI) > Zngl)Cd(ll) > Pb(Il) > Hg(ll). Ademas se
presenta el grado de saturacidén de soporte fuead@icomo la relacion de moles de metal
captado por moles de grupos tiol presentes enpelrt® Finalmente se presenta el balance
de masa evaluado en este experimento ([concemraegidual a 20 h] + [concentracion
correspondiente al ion retenido 20 h] / [concemdragnicial]), donde se obtuvieron los
valores en el intervalo 91.2 — 96.5 % de recupérado que indica la confiabilidad de los

datos obtenidos en estos analisis.

Tabla 11 Porcentajes de captacion de iones metdlicoslanién con el tiempo de contacto con
geles de Sepharose 6B activados con BrCN y modiEanediante la unién con GSH , cantidad de

ion metalico captado, asi como su porcentaje dgezacion y su grado de saturacion.

% de captacion en el soporte
Tiempo Ph(ll) Cr(VI) Zn(ll) Hg(ll) cdqn
0 min 0.0C 0.0C 0.0C 0.0C 0.0C
5 min 5.10 19.2 23.€ 1.00 3.€0
10 min 9.€0 26.2 30.4 7.6¢€ 12.0
15 min 16.t 37.¢ 36.2 15.¢ 24.¢
20 min 221 43.0 44.¢ 27.¢ 37.¢
20 F 37.0 51.¢ 47.¢ 30.t 41.¢
Masa de metal retenida en soportesg.
20 h | 310 | 46f | 417 | 270 | 330
Balance de masa: % de recuperacion.
20 h | 93¢ | 951 | 93¢ | 96E | 91z
Grado de saturacion:moles metal/moles Sl, %.
20 h | 041 | 24 | 178 | 037 | 08

Para mejorar apreciacion visual, los cambios degobaje de captacién de cada uno
de los iones, conforme aumentd el tiempo de camtech el soporte se presentan en la
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Figura 19. Con estos experimentos queda claroaguehes del estudio presentan diferente

afinidad al GSH, de acuerdo con lo esperado.
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Figura 19. Grafica de logambios de porcentaje de captacion de iones wetaton el tiempo de
contacto (5, 10, 15 y 20 minutos) con geles de &®gle 6B activados con BrCN y modificados
mediante la unién con GSH.

IV.4.2 Determinacion de iones metalicos retenidoseperlas de silice, de 0.55 mm de
diametro, activadas con NaOH y modificadas con GSK de su concentracion residual
en la solucion

Los resultados obtenidos poniendo en contactedagiones de iones individuales
con perlas de silice, de 0.55 mm de diametro, nuadifs se presentan en la Tabla 12. Para
mayor claridad, se presentan los porcentajes dwaaap de iones metalicos conforme
aumenta el tiempo de contacto con el soporte. Asimj en la Tabla 12 se presentan
también los resultados de la determinacion de lissnos iones retenidos en el soporte
después de las 20 h de contacto con la solucermgbserva claramente que el orden
decreciente de la cantidad de i6n metélico reteeinl@! soporte fue: Zn(ll) > Cd(ll) >
Cr(VI) > Hg(ll) > Pb(ll). Ademas se presenta sudyrade saturacion de moles de metal
captado por moles de grupos tiol presentes enpelrs Finalmente se presenta el balance
de masa evaluado en este experimento, donde saesbtulos valores en el intervalo 87.4
% - 96.3 % de recuperacion, lo que indica la coeissa de los datos obtenidos en estos

analisis.
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Tabla 12 Porcentajes de captacion de iones metalicoslaaién con el tiempo de contacto con
perlas de silice, de 0.55 mm, activadas con Na@idgificadas mediante la interaccién con GSH y

cantidad de ion metalico captado, asi como su ptajgede recuperacion y su grado de saturacion.

% de captacién en el soporte
Tiempao Pb(ll) Cr(VI) Zn(ll) Hg(ll) cdqn
0 min 0.0C 0.0C 0.0C 0.0C 0.0C
5 min 5.10 25.¢ 26.7 0.€0 4.20
10 min 10.C 33.C 32.7 9.1¢ 21.¢
15 min 16.5 40.7 41.2 15.¢ 40.2
20 min 22.7 45.¢ 58.C 32.1 46.7
20 h 37.C 54.t 64.¢ 46.< 58.2
Masa de metal retenida en soporteug.
20 h | 310 | 470 | 57z | 42€ | 45¢
Balance de masa: % de recuperacic.
20 h | 93¢ | 92 | 92< | 96: | 874
Grado de saturacion: moles metal/moles S, %.
20 h | 037 | 22 | 21 | 05 | 10C

Para mejor apreciacion visual, los cambios degriajes de captacion de cada uno
de los iones en la solucion, conforme aumentbéeshgd de contacto con el soporte se
presentan en la Fig. 20. Con estos experimentodaqakaro que los iones del estudio

presentan diferente afinidad al GSH, de acuerddaesperado.
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Figura 20. Grafica de los cambios de porcentaje de captad@iones metalicos en solucion con el
tiempo de contacto (5, 10, 15 y 20 minutos) cofegatde silice de 0.55 mm, activadas con NaOH y
modificados mediante la interaccion con GSH.
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IV.4.3 Determinacion de iones metalicos retenidosneperlas de silice, de 7mm de
diametro, activadas con NaOH y modificadas con GSM de su concentracion residual
en la solucion

Los resultados obtenidos poniendo en contactedasiones de iones individuales
con perlas de silice, de @it de diametro, activadas con NaOH y modificadas@8H se
presentan en la Tabla 13. Para mayor claridadres®ptan los porcentajes de captacion de
iones metalicos conforme aumenta el tiempo de ctmton el soporte. En la misma Tabla
13 se presentan también los resultados de detandinde los mismos iones retenidos en
el soporte después de las 20 h de contacto csollaion; se observa claramente que el
orden decreciente de la cantidad de i6n metali@mico en el soporte fue: Cr(VI) > Zn(ll)
> Cd(Il) > Hg(ll) > Pb(ll). Ademas se presenta sadp de saturacion de moles de metal
captado por moles de grupos tiol presentes enpelrt® Finalmente se presenta el balance
de masa evaluado en este experimento, donde saesbtulos valores en el intervalo 86.8
% - 92.4 % de recuperacion, lo que indica la coeistsa de los datos obtenidos en estos

analisis.

Tabla 13.Porcentajes de captacién de iones metalicos eniéplcon el tiempo de contacto con
perlas de silice, de 4Bn, activadas con NaOH y modificadas mediante Eraacion con GSH y

cantidad de ion metalico captado, asi como su ptajeede recuperacion y su grado de saturacion.

% de captacion en el soporte
Tiempao Pb(ll) Cr(VI) Zn(ll) Hg(ll) cdn
0 min 0.0C 0.0C 0.0C 0.0C 0.0C
5 min 5.8( 46.0 23.€ 17.€ 26.0
10 min 12.4 49.¢ 30.4 26.0 30.C
15 min 19.7 53.¢ 36.2 30.2 36.1
20 min 29.¢ 61.4 44.¢ 35.€ 40.2
20 h 38.¢ 64.% 62.2 53.4 59.2
Masa de metal retenida en soportesg.
20 h | 310 | 53: | 490 [ 420 | 487
Balance de masa: % de recuperacic.
20 h ‘ 92.¢ ‘ 89.( | 86.¢ ‘ 88.€ | 89.t
Grado de saturacion: moles metal/mole, SH.
20 h | o0 | 210 | 151 | 04 | 0.8¢
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Para mejor apreciacion visual, los porcentajesag¢acion de cada uno de los iones
en la solucién, conforme aumenté el tiempo de @vateon el soporte se presentan en la
Fig. 21. Con estos experimentos queda claro queies del estudio presentan diferente

afinidad al GSH, de acuerdo con lo esperado.
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Figura 21. Gréfica de los porcentajes de captacion de iometélicos en solucién con el tiempo de
contacto (5, 10, 15 y 20 minutos) con perlas deesfle 75um, activadas con NaOH y modificados

mediante la interaccién con GSH.

IV.4.4 Determinacion de iones metalicos retenidosneperlas de silice, de 7um de
diametro, activadas con Ca(ll)/NaOH y modificadas ean GSH y de su concentracién
residual en la solucion

Los resultados obtenidos poniendo en contactesdhgiones de iones individuales
con perlas de silice, de 7bn de didmetro, activadas con Ca(ll)/NaOH y moddas con
GSH se presentan en la Tabla 14. Para mayor dirgka presentan los porcentajes de
captacion de iones metalicos conforme aument&mipid de contacto con el soporte. En la
misma Tabla 14 se presentan también los resul@eoeterminacion de los mismos iones
retenidos en el soporte después de las 20 h dmaatoncon la solucidén; se observa
claramente que el orden decreciente de la cantdadn metélico retenido en el soporte
fue: Cr(VI) > Zn(Il) > Hg(ll) > Cd(Il) > Pb(ll). Aé&mas se presenta su grado de saturacion
de moles de metal captado por moles de grupogrésientes en el soporte. Finalmente se
presenta el balance de masa evaluado en esteregp&sj donde se obtuvieron los valores
en el intervalo 86.8 % - 92.4 % de recuperacidrgue indica la consistencia de los datos

obtenidos en estos analisis.
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Tabla 14. Cambios de porcentajes de captacién de ionedicostén solucion con el tiempo de
contacto con perlas de silice, deyifB, activadas cofa(ll)/NaOHy modificadas mediante la
interaccion con GSH y cantidad de ion metalico adgt asi como su porcentaje de recuperacion y

su grado de saturacion.

% de captacién en el soporte
Tiempo Pb(ll) Cr(VI) Zn(ll) Hg(ll) Cd(n
0 min 0.0C 0.0C 0.0C 0.0C 0.0C
5 min 6.10 43.2 24 14.1 21.2
10 min 13.C 51.¢ 30.¢ 36.¢ 28.C
15 min 21.i 56.4 45.4 46.5 31.¢€
20 min 30.7 61.¢ 52.¢ 54.i 41.75
20 h 39.2 66.2 65.2 63.1 61.¢
Masa de metal retenida en soporteug.
20 h | 337 | 6Lz | 591 | B3¢ | 547
Balance de masa: % de recuperacion.
20 F | 96Ef | 950 | 93& | 90& | 92¢
Grado de saturacién: moles metal/moles SH, %.
20 F | o021 | 180 | 114 | 03 [ 061

Para mejor apreciacion visual, los cambios de mbages de captacion de cada uno de los
iones en la solucion, conforme aumentd el tiempeoatdacto con el soporte se presentan
en la Fig. 22. Con estos experimentos queda claslgs iones del estudio presentan

diferente afinidad al GSH, de acuerdo con lo egjzera
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Figura 22. Gréfica de los cambios de porcentajes de captagd@iones metalicos en solucién con
el tiempo de contacto (5, 10, 15 y 20 minutos) pertas de silice de 74bn, activadas con
CaSQ/NaOHy modificados mediante la interaccién con GSH.
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IV.4.5 Analisis comparativo de los resultados de sayos para soluciones de iones
individuales

En la Tabla 15 se presentan de manera resumidadokados obtenidos poniendo
en contacto las soluciones de cada uno de los indesduales con soportes modificados.
Para fines comparativos, en primer lugar se rephlisvemente las condiciones de
modificacion de cada uno de los soportes y la qur@eion de grupos tiol inmovilizados
en cada uno de ellogirol GSH/g de soporte). Asimismo los porcentajegedaocion
obtenidos después de 20 h de contacto de 0.5 gum@ts con 10 mL de la solucién
conteniendo 10 mg/L del ion metélico. Finalmengepeesenta la relacion molar entre idn
metélico retenido en soporte y la cantidad de gguipa disponibles en 0.5 g de este
soporte utilizado en ensayo.

Estos resultados son muy prometedores. En pringear ke observa que los mayores
porcentajes de captacién de iones metélicos seviebtn con las perlas de silice, de 75
um de didmetro, de acuerdo con el mayor niumero ulgogr—SH inmovilizados respecto a
otros soportes modificados. Por otra parte, laidadtmolar de cada uno de los iones
captados por micromol de los grupos —SH disponiblesl soporte presenté el mismo
orden decreciente en cada uno de los casos (C¥(\i)(I1) > Cd(ll) > Pb(Il) > Hg(ll),
excepto en Sepharose 6B activada con BrCN, dondevsetio el orden para Hg(ll) y
Pb(ll) y en perlas de silice 0.55 mm activadasa@®H, el orden se invertié para Cr(VI),
Zn(ll) y Cd(ll)). Se deduce entonces que los s@sodbtenidos son capaces de captar los

iones metélicos en funcion a su afinidad espec#figaupo —SH.

Tabla 15.Resumen de los resultados obtenidos en ensay@ptheion de iones metdlicos con

soportes modificados y relacién molar entre i6anigo y grupos —SH disponibles en 0.5 g.

Modificacion del soporte Resultados de captacion
GSH, |pmolGsH/ M) Zn(Il) Ho(Il) Pb(Il) cd(in

min g SOporte Ofp* *k Op* *k Do* Pk [ Ak O* *K

soporte | activacién

Sepharose BICN 11,0 540730 +22. 51.4| 2.49| 47.d 175 305 037 370 o041 418 0.82

6B 10 min
Perlas 0.5 NaOH 5y | 1054140 545 227 64als 206 463 052 370087 | 58.2] 1.00
mm 30 min

Perlas | NaOH | 30 | 1444350 643 21D 62]2 161 534 o042 380630 | 59.2| 0.88
75um 30 min

Ca(ll)

Perlas | 15min. | 500 | 174+140 663 150 653 114 631 034 321 61.8| 0.61
75um NaOH

30 min
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%* Porcentaje de captacion después de 20 h.
** Relacion molar entre ion retenido y la cantidiel-SH disponible en 0.5 g de soporte, %.

De esta manera, los soportes modificados con @&ttian ser utilizados para
evaluar la captacion de metales/metaloides presesneaguas naturales y para poder
estimar la “toxicidad efectiva” relacionada con paesencia de estos elementos sin

necesidad de llevar a cabo el andlisis de espénide cada uno de ellos.

IV.5. Pruebas de re-uso de perlas de silice modiéidas con GSH.

Una caracteristica importante a evaluar en unrg®poodificado es su estabilidad,
especialmente el numero de veces que se podilearupara la captacion selectiva de
metales pesados.

En este sentido, se estudio la repetibilidad dmfgacion de Hg(ll), Zn(ll), Pb(ll),

y Cd(ll), por las perlas de silice, de 0.55 mm denétro, modificadas con GSH (SO
®NH3-GSH) en funcién del nimero de ciclos de sorciém,eBte experimento, 0.5 g de
soportes modificados se puso en contacto con 1@enlas soluciones de iones metalicos
individuales 10 mg/L durante 20 h, después se eina fase acuosa, de cada una de las
soluciones, Yy se tratd los soportes con 3 mL d©HB0 % para librar los iones retenidos.
En el extracto acido se determind la concentradénon metalico y el porcentaje de
captacion, mientras que el soporte se lavé con gggavolvio a modificar con GSH (sin
etapa de activacion), para utilizarse en el suoesivlo de captacion. Los resultados
obtenidos se presentan en la figura 23. Se obsgiwgara el rendimiento de captaciéon de
iones Cd(Il) y Pb(Il) se mantiene hasta el teréeloadde modificacion, pero para los iones

Hg(ll) y Zn(ll) la capacidad de captacion del sdapatisminuyo en el segundo ciclo.
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Figura 23. Porcentaje de captacion de los iones metalicgedas de silice activadas con NaOH,

en sucesivos ciclos de modificacién con GSH.

Es importante mencionar que los resultados obdsngn alentadores ya que se
logré la captacion de iones metélicos durante @onénos cuatro ciclos de sorcion, lo que
confirma que las perlas permanecen activadas desfgusu uso y después del tratamiento
con acido nitrico; en la solucion de sosa; sin eghan un trabajo futuro sera necesario
afinar las condiciones de la modificacion paradgm mayor niumero de los ciclos de re-
uso. Por otro lado, debido a simplicidad y bajoteakel procedimiento de modificacion,
aun con necesidad de renovar la inmoilizacion del,Gfiilizacién de estos soportes para

captacion de metales en funcién de su afinidaduglag—SH parece una alternativa viable.

IV.6. Efecto de &cidos humicos en la sorcion de ies metalicos en los soportes
modificados con GSH

La materia organicaanto soluble como suspendida, altera la distrioude los
metales pesados en sistemas acuaticos, producgndasdisminucion de los niveles de
iones libres y un aumento de la concentracion dalexeen forma de complejos organicos,
en asociacién con la fase coloidal, y suspensidraso en los sedimentd¥!. En este
sentido lasustancias humicasenen capacidad de interaccion con iones metalados
metélicos, hidroxidos metalicos y otras sustandeganicas y minerales para formar
complejos solubles o insolubles en agua, de musratite naturaleza fisico-quimica y
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variable estabilidad. Los metales polivalentes $oertemente complejados con las
sustancias humicas. Entre los factores que afexttamstabilidad cabe citar el estado de
oxidacion del elemento, polaridad o carga de l@@sponica y efectos de campo ligando.
Generalmente la estabilidad del complejo aumentaet@umento de la carga de especie
i6nica y disminuye con su radio i6ni6°%. Puesto que la materia organica es abundante
en aguas naturales, su presencia afecta potenoialmea biodisponibilidad y en
consecuencia toxicidad de metales/metaloides pessem estos sistemas. El intento de
este trabajo ha sido lograr la captacion de metteRincion de afinidad de sus formas
actuales al grupo tiol de GSH, por lo que se eStaetlefecto de acidos humicos en dicha
captacion.

Para este proposito se utilizé acido humico delgnaeactivo (Sigmajue son
complejas agrupaciones macromoleculares en laslagueinidades fundamentales son
compuestos dquinona, fenol, catecol y restos de azlcares cggajuun papel vital en el
control del comportamiento fisicoquimico de ionestdticos.

Se preparé la solucion de acidos humicos disalldeing del reactivo Sigma en 100
mL de NaOH 0.1M; la mezcla se centrifugd y se zadilpara preparar soluciones de
K.Cr,0O7, HgCh, Cd(Ac), Pb(NQ),, ZnSQ, a una concentracion de 10 mg/L para cada uno
de los iones metalicos. A las alicuotas de 10 meddas soluciones se agregaron 0.5 g de
soporte modificado y después de 20 h del conté&teglucion se elimind y el soporte fue
tratado con HN@ 30 % v/v para evaluar la cantidad de metal reterid el soporte. Asi
mismo se realiz6 un andlisis comparativo entre datidad de especies metalicas que
interaccionan con los soportes cromatogréaficosresgncia y ausencia de acidos humicos.

En esta parte del trabajo se utilizaron gelesafh&ose 6B y perlas de silice (0.55
mm de didmetro), modificados con GSH. Los resullamliienidos se presentan en la Tabla
16. Se puede observar que la captacion de metaeaféctada por la presencia de acidos
hamicos. El decremento de los porcentajes de daptan presencia de acidos humicos
indica que los iones metélicos quedan acomplejpdodas sustancias humicas, lo que
disminuye su afinidad hacia el grupo tiol libre @&3H inmovilizado en la superficie de los
soportes cromatograficos. Estos resultados confirquee los soportes modificados tienen
capacidad de enlazar las formas/especies de elesnam funcidon de su labilidad

(estrictamente relacionada con biodisponibilidadxycidad).
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Tabla 16.Evaluacion comparativa de porcentajes de captat@dones metalicos en soportes

modificados en ausencia y en presencia de acidogbs.

Porcentajes de captacion de iones Porcentajes de captacion de iones
metdlicos en perlas de silice (0.55 mm  metalicos en geles de Sepharose 6B
de diametro) modificadas modificado
Io,n' Sin &cidos humicos | Con acidos himicos  Sin &cidosrhicos | Con acidos himicos
metalico

Cr(VI) 54.t 16.¢ 51.4 9.70
Zn(11) 64.¢ 9.8( 47.¢ 6.70
Hg(ll) 46.% 12.€ 30.t 6.04
Pb(l1) 37.0 5.2( 37.0 3.2C
Cd(1n 58.2 10.¢ 41.¢ 6.5C

IV.7. Procedimiento de determinacion de metales poMP-AES para su uso en
evaluacion de la captacidon de iones metalicos a piaide soluciones de sus mezclas

Para evaluar captacion de iones metélicos a padetitas soluciones mixtas, se
decidio utilizar la técnica de espectrometria désgm atomica con excitacion en plasma
de microondas (MP-AES), debido a la posibilidacdeuirir las sefiales analiticas de todos
los elementos en una sola corrida de muestra, uenabsensibilidad y sin necesidad de
tratamiento alguno. Se utilizé el espectrometro elwd4100 MP-AES de Agilent

Technologies, las condiciones instrumentales sgeptan en Tabla 17.

Tabla 17. Condiciones de operacion utilizados para el egfigilent 4100 MP-AES.

Parametros instrumentales Ajustes

Nebulizado Concéntrict meinhard ¢

Camara de rocia De un solo paso ciclénica de vic

Tiempo de lectul 3¢
Numero de replic: 3
Tiempo deestabilizacié 10 ¢
Toma de muesa 85 rpnm, 10 ¢
Estabilizaciol 15 rpm, 10 ¢

Para el proceso de calibracion, se preparé umdsstanultielemental conteniendo
los siguientes elementos: (Al(Il), Fe(lll), V(VEr(VI), Zn(ll), Ni(ll), Sb(l), Cd(ll),
Pb(ll), Ag(l) y Co(ll)) 10 mg/L, asi como un estamdinterno de Itrio (Y) 0.5 mg/L
concentracion final. Se decidié usar mezclas denayor nimero de elementos respecto a
la primer parte del trabajo, las condiciones deuaicion de las sefiales para cada uno de
ellos se enlistan en Tabla 18.
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Tabla 18 Pardmetros usados en la adquisicion de sefat@scgntraciones para el proceso

de calibracion para cada uno de los elementos amadikis por MP-AES.

Elementc A, NM Rango de concentracio, mg/L Presion del nebulizado
Fe 259.¢ 0.10- 2.50 12C
Pb 405.¢ 0.10- 2.50 12C
Sh 217.¢ 0.10- 2.50 14C
Cd 228.¢ 0.10- 2.50 14C
Zn 472.% 0.10- 2.50 16C
Ag 328.1 0.10- 2.50 20C
V 310.2 0.10- 2.50 22C
Co 340.t 0.10- 2.50 22C
Ni 341t 0.10- 2.50 22C
Cr 425.¢ 0.10- 2.50 22C
Al 396.2 0.10- 2.50 24C

Se evaluaron los parametros analiticos, incluyehdtes de cuantificacion (LC),
funciones de regresion lineal y coeficientes deetacion lineal (R) para cada uno de los
(Tabla 19)

Tabla 19 Parametros analiticos de diferentes elementeninlas por la técnica MP-AES

Elemento R LC (ng/L) Funcién de calibracion
Fe 0.9¢ 11.0 y =3.11°1C¢° x + 31.°
Pb 0.9¢ 53.0 y = 1.87°10° x — 35.€
Sb 0.9¢ 64.0 y=115¥10°x - 17.1
Cd 0.9¢ 42.0 y = 1.5¢*10%x — 124
Zn 0.9¢ 56.0 y = 2.80°10°x — 4.4¢
Ag 1.0C 42.0 y = £.30%1C%x — 48€
V 0.9¢ 62.0 y = 2.12¥1C%x - 21¢
Co 0.9¢ 61.0 y = 1.07°10"x + 18(
Ni 0.9¢ 7C.0 y = 1.87°1C"x + 89.7
Cr 0.9¢ 71.0 y = 2.32°10%x — 45€
Al 0.9¢ 5C.0 y = 2.35°1C"x + 74.1

Una vez establecidas las condiciones y parame&rdsalajo se procedio a realizar
estudios de captacion efectiva de metales/metal@delos soportes de cromatografia de
afinidad modificados con GSH. Para cada uno dedpsrtes, se agrego 3 -4 g a 10 mL de
una solucion multi-elemental 10 mg/mL durante 2dabola captacion de iones metalicos
se estudio bajo diferentes condiciones: a) estatazienario, b) régimen hidrodinamico y

c) en presencia de acidos humicos. Igual que eerix@ntos anteriores, se extrajeron
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iones metdlicos retenidos en el soporte con 3 nilacido nitrico 30 %, de los cuales se
tomo 1 mL y después de una diluciéon 10:1 con ags@dizada, la muestra fue introducida
al MP-AES.

En primer lugar se analizaron los blancos queofuebtenidos siguiendo el mismo
procedimiento, pero poniendo agua desionizada etactm con soporte. No se detectd la
presencia de ninguno de los elementos para nindanos soportes estudiados, excepto
para el plomo, para el cual se encontré 34 ggipor gramo de soporte modificado.

Para demostrar la importancia de grupos tiol wihzados en la superficie de
soportes, se compararon los resultados de captdeiGones metalicos en soportes sin
modificar con respecto a los modificados.

Los resultados obtenidos se describen en lasesitas secciones.

IV.7.1 Estudio de la captacién de iones metalicos @artir de su mezcla en régimen
estacionario

Los ensayos en régimen estacionario se llevarcaba agregando el soporte a la
solucion mixta de iones metélicos y dejando la haegor 24 h. Los resultados obtenidos
para diferentes soportes sin y con modificacion@8&i se presentan en las tablas 20 y 21;
los valores corresponden a miligramos de metal ggamo de soporte cromatogréafico
(mgM/gS).

Tabla 20. Captacion de iones metalicos a partir de su metlsoportes no modificados
en régimen estacionario. (GESM: gel sepharose; pbBEperlas de vidrio 0.55 mm
diametro; p75ESM: perlas de vidrio @l diametro). Se presentan valores promedios (P)
como pug de metal retenido por 1 g de soporte y los reésscvalores de desviacion
estandar (DE) obtenidos con base en dos replidap@mdientes.

GESM p55ESM p75ESM
Elemento P DE P DE P DE
Fe(ll) 127 6.00 39.0 8.00 43.0 7.00
Ph(ll) 89.0 5.00 46.0 12.0 65.0 22.0
Sh(lll) 84.0 9.00 58.0 9.00 80.0 25.0
Cd(n 33.0 6.00 11.0 2.00 17.0 1.00
Zn(11) 66.0 8.00 17.0 8.00 25.0 9.00
Ag(l) 13.0 2.00 11.0 3.00 13.0 1.00
V(V) 161 56.0 118 81.0 154 55.0
Co(ll) 14.0 13.0 9.00 1.00 10.0 1.00
Ni(Il) 30.0 4.00 12.0 2.00 12.0 7.00
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Cr(VI) 53.0 1.00 26.0 2.00 30.0 3.00
Al 272 1.00 98.0 7.00 112 9.00

En la tabla 20 se observa que, para cada uno deebsoportes sin modificacion
ocurrio captacion de cada uno de los elementos,grecantidades mas bajas respecto a los
soportes modificados con GSH (Tabla 21). Captadénones metalicos en los soportes
cromatogréficos sin modificar, se debe a la prasethe los grupos OH; es este caso las
mas altas cantidades retenidas en soportes satemoo para Al, Fe y V, mientras que
para otros elementos las cantidades fueron clatemeenores. El aumento de la captacion
de metales retenidos en los mismos soportes dedpuémovilizacion de GSH demuestra
gue la captacién principalmente se lleva a cabaanéalinteraccion de iones con el grupo

sulfhidrilo, de acuerdo con la idea original dédsis (Tabla 21)

Tabla 21. Captacion de iones metdlicos a partir de su mextisoportes modificados con
GSH en régimen estacionario. (GER: gel sepharoS8BER: perlas de vidrio 0.55 mm
diametro; p75ER: perlas de vidrio @ didmetro). Se presentan valores promedios (P)
como pug de metal retenido por 1 g de soporte y los resmscvalores de desviacion

estandar (DE) obtenidos con base en dos replidap@mdientes.

GER p55ER p75ER
Elemento P DE P DE P DE
Fe(ll) 297 6.00 116 1.00 307 11.0
Pb(l1) 271 38.0 74.0 17.0 170 13.0
Sh(lll) 463 59.0 150 58.0 572 23.0
Cd(n 337 10.0 115 3.00 330 6.00
Zn(ll 287 4.00 115 5.00 304 1.00
Ag(l) 25.0 4.00 11.0 2.00 25.0 4.00
V(V) 875 85.0 283 64.0 752 77.0
Co(ll) 208 14.0 79.0 3.00 245 10.0
Ni(ll) 313 25.0 101 6.00 288 16.0
Cr(VI) 487 30.0 140 3.00 392 14.0
Al 521 30.0 152 2.00 422 12.0

IV.7.2 Estudio de la captacién de iones metalicos @artir de su mezcla en régimen
hidrodinamico, utilizando soportes modificados y $i modificar
A diferencia de los experimentos anteriores, ea gstcion se presentan resultados

obtenidos cuando la mezcla soporte/solucion fua@agicon un agitador magnético durante
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24 h de contacto. En las tablas 22 y 23 se presémdaesultados obtenidos para cada uno
de los soportes (sin modificar y modificados) ygpaada uno de los iones metalicos
presentes en la solucion.

Tabla 22. Captacion de iones metalicos a partir de su meztlsoportes no modificados,
en régimen hidrodindmico (GHSM: gel sepharose; @8Hperlas de vidrio 0.55 mm
diametro; p75HSM: perlas de vidrio @ didmetro). Se presentan valores promedios (P)
como pug de metal retenido por 1 g de soporte y los resmscvalores de desviacion
estandar (DE) obtenidos con base en dos replidepé@mdientes.

GHSM p55HSM p75HSM
Elementc P DE P DE P DE
Fe(lll) 224 1.00 91.0 6.00 91.0 1.00
Pb(Il) 105 30.0 75.0 17.0 66.0 11.0
Sh(lll) 87.0 26.0 65.0 16.0 82.0 10.0
Cd(1n 60.0 3.00 25.0 5.00 26.0 4.00
Zn(11) 92.0 4.00 33.0 2.00 24.0 8.00
Ag(l) 17.0 4.00 11.0 3.00 13.0 3.00
V(V) 155 21.00 137 45.0 174 43.0
Co(ll) 34.0 8.00 6.00 3.00 3.00 1.00
Ni(ll) 56.0 11.0 20.0 3.00 22.0 5.00
Cr(VI) 86.0 4.00 39.0 2.00 41.0 4.00
Al 521 26.0 198 9.00 185 12.0

En la tabla 22 se observa que, para cada uno deebsoportes sin modificacion
ocurrié captacion de cada uno de los elementos,grecantidades mas bajas respecto a los
soportes modificados con GSH (Tabla 23). Captad@nones metalicos en los soportes
cromatogréficos sin modificar, se debe a la praaethe los grupos OH; es este caso las
mas altas cantidades retenidas en soportes satemoo para Al, Fe y V, mientras que
para otros elementos las cantidades fueron clatemeenores. El aumento de la captacion
de metales retenidos en los mismos soportes dedpuémovilizacion de GSH demuestra
gue la captacién principalmente se lleva a cabaangalinteraccion de iones con el grupo

sulfhidrilo, de acuerdo con la idea original dedsis (Tabla 23)

Tabla 23. Captacion de iones metélicos a partir de su mextlsoportes modificados con
GSH en régimen hidrodindmico (GHR: gel sepharoS8HR: perlas de vidrio 0.55 mm

diametro; p75HR: perlas de vidrio 78n diametro). Se presentan valores promedios (P)
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como ug de metal retenido por 1 g de soporte y los resmecvalores de desviacion
estandar (DE) obtenidos con base en dos replidap@mndientes.

GHR p55HR p75HR
Elemento P DE P DE P DE
Fe(ll) 8378 11.0 1155 29.0 1177 11.0
Ph(ll) 312 41.0 290 6.00 302 13.0
Sbh(lll) 261 50.0 319 39.0 524 23.0
Cd(n 220 4.00 211 4.00 374 6.00
Zn(ll) 311 8.00 295 6.00 405 1.00
Ag(l) 69.0 3.00 64.0 4.00 83.0 4.00
V(V) 679 93.0 760 82.0 972 71.0
Co(ll) 117 5.00 92.0 4.00 182 5.00
Ni(ll) 219 15.0 187 7.00 272 16.0
Cr(VI) 379 4.00 311 5.00 451 14.0
Al(lIN 1255 12.0 960 1.00 1328 10.0

IV.7.3 Efecto de acidos humicos en la captacion efeva de iones metalicos a partir de
su mezcla utilizando soportes sin modificacion y fomodificados con GSH

Los experimentos se llevaron a cabo utilizandoolacson de iones metalicos que
contenia acidos humicos (reactivo Sigma), siguiegidoismo protocolo que se describe en
la seccion IV.6. A esta solucion se agregaron aprastamente 3 — 4 g del soporte. En las
tablas 24 y 25 se presentan los resultados obtgnidomanera similar que en secciones
anteriores. Se aprecia para los soportes crométmpamodificados y no modificados,
gue la afinidad se ve afectada por la presenciacts humicos, obteniéndose mejores

resultados para aluminio y vanadio, asi como ungomeaptacion para plata.

Tabla 24. Captacion de iones metalicos a partir de su meeglgpresencia de acidos
hamicos, soportes cromatograficos sin modificar agitacion. (GAcSM: gel sepharose;
p55AcSM: perlas de vidrio 0.55 mm diametro; p75AcSpkrlas de vidrio 75um
diametro). Se presentan valores promedios (P) coghde metal retenido por 1 g de
soporte y los respectivos valores de desviaciGindar (DE) obtenidos con base en dos

replicas independientes.

GAcSM p55AcSM p75AcSM
Elemento P DE P DE P DE
Fe(lll) 73.0 3.00 31.0 9.00 38.0 4.00
Phb(Il) 61.0 32.0 61.0 32.0 57.0 13.0
Sh(lll) 86.0 16.0 60.0 17.0 71.0 17.0
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Cd(ln 22.0 1.00 11.0 1.00 13.0 1.00
Zn(ll) 47.0 8.00 19.0 7.00 19.0 9.00
Ag(l) 13.0 1.00 11.0 1.00 13.0 3.00
V(V) 174 28.0 118 23.0 194 28.0
Co(ll) 12.0 2.00 10.0 2.00 13.0 3.00
Ni(l1) 20.0 6.00 10.0 1.00 9.00 1.00
Cr(VI) 38.0 2.00 23.0 1.00 26.0 1.00
Al 167 5.00 81.0 6.00 85.0 3.00

Tabla 25. Captacion de iones metalicos a partir de su meeglgpresencia de &cidos
hamicos, soportes cromatograficos modificados cgitaeion. (GAcM: gel sepharose;
p55AcM: perlas de vidrio 0.55 mm diametro; p75Agdérlas de vidrio 7um diametro).
Se presentan valores promedios (P) cqmgale metal retenido por 1 g de soporte y los
respectivos valores de desviacion estandar (DEgnadds con base en dos replicas

independientes.

GAcM P55AcM P75AcM
Elemento P DE P DE P DE
Fe(lll) 123 17.0 79.0 1.00 167 17.0
Ph(ll) 59.0 13.0 45.0 9.00 79.0 21.0
Sb(lll) 59.0 17.0 68.0 13.0 170 17.0
Cd(n 33.0 1.00 22.0 3.00 50.0 18.0
Zn(11) 49.0 6.00 29.0 1.00 69.0 7.0
Ag(l) 12.0 1.00 10.0 1.00 10.0 4.00
V(V) 158 22.0 125 30.0 310 25.0
Co(ll) 67.0 1.00 3.00 1.00 12.0 4.00
Ni(Il) 27.0 4.00 16.0 1.00 30.0 19.0
Cr(VI) 47.0 3.00 30.0 1.00 55.0 10.0
Al 284 15.0 183 4.00 348 28.0

De nuevo se observa una menor captacion de iom&licos en soportes sin
modificar respecto a los modificados con GSH. Awnacesto, la cantidad del i6n retenido
en presencia de acidos humicos fue siempre menopa@ando con el ensayo de su
captacion en solucién acuosa sin matriz quimic#dl@ras), confirmando de esta manera
gue los grupos —SH disponibles en la superficisapmrte son capaces de enlazar las mas
labiles (y por ello mas toxicas) formas de los &ptos, mientras que iones asociados con
acidos humicos no son retenidos en los soportasotfm lado, los resultados obtenidos

confirman una vez mas que las perlas de siliceddghetro 75 um presentan mayor
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capacidad de unir iones metalicos, por el hechteiler mayor superficie y mayor nimero

de grupos —SH inmovilizados.

Tabla 26. Captacion de iones metalicos a partir de su meztlpresencia y ausencia de
acidos humicos, soportes cromatograficos modifisadon agitacion. (GAcM: gel
sepharose; p55AcM: perlas de vidrio 0.55 mm didmgtv5AcM: perlas de vidrio 7bm
diametro). Se presentan valores promedigsde metal retenido por 1 g de soporte) con

base en dos replicas.

GAcM p55AcM p75AcM
Elemento | Sin acidos| Con acidos| Sin acidos| Con acidos | Sin acidos | Con acidos

hamicos hamicos hdmicos hdmicos hamicos humicos

Fe(lll) 838 123 1155 79.0 1177 167
Ph(ll) 312 59.0 290 45.0 302 79.0
Sh(lll) 261 59.0 319 68.0 524 170
Cd(1n) 220 33.0 211 22.0 374 50.0
Zn(ll) 311 49.0 295 29.0 405 69.0
Ag(l) 69.0 12.0 64.0 910 83.0 10.0
V(V) 679 158 760 125 972 400
Co(ll) 117 7.00 92.0 3.00 182 12.0
Ni(ll) 219 27.0 187 16.0 272 30.0
Cr(Vl) 379 47.0 311 30.0 451 55.0
Al(lIN 1255 284 960 183 1328 348

Finalmente, los resultados obtenidos utilizandlo@on mixta de iones metélicos
indican que la afinidad de iones metalicos al grey®H en ausencia de compuestos
organicos decrece en el orden: Al(lll) > Fe(llIVgV) > Cr(VI) > Zn(Il) > Ni(ll) > Sb(lll)
> Cd(ll) > Pb(ll) > Ag(l) > Co(ll) (dicho orden sa&btuvo sustituyendo la masa por nimero
de moles de metal por un gramo de soporte, Tahlal#8igual manera, en presencia de
acidos organicos se obtuvo el siguiente ordenilf\KIV (V) > Fe(lll) > Sb(lll) > Cr(VI) >
Zn(Il) > Pb(I1) > Ni(ll) > Co(ll) > Cd(Il) > Ag(l). Estos resultados indican la factibilidad
del uso de los soportes obtenidos para la evainats la toxicidad efectiva de los metales
en un sistema acuatico con base en la determinagola fraccion retenida en dichos
soportes, en donde perlas de silice del diametrpuid5 ofrecen la mejor capacidad de
captacion. Es importante resaltar que, cuandolii$om contiene varios iones metalicos,
se mantiene el decreciente orden de la captacidtogiéones estudiados de manera
individual en la primera parte de trabajo: Cr(VD)za(ll) > Cd(Il) > Pb(ll) (Hg(ll) no
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incluido en las soluciones mixtas), lo que sustgntadicha captacion refleja la afinidad de
cada uno de los iones al grupo —SH. Es tambiénriape hacer notar que la relacion
molar entre metal retenido en el soporte y la dadtide los grupos —SH disponibles fue
relativamente baja (mas alto valor 2.49% para Q)(\flor lo que no existe competencia
entre iones presentes en la solucion por los grufés y la sorcion ocurre realmente en

funcion de afinidad de cada uno de los iones g@gulfhidrilo.

V. CONCLUSIONES

En el presente trabajo de tesis se desarrolltuemo procedimiento que permite la
sorcion de los metales/metaloides presentes esnsist acuaticos de manera selectiva, de
acuerdo a su afinidad al grupo tiol inmovilizado wn soporte soélido. Para ello, se han
obtenido los soportes cromatograficos, geles dehasepe 6B y perlas de vidrio,
modificados con GSH mediante diferentes proceditogerle activacion. Los soportes
modificados demostraron su viabilidad para la captaefectiva de metales/metaloides en
medio acuoso. Utilizando BrCN para activacion depgs -OH de la Sepharose 6B y de las
perlas de vidrio, se obtuvo la inmovilizacion d8 #21.8umol y de 107 + 31.umol de
GSH por un gramo de soporte, respectivamente. Aslesaademostré la factibilidad de
activacion de las perlas de vidrio utilizando Na®@Hteniéndose la inmovilizacion de 81.4
+ 4.7 umol de grupos tiol por gramo de perlas en solo 8tutas de modificacion. Este
procedimiento resulta atractivo debido a su rapidezicter amigable al medioambiente y
su bajo costo. Asimismo y como una alternativagste trabajo se propuso la interaccion
del GSH con las perlas de vidrio de silice (i y 0.5 mm de didmetro), activadas con
NaOH 0.1 M y con adicién de iones calcio 0.01 Mpd® en la inmovilizacién por
atraccion electrostatica se aprovecha el efectacing de Ca(ll). En esta modificacion el
GSH en un medio de solucién tampén de ;XZBCO; a pH 8.2 tiene su grupo amino
terminal protonado (-N&§) y por ello atraido electrostaticamente hacia fangarea
superficial de las perlas de silice cargadas negatnte, dejando el grupo tiol (-SH) del
GSH libre.

Los soportes de Sepharose 6B y perlas de vidiOHsimodificados con GSH
presentan claramente el siguiente orden decrectenta cantidad molar de i6bn metalico
retenido por micromol de grupos —SH disponibleglesoporte: Cr(VI) > Zn(ll) > Cd(ll) >

Hg(ll) > Pb(ll). Esta afinidad por estos iones rietd hacia los soportes modificados con
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GSH se ve afectada por la presencia de acidos b&nmic que parece confirmar que los
soportes modificados tienen capacidad de enlazafolanas/especies de elementos en
funcion de su labilidad (estrictamente relacionealatoxicidad).

Finalmente, los resultados obtenidos utilizandocsén mixta de iones metalicos
indican que la afinidad de iones metalicos al grey®H en ausencia de compuestos
organicos decrece en el orden: Al(lll) > Fe(llIVgV) > Cr(VI) > Zn(ll) > Ni(Il) > Sb(lll)
> Cd(Il) > Pb(ll) > Ag(l) > Co(ll). Por su partenepresencia de acidos organicos, este
orden se vio afectado de la siguiente manera: IAKIN (V) > Fe(lll) > Sb(lll) > Cr(VI) >
Zn(ll) > Pb(Il) > Ni(ll) > Co(ll) > Cd(ll) > Ag(l). Lo que refleja diferente grado de
asociacion de cada uno de estos metales con ahiglogcos y soporta ain mas la
viabilidad de los soportes modificados para evafumade la “toxicidad efectiva” de un
total de las formas/especies de todos metales/foidgalpresentes en un sistema acuéatico.

En continuacion de este trabajo se requieren msi@glie dirigidos a aspectos de
elaboracion de soportes, repetibilidad y reprodlidéd de los ensayos, aplicaciones en el
analisis de muestras reales y elaboracion/evaloat@ddispositivos pasivos. Seria también
interesante realizar un estudio comparativo emserésultados de la “toxicidad efectiva”
con los resultados de especiacion analitica llevadeabo en las mismas muestras

medioambientales.
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