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RESUMEN

La tortilla es un importante componente de la dieta mexicana y un producto
cada vez mas popular a nivel mundial. Los granos de maiz, pueden acumular
arseénico, principalmente en forma de especies inorganicas (iAs), pero los datos
sobre especiacion de As en tortilla son inexistentes. En este trabajo se adquirieron
7 muestras de tortillas y se llevo a cabo la cuantificacion de As total mediante ICP-
MS, obteniendo concentraciones de As de entre 21.8 y 192 ug As kg™ tortilla.
Posteriormente se llevod a cabo la separacion de As(lll), As(V), DMAs(V), MMAs(V)
por cromatografia de intercambio anionico en el sistema ICP-MS (HPLC-ICP-MS),
con lo cual se demostrd que la cantidad de iAs (As(lll) + As(V)) se encuentra entre
el 72.2 y el 97.9 % del As total en las tortillas.

Una vez que se demostré la presencia de As(V) y As(lll) el trabajo se enfoco
en establecer un procedimiento de determinacién de arsénico inorganico (iAs =
As(Ill) + As(V)), separando el iAs de las especies metiladas (0As = MMAs(V) +
DMAs(V)) mediante una columna empacada con resina de intercambio anionico
fuerte (Select Supelco SAX) modificada con AgCl. Para estudiar los patrones de
elucién se monitoreo el As utilizando la linea de emision de 228.812 nm en la salida
de la columna y conectandola al MP-AES. Para la retencién de las especies se
utilizé tris 10 mM pH 9.0, en donde soOlo se observd la elucion de DMAs(V).
Posteriormente se utilizé acido acético pH 2.6, periodo en el cual eluyo el estandar
individual de MMAs(V). Finalmente, al utilizar HNO3s 0.1 % se observo la elucion de
As(V), por lo que se demostro la factibilidad de llevar a cabo la separacion de iAs
del 0As.

Posteriormente se optd por analizar tubos de extraccion en fase sélida de
interambio anionico fuerte (Select Supelco SAX) con la finalidad de reducir el tiempo
de procesamiento de muestras y un menor gasto de reactivos, y modificandolos de
manera analoga a la columna con AgCl. En este estudio se utilizé MP-AES para
detectar/cuantificar el As utilizando la linea de 228.812 nm, y utilizando como
introduccion de muestra generacion de hidruros (HG), ademas, para compensar

imprecisiones durante la HG, el transporte de los hidruros hacia el plasma y



fluctuaciones en el plasma del MP-AES se utilizé Te(IV) como estandar interno (1S)

analizando la linea de emisién de 214.281 nm.

El andlisis de elucion en los cartuchos SAX modificados con AgCl se llevé a
cabo de manera similar al estudio en la columna, en donde las especies se retenian
en Tris 10 mM pH 9.0, las especies de 0As se eliminaron con &cido acético pH 2.6
y el iAs se recuperaba utilizando HNO3 0.1 %. Se comprob0 la factibilidad de utilizar
los cartuchos SAX-AgCl para llevar a cabo la separacion de iAs del 0As, para lo cual
se cargaron en el cartucho mezclas con concentraciones variables de As(V) y
concentraciones constantes de DMAs(V) y MMAs(V), comparandose con
estandares de As(V) que no fueron cargados en el cartucho obteniéndose
porcentajes de recuperacion de entre 92.0 a 109 % de recuperacion lo que
comprobd que la separacion fue eficiente. También se analiz6 el volumen que podia
ser preconcentrado utilizando soluciones que tuvieran la misma cantidad en ng de
As(V) pero disueltos en diferentes volimenes (hasta 50 mL), eluyéndose con la
misma cantidad de HNO3 0.1 % y se compararon con un estandar de As(V) que no
fue ingresado en el cartucho, obteniéndose porcentajes de recuperacion de entre
89.9a 111 %, lo cual conduce a que se pueden preconcentrar hasta 50 mL de As(V)
utilizando los cartuchos SAX-AgCI.

Se llevé a cabo la cuantificacion de iAs mediante la columna SAX-AgCI de
dos muestras de tortilla obteniéndose 219 + 24 ug iAs kg™ tortilla, y de la siguiente
tortilla se cuantificod 87 + 11 ug iAs kg™ tortilla, que comparados con la suma de
As(lll) + As(V) analizada mediante HPLC-ICP-MS se obtuvo un porcentaje de

recuperacion de 112 y 113 %, respectivamente.

La metodologia desarrollada de SPE-HG-MP-AES es llamativa por sus bajos
costos debido a que no requiere de métodos cromatograficos, y el MP-AES
representa una ventaja sobre equipos que utilizan gases con altos costos para llevar
a cabo los andlisis. En un trabajo futuro se requiere afinar las condiciones de

extraccion para llevar a cabo el analisis de muestras reales mediante SPE.

Xi
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1.1. Arsénico
1.1.1. Contaminacion de arsénico en el ambiente

El arsénico (As) es un elemento que se encuentra distribuido en la
atmosfera, en la hidrosfera y en la biosfera (conforma alrededor de 5 x 10 * %
de la corteza terrestre), es el 20° elemento mas abundante en la corteza terrestre
[1], el 14° en aguas marinas y el 12° en el cuerpo humano [2].

Las diversas formas y especies del As en el medio ambiente provienen
de una gran cantidad de fuentes naturales como la meteorizacion, actividad
biologica y emisiones volcanicas, pero ademas existe una importante cantidad
que proviene de actividades antropogénicas, tal es el caso de mineria e industria
metallrgica ya que el arsénico se encuentra asociado a minerales de cobre y su
emision al medio ambiente ocurre durante el proceso de fundicion; otro ejemplo
son los pesticidas con base en compuestos de arsénico (PbHAsO4, Cas(AsOa)2,
NasAsOa4) y también el uso de arseniato de cobre cromatado para la preservacion
de madera [3]; el uso de arseniato de galio (GaAs) en la industria de
semiconductores; o en la aplicacion de fertilizantes fosforados [4].

Los niveles de As en el ambiente son variables y este elemento puede
encontrarse en aire, agua, suelos, vegetales y animales. [5].

Entre los compuestos inorganicos y organicos arsenicales, se han
identificado mas de 60 especies quimicas [6], de los cuales destacan las formas
inorganicas As(lll) y As(V), las especies metiladas monometil arsénico (V)
(MMASs(V)), dimetil arsénico (V) (DMAs(V)), trimetil arsénico (V) (TMAO) y el ion
tetrametil arsénico (TMAs™®), arsenocolina (AC), arsenobetaina (AB) los
arsenoazulcares y los arsenolipidos [7], cuyas estructuras se presentan en la Fig.
1.1.
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Fig. 1.1: Especies de arsénico comunmente detectadas en materiales

medioambientales y en organismos vivos [7].

1.1.2. Toxicidad

Dado que el As se acumula en el cuerpo humano, la exposicién crénica
puede resultar en su demostrado papel en la oncogénesis debido a que los
compuestos con As presentan afinidad de grupos tiol y pueden sustituir el fésforo
en reacciones biolégicas inhibiendo la replicacion del ADN y procesos
metabolicos [8]. El arsénico ha sido asociado con cancer de piel, pulmén y vejiga.
Se han descrito también efectos adversos no carcinogénicos del arsénico como
lesiones de la piel (hiperpigmentacion e hiperqueratosis de las palmas de las
manos y de las plantas de los pies), afeccién al sistema nervioso, irritacién de
organos respiratorios y tracto gastrointestinal, anemia, desérdenes en el higado,
enfermedades vasculares y aun diabetes mellitus, ademas de afectar el
desarrollo intelectual de los nifios [3, 5, 9].

La ingesta excesiva a largo plazo (de 5 a 10 afios) de As inorganico a
concentraciones de alrededor de 50 ug L* en agua potable provoca arsenocosis,



el cual es un término utilizado para relacionar los efectos toxicos del As
inorgénico a la salud [3].

El arsénico puede ingresar al organismo humano por consumo directo de
agua contaminada por As, por consumo de alimentos contaminados con As
como mariscos y pescados provenientes de aguas marinas o de estanques con
altas concentraciones de As [9] o por cultivos vegetales, especialmente aquellos
que hayan sido regados con agua proveniente de mantos acuiferos expuestos a
este toxico [3].

Los alimentos se pueden contaminar por irrigacion o lixiviacion de
sedimentos y suelos usados para el cultivo de plantas comestibles [9]
cosechadas en suelos donde se utilizd arseniato de plomo (PbHAsOa4) o el
arseniato de calcio (Cas(AsOas)2) como pesticidas, ya que aunque Su usoO
disminuyo casi por completo hacia 1970, estos son compuestos muy estables
gue permanecen afectando los cultivos que crecen en la zona afectada [10].

No todos los compuestos de As son igualmente téxicos, y por
consiguiente la medicion de As total en los productos alimenticios no
necesariamente refleja su potencial de riesgo [11]. La Tabla 1.1 muestra las
dosis letales medias en ratones para algunas especies de arsénico, siendo el
arsénico inorganico (iAs = As (lll) + As (V)) la forma mas tdxica mientras que la

arsenocolina y arsenobetaina no son toxicas.

Tabla 1.1: Dosis letal media (DLso) en ratas de algunas especies arsenicales

Especie DLso en ratas (mg/kg de peso corporal)
AsH3 3
As (ll1) 14
As (V) 20
MMAs(V) 700 -1 800
DMAs(V) 700 — 2 600
Arsenocolina > 10 000
Arsenobetaina > 10 000
[12]



1.1.3. Normativa para el As

Alrededor del mundo se han establecido distintas normas para los limites
méaximos a los cuales se permite la presencia de As en distintos productos,
especialmente en agua y en alimentos. A pesar de que desde hace tiempo es
bien conocido el distinto caracter toxico de sus diferentes especies siendo el iAs
(As(ll) + As(V)) més toxico que las demas especies, en la actualidad la mayoria
de las normas establecidas hacen referencia Unicamente a As total, que no
representa el verdadero grado de riesgo que se tiene por exposicion o por
consumo.

Entre 1991 y 2008 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) redujo en
varios paises el valor maximo permitido de As total en agua potable que con
anterioridad se encontraba en 50 ug L1, a 10 yg L?, resaltando paises
desarrollados como Japon, los pertenecientes a la Unidbn Europea, Estados
Unidos, y por otro lado, paises cuya probleméatica de contaminacién por As ha
existido desde hace mucho tiempo como Siria, Laos, Taiwan, Vietnam, etc [9].
La norma mexicana NOM-000-SSA1-2010 aun se encuentra en la fase de
proyecto, y reducira el limite actual permisible de As total para agua potable y de
consumo humano de 25 ug Lt a 10 pg L.

Las normativas relacionadas con la presencia de As en alimentos son
mucho mas escasas, Y la concerniente con iAs es aun menor. En Brasil, a través
del ministerio de agricultura, ganaderia y abastecimiento, se establece que los
alimentos marinos no deben sobrepasar 1 mg kg* de As total. En China la norma
de niveles de contaminantes en comidas (GB 2762-20012) vigente desde el
2014, establece que los limites de As total en granos, vegetales frescos,
productos fungicos, carnes, leche en polvo, aceites, condimentos, azlcar,
almiddn, cocoa, chocolates, dulces, no debe sobrepasar de 0.5 mg As kg, en
leche y aceites no debe sobrepasar de 0.1 mg As kg y en el caso de bebidas y

agua embotellada no debe sobrepasar de 0.01 mg As kg*.



Tabla 1.2: Regulacion de arsénico inorganico en productos alimenticios en

China, Australia y Nueva Zelanda [13, 14]

Pais Alimento Maximo Regulacion
aceptado de
IAS
Australia 'y e Pecesycrustaceos e 2mgkg! Australia New
Nueva Zelanda e Moluscos y algas e 1mgkg? Zeland Food
Authority, 2013.
Food Standards
Australia-New
Zeland
China e Suplementos e 0.2mgkg? MHC, 2005. GB
alimenticios para e 0.5mgkg?! 2762-20012
nifos a base de e 0.1 mgkg?
cereales e 0.3mgkg?

Productos de origen
acuatico
(exceptuando
pescado)

Pescado; productos
enlatados para

ninos

Productos derivados

de algas o

derivados de higado

de animales

marinos

En Europa, la agencia de estandares de alimentos del Reino Unido (Food

Standards Agency) esta llevando a cabo discusiones para establecer limites de

iAs en productos de arroz y en alimentos para nifios, siendo los limites



propuestos de 0.1 mg iAs kg? y de 0.2 mg iAs kg respectivamente [13]. Hay
que resaltar que a pesar de que en 2009 y 2014 la autoridad europea de
seguridad en alimentos (European Food Safety Authority) publicé reportes
acerca de la exposicion por ingesta de As en los habitantes de dichos paises y
se enfatizo la necesidad de analizar el iAs en alimentos, no se ha establecido
alguna norma para su regulacion.

En Estados Unidos, la FDA no establece limites maximos de As en
alimentos, sin embargo, destaca la importancia de cuantificar iAs en alimentos,
y de hecho en 2011 present6 un estudio de iAs en jugos de pera, obteniendo
rangos de entre 2 'y 194 ug iAs kg*. Asi mismo en 2012 se cuantificé la cantidad
de iAs en distintos tipos de arroz, obteniendo cantidades en el rango de 26 a 72
ug iAs kg

En la Tabla 1.2 se resumen las normas aplicadas en productos

alimenticios y los limites méximos de iAs en China, Australia y Nueva Zelanda.

1.2. Métodos analiticos utilizados en la especiacion de arsénico

La IUPAC ha definido la especiacion quimica elemental como el conjunto de
actividades analiticas de identificacion y/o medida de cantidades de una o mas
formas o especies quimicas individuales en una muestra [14, 15]. Como ya se
menciono en la seccidn anterior, se requiere de este analisis puesto que no todas
las especies de As son igualmente toxicas, y la cantidad total de As cuantificada en
una muestra no representa el verdadero riesgo asociado al consumo de alimentos
u otras fuentes de exposicion.

El analisis de especiacion estd compuesto esencialmente por tres etapas: la
preparacion de la muestra, la separacion de las especies y la
deteccidn/cuantificacion de As en cada una de éstas [15, 16]. El procedimiento de
preparacion de muestra depende principalmente de su estado fisico (liquido, solido,
gas) y de la composicion de matriz quimica. En todo caso, el reto es extraer
eficazmente las especies de As sin alterar su distribucién natural y, al ser posible,
eliminar potenciales interferentes presentes en la muestra. En cuanto a la

separacion, ésta etapa puede llevarse a cabo utilizando técnicas cromatograficas o



electroforéticas o, mediante un procedimiento no-cromatografico. En este ultimo
caso, la ventaja indiscutible es la simplicidad procedural, corto tiempo y bajo costo
de analisis. Procedimientos no-cromatograficos tales como extraccién liquido-
liquido o extraccion en fase solida han sido utilizados extensivamente en la
especiacion de arsénico, resaltando aplicaciones de diferentes modos de extraccion
en escala micro con buena eficacia, preconcentracion de los analitos, bajo consumo
de reactivos y solventes y aptos para ser adoptados en el analisis de largas series
de muestras [17, 18]. Por otro lado, sin embargo, las herramientas mas comunes
para la especiacion de arsénico son aquellas que combinan en-linea técnicas
separativas con detectores especificos de elementos de alta sensibilidad,
configuracion denominada como técnicas acopladas o hibridas [14-16]. Las técnicas
cromatograficas proveen alta resolucion y buenas recuperaciones tanto de arsénico
total como de sus especies y ademas, resulta facil su acoplamiento con detectores

especificos de elementos.

1.2.1. Técnicas de separacion cromatogréfica

La cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (HPLC) es la técnica de
separacion mas utilizada en especiacion de As, mientras que la cromatografia
de gases (GC), la cromatografia en fluido supercritico (SFC) y la electroforesis
capilar (CE) han sido aplicadas de forma menos usual [15, 19].

La cromatografia de liquidos es adecuada para la separaciéon de los
solutos que no son volatiles, mientras que el andlisis por cromatografia de gases
(GC) de compuestos de baja volatilidad y aquellos no termoestables, requiere
de una previa derivatizacién [16].

Las propiedades fisicoquimicas de los compuestos organicos e
inorganicos del As los hacen susceptibles a las separaciones por diferentes
técnicas de cromatografia de liquidos. Dichas propiedades son importantes al
momento de elegir el tipo de columna y la composicion de las fases méviles, por
ejemplo, las especies inorganicas y sus formas metiladas son moléculas polares
y acidos débiles, (dependiendo del pH pueden presentar carga eléctrica),

mientras que los arsenolipidos, AB y AC también son acidos débiles, pero su



estructura contiene una parte organica que le confiere cierta hidrofobicidad. Esta
variedad de propiedades conlleva a dificultades para definir con exactitud el
mecanismo de separacion. Por otro lado, la versatilidad de la cromatografia de
liquidos, debido a la gran variedad de fases estacionarias y columnas, asi como
la posibilidad de seleccionar la composicion de las fases moviles (pH, fuerza
i6nica, adicion de un contra-ion, modificador organico, etc.) la hace muy atractiva
para lograr la separacion de especies de diferentes propiedades en una sola
corrida. Cabe también mencionar que la HPLC es facilmente acoplable con una
gran cantidad de técnicas de deteccion.

A continuacion, se mencionan y se describen brevemente algunas de las
separaciones cromatograficas utilizadas para el analisis de especiacién de As

de acuerdo con las propiedades descritas anteriormente.

1.2.2. Intercambio i6nico

Una de las técnicas de separacion para el andlisis de especiacion de As
mas utilizada es la cromatografia por intercambio i6nico, que a su vez se divide
en intercambio catidnico y en intercambio anionico. Cada una de éstas se
caracteriza por la presencia de grupos funcionales iénicos en sus respectivas
fases estacionarias, siendo cationes en el caso de intercambio anionico,
mientras que en intercambio cationico la fase estacionaria presenta grupos
funcionales aniénicos, que interaccionan con cationes presentes en la muestra
reteniéndolos en la columna.

Se menciono que las principales especies de arsénico son acidos débiles
y, por lo tanto, las diferencias de las constantes de acidez (pKa) de estas
especies, como se muestra en la Tabla 1.3, permiten emplear las columnas de
intercambio iénico.

De esta forma, dependiendo de sus constantes de acidez las especies
pueden encontrarse como especies neutras o como especies disociadas o
protonadas. Por ejemplo, a un pH menor al pKal de As(lll) (9.2), esta especie
se encontrara en su forma neutra o totalmente protonada (HsAsOs), mientras

gue las demas especies, al poseer cada una un pKal menor al de As(lll) (como



se muestra en la Tabla 1.2), se encontraran en su forma disociada (Fig. 1.2b,
1.2c, 1.2d), con una determinada carga dependiendo si es un acido triprético
como As(V), diprético como MMAs(V) o monoprético como DMAS(V).

Tabla 1.3: Constantes de acidez (pKa) de As(lll), As(V), MMAs(V), DMAs(V) y

AB [20, 21].

As(V) species, %

As(llN) As(V) MMAs(V) DMAs(V) AB
pKal 9.2 2.3 4.1 6.2 2.2
pKa2 12.1 6.8 8.7 - -
pKa3 12.7 11.6 - - -
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Como un ejemplo, el As(lll) no presenta retencion en una columna de
intercambio aniénico a un pH menor a 9 y se eluye en el volumen muerto,
mientras que las otras tres especies son separadas en funcion de la carga
negativa que presentan. Para realizar cromatografia por intercambio aniénico
predomina el uso de las columnas de intercambio anidénico PRP-X-100,
utilizando tipicamente tampon de fosfatos como la fase movil [19].

En el caso del intercambio cationico se pueden separar las especies
AB, AC, TMAO y TMAs*, tipicamente utilizando piridina a un pH <4 como fase
movil, ya que a pH relativamente bajo estas especies se encuentran en forma
cationica (Fig. 1.1) e interaccionan con los grupos anionicos de las fases
estacionarias de este tipo de separaciéon [16]. Al igual que en intercambio
anionico, el As(lll) no interacciona en la fase estacionaria a pH entre 2y 9
puesto que como ya se menciono se encuentra en su forma neutra (Fig. 1.2a)

y por lo tanto se eluye en el volumen muerto.

1.2.3. Fase inversa con formacién de pares i6nicos

La cromatografia por pares ionicos puede utilizarse en el analisis de
especies arsenicales tanto neutras como ioénicas en una sola corrida. Esta
técnica se basa en la separacion de iones en una columna de fase inversa al
afiadir a la muestra y a la fase mévil un reactivo idnico que tiene una parte de la
molécula con cierta hidrofobicidad y que contenga al mismo tiempo una parte
hidrofilica con carga opuesta al analito. De esta manera, los solutos forman con
Sus contra-iones pares ionicos robustos y de caracter apolar que pueden ser
separados en una columna de fase inversa [22].

El ion tetrabutilamonio (TBA), tanto en su forma hidroxilada como
fosfatada, es el agente mas comunmente utilizado como contra-ion de las
especies anionicas de MMAs(V), DMAs(V) y As(V), ya que es un cation de
amina cuaternaria. Al igual que en intercambio anionico, en pares iénicos tanto
As(lll) como AB co-eluyen en el mismo tiempo a pH entre 2 y 7. Para lograr
separar estas especies es posible utilizar un pH cercano a 9, ya que a estas

condiciones, una fraccion del As(lll) se encontrard en su forma anionica
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disociada (H2AsOs3) (Fig. 1.2a), y podra ser retenida débilmente, obteniéndose
su separacion de la AB. Con respecto a la separacion de las especies cationicas
del As, pueden separarse usando pentasulfonato, hexasulfonato,
heptasulfonato o dodecilsulfonato como pares anionicos.

La resolucion de esta técnica depende de la concentracién del reactivo

para formar los pares idnicos, el flujo, fuerza idnica y el pH de la fase movil. [19].

1.2.4. Electroforesis capilar

La electroforesis capilar (CE) se ha utilizado en especiacion de As por su
alta eficiencia de separacion. Las especies As(lll), As(V), DMAs(V), MMAs(V),
AB y AC pueden separarse con electroforesis capilar en zona, aunque para el
As(V) no puede analizarse a pH alcalinos, ademas de que a pH &cidos se
requiere de largos tiempos de analisis.

En esta técnica, la separacion es controlada por el flujo electroforético y
el flujo electroosmético. Cuando se utilizan modificadores en flujo
electroosmoético (EOF) inverso, o cuando se utiliza un capilar recubierto para
cambiar su polaridad, se puede aplicar separacion en modo de voltaje negativo.
En estos casos, el EOF y los aniones migran al final del capilar para su deteccion
[19]. Se ha demostrado la separacion de las 6 especies mencionadas de As
utilizando voltaje negativo en la entrada del inyector, separando las especies en
un tiempo de 20 min, pero este tiempo se puede reducir a 10 min aplicando una
presion positiva al vial de entrada durante la electroforesis, a costa de una
pérdida de resolucion [23]. La electroforesis capilar ha sido utilizada
exitosamente soOlo en el andlisis de estandares o para matrices simples. En
aplicaciones para el analisis de muestras reales de matriz compleja, se
observan desplazamientos en el tiempo de migracion, ademas, los limites de
deteccion alcanzados con CE son inferiores a HPLC cuando se utiliza el mismo

sistema de deteccién [19].
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1.2.5. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (GC) se puede utilizar en la especiacion de
As cuando se aplica una derivatizacion pre-columna que convierte las especies
de interés en compuestos volatiles termoestables. Tipicamente mediante la
técnica de generacion de hidruros (HG) se forman arsinas volatiles que se
hacen pasar por una trampa criogénica (un tubo en forma de U sumergido en
nitrégeno liquido) para preconcentrarlas [24]. Una vez que se retienen las
arsinas, el tubo se conecta con el cromatografo de gases, se remueve del
nitrogeno liquido y el tubo es calentado a 200 °C [19, 25].

En un estudio de especiacion de As en organismos marinos, Kaise et al
[26] llevaron a cabo la separacion de iAs, MMAs(V), DMAs(V) y TMAO mediante
el sistema descrito anteriormente con GC-MS utilizando una columna de vidrio
(3 m x 3 mm didametro interno) empacada con 3% silicon OV-17 en Chromosorb
W (SiOz2) y una temperatura de horno de 50 °C, obteniendo limites de deteccion
de 0.1 pg kg en muestra bioldgica [26].

1.3. Detectores utilizados en separacion de especies arsenicales por
HPLC

1.3.1. Espectrometria atdmica

La espectrometria de absorcién atomica mide la cantidad de radiacion
electromagnética que es absorbida por los atomos del analito a la longitud de
onda resonante (se utiliza la linea mas intensa del elemento), que sera
proporcional a la concentracién del analito en la solucion estudiada. El haz
incidente, es emitido por una ldmpara de catodo hueco (hollow-cathode lamp) o
por una lampara de descarga sin electrodo (electrodeless discharge lamp) y es
absorbido por los atomos que se encuentran en el paso 6ptico en fase gaseosa
y en su estado fundamental de energia.

En cuanto al sistema de atomizacion, se utiliza la llama (FAAS por sus
siglas en inglés) y el horno de grafito (GFAAS). En GFAAS la atomizacién de la
muestra ocurre en un tubo de grafito calentado de manera electrotérmica y la

sefal analitica se mide solamente en la etapa de atomizacion cuando la fase
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gaseosa contiene principalmente atomos libres del analito. Una vez que la
muestra se encuentra en el horno de grafito, se seca el solvente a una
temperatura de aproximadamente 10 °C mas alta que su punto de ebullicion.
Posteriormente, la muestra se piroliza para remover la mayor cantidad de
materia organica sin la pérdida del analito a una temperatura que varia entre los
350 °C a los 1600 °C. Finalmente, el tubo es calentado rapidamente a
temperaturas entre 1800 y 2800 °C para vaporizar y atomizar el analito de
interés [14, 27]. De estos métodos (FAAS y GFAAS), FAAS ofrece resultados
mas rapidos, permite trabajar con cantidades de muestra mayoresy las posibles
interferencias son pocas. Su mayor limitacién sin embargo es que la muestra es
introducida de manera continua mediante el proceso de nebulizacién y que el
transporte es ineficiente (Unicamente el 2% de la muestra aspirada al
nebulizador alcanza a entrar a la llama). Por su parte, GFAAS presenta una
mayor sensibilidad, ademas se requieren cantidades menores de muestra y
alcanza limites de deteccion suficientemente bajos para analizar muestras
bioldgicas y medioambientales, aungque esta técnica tiene una menor precision
y mayor numero de interferencias.

De las técnicas de espectrometria atbmica se encuentra también la
espectrometria de emision atébmica (AES), que se fundamenta en la produccion
y deteccidn de espectros lineales emitidos durante el proceso de relajacion
radiactiva de los electrones valentes en un atomo excitado térmicamente. Los
espectros de lineas son especificos de cada elemento y la adecuada seleccién
de una linea y su aislamiento por medio de un monocromador permite verificar
la presencia de un elemento en particular y medir su concentracion [14, 28].

Las etapas en esta técnica son esencialmente la introducciéon de la
muestra, atomizacion, excitacion y un sistema para adquirir los espectros de
emision. Para la cuantificacion se mide la intensidad de emision en una linea,
tipicamente la mas intensa en el espectro del elemento. La fuente de
atomizacion y excitacion es un plasma, es decir, un gas que se encuentra
ionizado y debe presentar ciertas caracteristicas como lo son, que sea en su

totalidad eléctricamente neutro, que no forme compuestos estables con los
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analitos y que posea altas energias de ionizacion, lo que significa que permite
obtener espectros relativamente simples. La fuente de plasma més utilizada es
el plasma de acoplamiento inductivamente (ICP), que es generado por argon
gue debe ser ionizado y sostenido en estado de plasma por un generador de
alta frecuencia [27]. Sin embargo, existe también el plasma sostenido por
microondas (MIP) que utiliza nitrégeno o helio en vez de argon.

Las lineas de emision utilizadas para el As son 193.695 nm, 234.894 nm,
228.812 nm, 197.198 nm, 188.979 nm, cada una de las cuales presentan
interferencias con distintos elementos y ofrece distinta sensibilidad. La longitud
de onda de 193.695 nm es la mas utilizada al estudiar As, dada su intensidad y
sus pocas interferencias [29, 30], aunque en este trabajo se propone la
utilizacién de la longitud de onda de 228.812 nm por su alta sensibilidad e

interferencias con elementos poco comunes en muestras medioambientales.

1.3.2. Espectrometria de masas atémica

La técnica de espectrometria de masas se basa en la atomizacion de la
muestra, su posterior ionizacién, introduccién a un separador de masas y su
deteccidén/conteo con base en la relacion de su masa sobre su carga (m/z). La
espectrometria de masas atomica presenta limites de deteccién que son para
muchos elementos tres érdenes de magnitud mejores que en las técnicas de
espectrometria 6pticas. Tiene también la capacidad de medir relaciones
isotépicas atdmicas, pero suele tener un coste mas elevado que los
instrumentos Gpticos atomicos [27].

El arsénico puede determinarse mediante espectrometria de masas con
el plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) utilizando la sefial de m/z 75
correspondiente al ion atomico del As con una carga positiva. La principal
desventaja al utilizar esta técnica para analizar arsénico es la interferencia del
ion poliatdmico 3°CI*°Ar* Debido a que el As es monoisotdpico, es necesario
eliminar esta interferencia [14]. En el caso de espectrometro de baja resolucion
(cuadrupolo como filtro de masa), para la eliminacion de interferencias

poliatbmicas, se utiliza la tecnologia de celda de colisién/reaccion. Un tipo de
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estas celdas utiliza gases inertes; en este caso se introduce un flujo de He
perpendicular al movimiento de iones, produciéndose las colisiones de forma
preferente con el ion poliatdmico lo que disminuye su energia cinética o provoca
su disociacion, de esta manera se logra discriminar entre iones poliatbmicos y
atomicos dejando que solamente los ultimos entren al cuadrupolo. Al igual que
para la técnica ICP-AES, la técnica ICP-MS tiene altos costos de operacion
debido a que el plasma es generado con gas argdn (ademas del requerimiento
de alto vacio).

Ademas de espectrometria de masas atoémica, se pueden utilizar
diferentes tipos de detectores masicos con fuentes de ionizacion relativamente
suaves, lo que permite no solamente cuantificacion de compuestos conocidos,
sino también la caracterizacion estructural de aquellos no identificados o no
esperados en una muestra dada. Como ejemplo del andlisis de especies
desconocidas, se ha reportado el monitoreo de ion selectivo (SIM) en el analisis
de especiacion de As mediante HG-GC-MS estudiando los iones 76 y 78 m/z
para AsHs, 90 para CHsAsH2, 90 para (CHzs)2AsH, y 103 y 120 para (CHs)3As
[26].

Una gran cantidad de compuestos organoarsenicales y productos de
degradacion del acido fenilarsénico, y del &cido o-arsanilico han sido aislados e
identificados en muestras de suelo utilizando un conjunto de técnicas, entre ellas
HPLC-ICP-MS, y de manera complementaria, mediante espectrometria de
masas con ionizacion por electronebulizacién (ESI-MS) sin y con previa
separacion cromatografica y con diferentes sistemas de separacion de iones,
especialmente utiles para obtener los espectros de fragmentacién de iones (por
ejemplo combinando cuadrupolo con tiempo de vuelo, QTOF). Los complejos de
As-(ll1)-tiol o As-fitoquelatinas (As-PC) y los mecanismos de tolerancia de As han
sido estudiados ampliamente en plantas terrestres mediante HPLC-ICP-MS con

ayuda de técnicas con potencial de caracterizacion estructural [31].
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1.3.3. Sistemas no cromatograficos en la especiaciéon de arsénico
1.3.3.1. Espectrofotometria UV-Vis

La mayoria de los métodos colorimétricos para la medicién de As se
basan en el método de Gutzeit, donde se genera arsina por adicion de polvo de
Zn en presencia de un acido fuerte, y cuantificando la arsina por medio de la
reaccion con dietilditiocarbamato (AgDDTC) de plata, o en papel impregnado
con bromuro de mercurio (HgBrz). La arsina producida reacciona con el
AgDDTC disuelto en eferina/cloroformo o piridina, y forma un complejo color
rojo, que presenta banda de absorcion con el maximo a 520 nm [14]. En el caso
de bromuro de mercurio las arsinas forman halogenuros pardo-amarillos mixtos
de arsénico y mercurio. Para eliminar las interferencias provocadas por los iones
sulfuro, los cuales resultan en falsos positivos, en este método se agrega un
agente oxidante.

Johnson y Pilson propusieron una modificacion para el método estandar
consistente en la adicién de iones molibdato (utilizado para la medicién de
fosfatos en aguas naturales), debido a que los fosfatos y el As(V) forman un
complejo con molibdato reducido que absorbe fuertemente en IR a 880 nm. La
reaccion es selectiva para As(V), mientras que el As(lll) no forma complejo. Para
obtener el compuesto absorbente se utliza tartrato de antimonilo
(OOCCOHCOHCOO(ShO)2) como catalizador y para oxidar As(lll) se utiliza
yoduro de potasio con acido ascoérbico. De esta manera el As disuelto puede
ser cuantificado a partir de la diferencia entre las respuestas obtenidas para el
As(V) y para los fosfatos. En concreto, en una alicuota de la muestra se oxida
el As(lll) para que la totalidad del arsénico se acompleje y la absorcién medida
en esta corrida corresponde a la suma de As(V) + P(V); en otra alicuota de la
muestra se reduce el As(V) para obtener la sefal pura de P(V), y mediante la
resta de estas dos respuestas se calcula la absorbancia correspondiente a As

total en la muestra [32, 33].
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1.3.3.2. Espectroscopia de rayos X

En el caso de espectroscopia de rayos X se pueden emplear dos técnicas
distintas, basadas en fluorescencia de rayos X (XRF) y en absorcién de rayos
X (XAS), cada una de las cuales se describen brevemente a continuacion.

En XRF (fluorescencia con energias de excitacion en el intervalo de 1 a
60 keV) es el resultado de un bombardeo de la muestra con un haz de
electrones de elevada energia y la posterior expulsion de los electrones mas
internos de atomos contenidos en dicha muestra, con un subsecuente
reacomodo de los electrones de las capas mas externas para ocupar el espacio
del electron eyectado. Como resultado de estas transiciones y de la diferencia
en las energias de enlace entre las dos capas se emite energia en forma de un
fotdn de rayos X caracteristico del elemento analizado [27, 34]. La técnica de
fluorescencia de rayos X de energia dispersiva es adecuada para el andlisis de
muestras solidas como minerales, suelos o vegetales molidos. También existen
pretratamientos como fusion de las muestras para eliminar el efecto de tamafio
de particula. El andlisis de muestras liquidas requiere de un tratamiento de
preconcentracion por evaporacion. La cuantificacion de As total en la muestra
mediante espectrometria de fluorescencia de rayos X de energia dispersiva se
realiza utilizando la linea Ka del As (10 543.4 eV) aunque el poder de deteccion
es mucho inferior respecto a las técnicas presentadas antes. Tipicamente se
usa un tubo de rayos X de Rh y un filtro primario de Ni. La interferencia mas
importante de este método es la linea cercana La del Pb (10 551 eV), aunque
es posible evitarse empleando la linea Kg del As (11 725.8 eV).

El principio de la espectroscopia de absorcion de rayos X (XAS) consiste
en la excitacion de los electrones de los niveles atdmicos K, L o M del atomo de
analito por el haz de rayos X. Si la energia del foton incidente es suficiente para
arrancar los electrones localizados en los niveles internos, entonces se produce
la absorcién de energia, observandose un salto agudo en el espectro de
absorcion. Este aumento en el espectro se denomina borde de la banda de
absorcion (en inglés absorption edge) y la energia con la cual ocurre depende

de la energia de union de los electrones del atomo, siendo, por lo tanto
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caracteristica de cada elemento quimico. De esta manera en XAS se obtiene
un espectro del coeficiente de absorcion de los rayos X en funcion de la energia
de la radiacion incidente. Tal como se ha dicho, en este espectro se distingue
el borde de la banda de absorcion (Edge), pero después de esta region aparece
una segunda region de oscilacion en el coeficiente de absorcion. De esta
manera, en el espectro XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure) la sefal
de absorcién es caracteristica para un elemento y sus diferentes compuestos y
en el espectro EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine Structure) las
oscilaciones son caracteristicas del numero de coordinacion y de la distancia
interatdbmica entre el elemento de interés y sus atomos vecinos. Para realizar
mediciones de XAS se necesita una fuente intensa de rayos X que puede ser
encontrada en los laboratorios de luz sincrotron. Para llevar a cabo la
especiacion de As mediante XAS se utiliza la region EXAFS del espectro,
sometiendo compuestos “modelo”, es decir estandares de los compuestos que
se esperan en las muestras (As(lll), As(V), MMAs(V), DMAs(V), etc) registrando
espectros de la linea Ka del As (11.867 keV). Posteriormente las muestras
reales, de ser liquidas deben absorberse en un tipo de pafuelo llamado
Kimwipe, y en el caso de que sean sélidas son depositadas en pozos de Al,
sostenidos con cinta Kapton y son sometidas a la radiacién de rayos X en las
mismas condiciones que los compuestos modelo. Se obtienen los espectros de
los compuestos modelo y de las muestras analizadas, y mediante un programa
adecuado para manipulacién de espectros de rayos X se hace una comparacion
estadistica de la parte oscilatoria y de la sefial de borde de absorcion (Edge) de
los compuestos modelo contra las muestras analizadas. Finalmente, el
programa utilizado lleva a cabo el calculo del porcentaje de cada uno de los
compuestos modelo que conforma el espectro de la muestra real. El uso de XAS
presenta la ventaja de un minimo requerimiento de tratamiento de muestra, lo
gue permite evitar cambios en la especiacién nativa (debido a interconversion
de especies, contaminacidén o pérdidas). Asi mismo, la posibilidad de realizar
los analisis directamente en la muestra (in -situ) abre la posibilidad de obtener

imagenes de localizacion del As en estructuras vegetales [31, 34].
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Aunque se ha vuelto un campo muy estudiado, la espectroscopia de
rayos X presenta relativamente bajo poder de deteccién y baja sensibilidad en
comparacion con las técnicas descritas en secciones anteriores, ademas de que
cuando se trata de técnicas aplicadas en sincrotrén, los costos de analisis son

bastante elevados.

1.4. Espectrometro de emision atbmica de plasma por microondas
(MP-AES)

El espectrometro de emision atdmica de plasma por microondas (Agilent MP-
AES 4100) tiene distintas ventajas sobre equipos que emplean ICP (OES y MS) y
sobre espectrometros de absorcion atémica. El plasma de microondas excitado
magnéticamente proporciona mejor sensibilidad, rango dinamico lineal, limites de
deteccidn y velocidad de analisis que FAAS y ademas tiene la capacidad de realizar
andlisis multi-elemental y en este Ultimo aspecto, supera todas las técnicas de
absorcién o fluorescencia atomica. EI MP-AES no requiere del uso de gases
flamables, téxicos, u oxidantes como el oxigeno, utilizado para crear la flama en
FAAS. Ademas, a diferencia de ICP que utiliza Ar para la generacion del plasma, el
MP-AES utiliza plasma sostenido por nitrdgeno, disminuyendo drasticamente los
costos de operacion. Se han realizado estudios satisfactorios de este equipo en
aplicaciones para la industria minera, de alimentos, en agricultura, quimica y

petroquimica [35].

1.4.1. Requerimientos instrumentales

La introduccion de la muestra en el MP-AES se lleva a través de camaras
de nebulizacion, las cuales varian en disefio dependiendo del tipo de analisis
que se requiera hacer, por ejemplo, aquellas utilizadas para compuestos
organicos, cuentan con un doble paso para purgar con aire el flujo y evitar
depdsitos que obstruyan y afecten el sistema, o las utilizadas para la introduccién
por generacion de hidruros, donde se tienen dos entradas para muestra y agente

reductor, y su respectiva salida de desechos. El software controla una bomba
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peristaltica que forma parte del equipo, en la cual existen 5 posiciones para
conectar las conexiones necesarias en el sistema utilizado.

Debido a que el plasma es sostenido por N2, uno de los principales
accesorios utilizados para el MP-AES es un generador de nitrogeno. El
generador de nitrégeno Agilent 4107 produce nitrégeno con >99.5 % de pureza
para lo cual se necesita aire comprimido limpio, seco y libre de aceites y polvo,
a un flujo de 115 L min*? a 620 kPa.

Los requerimientos eléctricos del equipo son de una corriente monofasica
de corriente alterna 10 A, con alimentacion de 200 — 240 V + 10 %, y 50/60 Hz.

1.4.2. Generacioén del plasma

El MP-AES funciona mediante un plasma estable que es sustentado por
energia de microondas. Esto proporciona la posibilidad de procesar facilmente
matrices complejas, como sustancias con un alto contenido de solidos,
combustibles y compuestos organicos [36].

Para formar el plasma, el equipo cuenta con un alimentador de corriente
de alto voltaje de estado solido con una potencia fija de 1 kW, y de un magnetrén
de 2.45 GHz que son utilizados para generar un campo magnético y un campo
eléctrico. Una guia de microondas concentra este campo magnético axial y el
campo eléctrico alrededor de la antorcha (Fig. 1.3), enfocando la energia de
microondas en esta zona para la generacion del plasma y su sostenimiento. Un
generador de nitrogeno alimenta el plasma de microondas evitando el uso de
fuentes adicionales de gas.

El efecto superficial del campo magnético producido por el magnetrén
provoca que el plasma adopte una forma toroidal y se hace posible la
introduccidon de muestras liquidas por el canal central directamente al interior del
plasma, facilitando de esta manera los procesos de descomposicion,
atomizacion y excitacion.

Para la ignicion del plasma se utiliza un flujo momentaneo de Arde 1.5L

min~ a 210 kPa, sin embargo, cada ciclo de ignicién utiliza Gnicamente ~ 75 mL
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de argdn pues una vez que el plasma esta operando, automaticamente el flujo
de argbn cambia a nitrégeno para el sostenimiento del plasma [37].

El plasma de microondas de nitrogeno es considerablemente mas
caliente que una flama de acetileno, alcanzando una temperatura promedio
cercana a los 5 000 K. A esta temperatura, la emisién atdmica es intensa para
la mayoria de los elementos, dando como resultado mejor capacidad de
deteccion en comparacion con FAAS para la mayoria de los elementos, dada la
baja eficiencia de absorcion de fotones por los atomos en flama [38-42].

El plasma estd orientado verticalmente para mejorar el analisis de
muestras complejas e incluye un sistema de visualizacion terminal o axial para
lograr una sensibilidad 6ptima y mejores limites de deteccion, los cuales pueden

ser optimizados para cada longitud de onda.

Fig. 1.3: Esquema interno de generacién del plasma en el MP-AES Agilent 4100.
Lineas azules: campo magnético. Lineas rojas: campo eléctrico. 1: Magnetron de

2.45 GHz. 2: Orientador de microondas.

1.4.3. Sistema optico

El MP-AES posee un sistema pre-0ptico que enfoca la radiacién emitida por
los atomos excitados del plasma, para permitir su observacién axial [28] como
muestran las flechas rojas en la Fig. 1.4, donde se muestra que el haz de luz
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debe atravesar varios reflectores para posicionar su direccion en sentido
horizontal.

El MP-AES cuenta con un monocromador (disefio Czerny-Turner) (Fig. 1.4),
con 600 mm de longitud focal y una rendija de difraccién holografica con 2 400
lineas mm. Las longitudes de onda a las que funciona el sistema éptico estan
en el rango de 178 - 780 nm. El sistema 0Optico puede ser purgado con N2 (10 L
min-1) para protegerlo del polvo o ambientes corrosivos. Ademas, un flujo de aire
comprimido (25 L min't a 500 kPa) esparce el calor generado por el plasma para

proteger el sistema pre-optico.

Fig. 1.4: Esquema interno del sistema 6ptico del MP-AES Agilent 4100. En flechas
rojas se muestra la trayectoria de la luz a través del sistema 6ptico. 1. Antorcha. 2.

Lente pre-optico. 3. Reflectores. 4. Monocromador. 5. Detector.

1.4.4. Detector

El MP-AES cuenta con un detector de tipo dispositivo de acoplamiento de
carga (por sus siglas del inglés Charge coupled device — CCD) en estado sélido
(Fig. 1.4) sensible a longitudes en la region UV. Tiene una resolucion de 532 x
128 pixeles, disefiado especialmente para deteccién de bajas intensidades de
radiacion con >90 % de eficiencia cuantica de sensibilidad de pico. El detector
es enfriado a 0 °C mediante un dispositivo termoeléctrico Peltier para disminuir

la corriente negra (corriente eléctrica relativamente pequefia que fluye a traves
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de dispositivos fotosensibles aun cuando no esta recibiendo luz) y asi reducir el
ruido de la linea base.

El arreglo del detector CCD almacena el espectro del (los) analito(s) y el
fondo espectral vecino, permitiendo una correccion simultanea del fondo para

mejorar la estabilidad y precision.

15. Generacion de hidruros como método de introduccion de

muestra

La generacion de hidruros (HG) es una técnica utilizada para el estudio de varios
elementos de interés ambiental formadores de hidruros covalentes volétiles, como
As, Hg, Sh, Se, Te, Ge, Sn, Pb, Bi, Cd, Sny Th [43, 44]. La reaccién se lleva a cabo
en la solucién de muestra agregando un reductor adecuado en presencia de un
acido, el vapor compuesto por hidruro(s) junto con el exceso de hidrégeno son
separados de la matriz quimica de muestra y transportados en la fase gaseosa hacia
el sistema de deteccion. La (HG) es usada comunmente como una derivatizacion
post-columna (o en la introduccién directa de la muestra) para mejorar la eficacia de
transporte de los analitos hacia la fuente de atomizacién/excitacion/ionizacion
eliminando al mismo tiempo potenciales interferentes. Como resultado, se obtiene
mas alto poder de deteccion y mejor selectividad respecto a la introduccion
convencional mediante el sistema de nebulizacion [44, 45].

Dependiendo del disefio, HG se puede llevar en un sistema tipo “batch” o en
flujo, siempre pudiéndose realizar una etapa de preconcentracion mediante
atrapamiento de hidruro(s) en una trampa (globo, tubo-U sumergido en nitrégeno
liquido, tubo de grafito, etc.). En esos sistemas de preconcentracion los limites de
deteccidén pueden aumentar de 10 a 100 veces en comparacion con los procesos

de nebulizacion de muestras liquidas [14, 30, 44, 46].

1.5.1. Generacion de hidruros de las especies de arsénico
La reaccién de HG en el caso del As se lleva a cabo por la reaccion de los
diferentes compuestos de As con un agente reductor, generalmente NaBH4[30],

KBH4 [47], Zn o SnClz2 en condiciones &cidas [14]. Durante la reaccion del
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borohidruro en medio acido se produce el hidrégeno in situ que reacciona con
especies de As para formar arsinas (Fig. 1.5), siendo el borohidruro de sodio el
agente reductor mas utilizado. Durante esta reaccion las especies As(lll) y As(V)
forman arsina (AsHs), MMAs(V) produce monometilarsina (CHzAsH2) y DMAs(V)
produce dimetilarsina ((CHs)2AsH), cuyos puntos de ebullicion son -55 °C; 2°C;
y 35.6 °C, respectivamente [19]. Ya fue mencionado que la conversion de
especies de As en respectivas arsinas volatiles permite mejorar la eficacia de
transporte hacia el detector, eliminando al mismo tiempo potenciales

interferencias relacionadas con la composicion de la muestra matriz.

BH, +3H,0+H" —5H,BO, +8H"
As(I)+ 6H —2> AsH., .o +1.5H, T

AsH

K
g — > AsHy

3lagueou

Fig. 1.5: Mecanismo de reaccién de la generacién de hidruros para As [48].

1.5.2. Acondicionamiento de las muestras

Al realizar la HG se deben considerar varias condiciones para obtener una
alta eficacia de reaccion como lo son la concentraciébn de agente reductor
utilizado, el tipo de &cido y su concentracioén, el pH de las muestras y los estados
de oxidacién del As presente en las muestras. A continuacion, se describen los
procesos por los cuales estas caracteristicas son importantes al realizar esta

reaccion para el estudio de As.

1.5.2.1. Estado de oxidacion
Aunque As(lll) y As(V) forman arsina (AsHs) en medios fuertemente
acidos, existen diferencias significativas en la eficacia entre los dos, debido a
que As(Ill) produce AsHs de forma mas eficiente que As(V) [29, 30, 43, 49, 50].
Es por ello que, para la determinacion de As inorganico total, es necesario
reducir todas las especies en As(lll), tipicamente al reaccionar la muestra con
Nal, Kl o SnCl2 [14, 30, 49-51].
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En la mayoria de los trabajos revisados se utiliza 1% KI como reductor de
As(V) en las soluciones para mejorar la formacién de arsinas [14, 29, 45, 47, 49,
52-54]. Se debe agregar acido ascorbico a las soluciones de Kl para evitar la
oxidacion del yoduro a yodo libre por la presencia de oxigeno [14, 29, 45, 53,
54]. Se sabe que la L-cisteina también ha mostrado una reduccion adecuada del

As con condiciones menos acidas y en una menor cantidad de reactivos [29].

1.5.2.2. Condiciones de pH

El pH al cual se preparan las soluciones es importante para la HG,
puesto que, como se menciond en la seccion 2.1.1 las especies del arsénico
presentan propiedades acido-base (Tabla 1.3).

Cuando el pH de la reaccibn de generacibn de hidruros es
minuciosamente controlado, es posible diferenciar entre As(lll) y As(V) puesto
que a un pH entre 5y 6, Unicamente los compuestos de As(lll) pueden ser
convertidos en arsina [19, 29]. Esto sugiere que para que se genere arsina, se
necesita que la especie se encuentre en su forma neutra, pues a estas
condiciones As(lll) se encuentra en su forma totalmente protonada y neutra
H3AsOs, mientras que As(V) se encuentra en su forma aniénica disociada
H2AsOs (Fig. 1.2ay 1.2b).

En una muestra acidificada a un pH menor a 2 las especies As(V),
DMAs(V) y MMAs(V) forman arsinas volatiles, al encontrarse estas especies en
sus formas neutras (Fig. 1.2b, 1.2c y 1.2d) [29, 46].

1.5.2.3. Concentracion del agente reductor
La concentracion utilizada de NaBHs4 es de suma importancia. Por
ejemplo, a altas concentraciones de NaBHa4 la eficacia de generar arsina del
As(V) aumenta y por ello aumenta la magnitud de sefiales analiticas
obteniéndose buena linealidad de la curva de calibracién, pero en el caso de
As(lll) este efecto no se observa y, al contrario, se pierde la linealidad entre la

sefal y la concentracion de As(lll).
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Tabla 1.4: Condiciones de concentracion de NaBHs4 para formar hidruros en

diferentes trabajos revisados.

% NaBH4 % NaOH Analisis Deteccion Referencia
0.2 0.5 Agua potable, superficial, FI-AAS [14]
subterrdnea y residual
0.2 0.025  Estandares de As(lll) FI-AAS [29]
0.5 0.05 Material estandar de AAS [45]
referencia para agua
(NIST1640; NIST1643e)
2 0.1 Agua subterranea y AAS [47]
recolecciones de agua de
lluvia
2 Agua de mar GFAAS [55]
1 0.4 Fraccion dializable de algas AFS [56]
marinas
0.5 0.5 Trucha, ostras, alimento para AAS [57]
peces, materiales de
referencia estandar TORT-2
(hepatopancreas de
langosta) y DORM-3
(musculo de tiburon)
15 0.1 Agua y tejidos de plantas AFS [58]
1 0.12 Levadura para pan ICP-OES [59]
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En particular, Sigrist et al (2004) [29] propusieron un meétodo de
especiacion de As basado en la distinta cinética de produccion de AsHs
mediante HG entre As(lll) y As(V), puesto que como se ha mencionado en las
secciones anteriores As(lll) produce arsina de manera mas eficiente que As(V),
mientras que As(V) requiere de soluciones fuertemente acidas para llevar a
cabo la reaccion.

Se estudiod la HG de As(lIl) y As(V) por separado a concentraciones entre
0.0125 %y 0.5 % de NaBH4 con HCI 2M en un sistema de andlisis por inyeccion
en flujo con detecciébn por espectrometria de absorcion atomica (FIAAS),
utilizando la linea de As 193.7 nm; en este trabajo se observd que a altas
concentraciones del borohidruro las funciones de calibracion para As(lll) dejan
de seguir una tendencia lineal, mientras que la pendiente de las funciones de
regresion lineal para As(V) aumenta conforme sea mayor la concentracion de
NaBH4. También se concluyd en estos estudios independientes que a
concentraciones menores de 0.1 % de NaBH4 en presencia de HCI 2M el As(V)
no produce AsHs ya que las sefales fueron muy bajas en comparacion con la
absorbancia obtenida para la misma cantidad de As(lIl). De ahi en el trabajo
citado se llevd a cabo la determinacion de estas dos especies seleccionando
concentraciones menores de 0.05 % de NaBHa4y realizando dos corridas de
muestra. En una de ellas, el resultado correspondié a As(lll) y en otra corrida,
agregando sistema yoduro/acido ascérbico para la reduccion de As(V) a As(lll),
el resultado fue indicativo de As total [29].

Cuando la concentracién de borohidruro de sodio utilizada es del 1 %,
tanto As(V) como MMAs(V) y DMAs(V) producen arsinas [43]. En distintos
trabajos se ha demostrado que las concentraciones de NaBH4 mas indicadas

para la HG son entre 1y 2% p/v (Tabla 1.4).

1.5.2.4. Acidificacion de la muestra
La reaccion de HG se requiere llevar a cabo en medio acido como se
muestra en la Fig. 1.5, y como se reporta en la bibliografia. Especificamente, se

han encontrado estudios donde, mediante experimentos sistematicos se hace
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seleccion de las condiciones adecuadas para llevar a cabo la reaccion,
dependiendo del tipo de acido (organico, inorganico) y su concentracion.

Nobbins [49] utilizé una solucién 30 pg L* de As(lll) (como As(NOs3)3) y
el sistema HG-FAAS para estudiar el efecto de diferentes acidos inorganicos
sobre la eficacia de generacion de arsina, estos acidos fueron: 25 % HCI, 12.5
% HCI + 12.5 % H3POas, 25 % H3PO4, 12.5 % H2S04, 25 % HNOs. Los resultados
mostraron la sefial analitica mas alta en presencia de 25 % HCI, mientras que
la mezcla HsPO4-HCI mostré la mejor reproducibilidad. El uso de H2SO4y H3PO4
no fue recomendado debido a una baja respuesta, tanto en altura de pico como
para area de pico. También se encontré que en soluciones con HNO3s se forma
un precipitado cuando se utiliza Kl para reducir el As(V), lo que provoca una
disminucién en la altura de picos [49], aunque Welz y Melcher comprobaron
una disminucion de interferencias por metales de transicion con la presencia de
HNOs3 [60].

Anderson et al. realizaron un estudio sobre la reduccion selectiva de As
para la formacion de hidruros en distintos tipos de acidos, tanto organicos como
inorganicos. En este estudio se muestra que al formar hidruros en presencia de
HCI la sefial de absorcion del As(lll), MMAs(V) y DMAs(V) aumentan conforme
aumenta la concentracién del &cido, hasta llegar a un punto maximo, después
de lo cual el aumento de la concentracion del &cido empeora la sefial, mientras
qgue la sefal de As(V) es muy baja comparada con las demas, con una ligera
tendencia de incremento de la concentracion de acido. En presencia de HNO3
0 de H2SO4 los cambios de las sefiales siguen una tendencia similar a las
obtenidas con HCI, y en presencia de H3POa4 se obtienen valores muy bajos de
la relacién sefal-ruido (S/N). En el caso de los &cidos organicos, se analizaron
los acidos citrico, oxalico y acético. En este caso se obtuvieron absorbancias
similares e intensas para As(lll) y DMAs(V) que ademas iban en aumento con
creciente concentracion del acido, mientras que MMAs(V) y As(V) presentan
absorbancias mucho mas bajas. En presencia del acido tartarico la absorbancia
de As(V) aument6d rapidamente conforme aumentaba la concentracion del

acido, por una probable reduccion a As(lll). Para el resto de los compuestos de
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As los cambios de sus sefiales fueron similares a los observados en presencia
de otros acidos orgénicos. En el caso del acido mercaptoacético, se obtuvo un
sorprendente resultado, ya que las sefiales de las cuatro especies estudiadas
fueron afectadas de manera muy similar, presentando un maximo a una
concentracion de 0.1 M. Finalmente se concluye que no es posible llevar a cabo
la especiacién mediante la seleccion del acido y/o su concentracidn, aunque se
puede determinar la cantidad de iAs utilizando HCI 5 M puesto que en estas
condiciones no se forman hidruros de MMAs(V) y DMAs(V). Ademas, es posible
separar DMAs(V) + As(lll) de MMAs(V) + As(V) llevando a cabo la HG en
presencia de acido acético 0.16 M ya que a estas condiciones las sefales del
As(lll) y del DMAs(V) son similares y son mucho mayores a las sefales de
MMAs(V) y que As(V). A estas mismas condiciones es posible separar DMAs(V)
de las demas especies si se lleva a cabo la oxidacion del As(lll) [52, 61].

Varios estudios indican que las concentraciones 6ptimas de HCI a utilizar
en la HG de As(lll), As(V), MMAs(V) y DMAs(V) son de al menos 3 M, y se
menciona que las interferencias causadas por presencia de especies metalicas
son mucho menos pronunciadas incluso a mayores concentraciones del acido
[43, 49, 60], siendo éste el mas utilizado para llevar a cabo esta técnica [14, 29,
43, 45, 47, 49, 55-60, 62-65].

1.5.3. Interferencias

Aunque las interferencias durante el transporte y deteccion de hidruros en
gran parte son eliminadas respecto a la introduccién directa de la muestra debido
a que los hidruros son liberados desde la solucién y transportados en fase
gaseosa sin necesidad del proceso de nebulizacién, las interferencias en la fase
liquida donde se genera el hidruro se pueden presentar dependiendo de la
composicion de la muestra [30, 47].

La HG de As puede suprimirse a causa de presencia de especies
metalicas de Ag, Au, Pt y Pd en concentraciones mayores de 100 ug L?1. A
concentraciones mayores de 1 mg L de Cu, Pb, Ni, Co, Fe [19, 30, 60] existen

interferencias por la formacion de sales de arsenito y/o arsenato [60] o por
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descomposicion de los hidruros generados. A concentraciones entre 0,1y 1 mg
L1 de elementos que forman hidruros (como el Bi, Sb, Sn, Te) se suprime la
reaccion, asi como con la presencia de bajas concentraciones de gases nobles
(100 mg L) que pueden disminuir la concentracién de la arsina [30, 47].

Una baja cantidad de radicales libres también provocara una disminucion
de la eficiencia de la HG, pues se piensa que éstos participan en la reaccion.
Asimismo, las especies quimicas de reductor, al consumir los radicales, limitan
la eficacia de formacion de hidruros del (los) analito (s) [47]. Finalmente, la
presencia de agentes oxidantes favorece la formacion de As(V) con un efecto
adverso en la reaccion de HG.

Anderson et al. examinaron el efecto de agentes quelantes buscando
evitar interferencias por metales de transicion. Se concluyé que EDTA 20 mM
permite prevenir interferencias de Cu, Ni, Zn y Fe en presencia de tiourea 20
mM, sin embargo, cuando se utiliz6 acido citrico como medio de acidez, aument6
la interferencia por Cu. También se analizé la tiosemicarbazida, siendo un buen
agente enmascarante de los metales Cu, Ni, Zn y Fe a concentraciones entre
0.2 y 0.4 M, y también en presencia de EDTA 0.04 M. Se estudiaron también
otros agentes como fenantrolina, acido tartarico y yoduros, los cuales no evitaron

las interferencias por metales de transicion [52].

1.6. Uso de estandar interno en procedimientos analiticos

Un estandar interno (IS) es un compuesto muy similar, pero no idéntico al
analito que debe proporcionar una sefal separada a la del analito pero ambas
tienen que ser producidas en las condiciones instrumentales muy parecidas. Las
sefales del analito y del IS deben ser adquiridas de manera individual,
totalmente resueltas, en la misma corrida analitica y sin cambio de las
condiciones de medicion [66].

El IS se utiliza para corregir errores aleatorios debido al ruido instrumental e
imprecisiones cometidas durante el manejo de la muestra. En el caso de la
respuesta instrumental, existe siempre cierta fluctuacion que origina ruido y

provoca cambios de la respuesta durante la corrida y entre corridas. Por otro
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lado, un IS adecuadamente seleccionado y agregado al inicio del procedimiento,
puede corregir también algunos errores sistematicos tales como las pérdidas del
analito durante la preparacion de la muestra o cuando no se controla bien la
cantidad de la muestra introducida al sistema instrumental. Al sufrir el analito y
el IS las mismas variaciones y pérdidas a lo largo de todo el andlisis, la
normalizacion de la sefial del analito por el IS ha mostrado ser muy efectivo para
mejorar la precision y exactitud de las determinaciones [67].

Para llevar a cabo la calibracion cuando se esta utilizando un 1S, se debe
agregar una cantidad constante y conocida del IS tanto a todas las muestras que
se analizardn como al blanco y a todos los estandares de calibracion (CS). La
concentracion del IS debe ser seleccionada de tal manera que su sefial analitica
tenga la magnitud similar a la del analito con el objeto de minimizar el error al
calcular los cocientes. Posteriormente se miden las sefiales del analito y del
estandar interno en todas soluciones de calibracién y se calcula la relacion de
estas sefales (Scs/Sis). Con base en los valores obtenidos, se obtiene la funcién
de regresion lineal que relaciona la sefal (Scs/Sis) con la concentracion del
analito en cada uno de los estandares de calibracion ([CS]). De esta forma si por
ejemplo la sefal del IS aumenta en un cierto porcentaje debido a variaciones
instrumentales, la sefial del analito también incrementard en ese mismo
porcentaje, y puesto que la concentracidon del estandar interno es constante, la
sefal normalizada sigue siendo proporcional directamente a la concentracién del
analito, misma que puede ser hallada de la funcion de calibracion [68].

El intento de este trabajo ha sido utilizar un estandar interno apropiado para
contrarrestar imprecisiones cometidas durante la etapa de generacion de
hidruros, su transporte hacia el plasma y provocados por el ruido instrumental
(inestabilidad del plasma, de la linea base, etc.). Es por ello que los criterios de
seleccion del IS han sido: (i) un elemento que forme hidruro volatil en las
condiciones similares que As(lll), (ii) un elemento cuya linea de emision mas
intensa sea cercana a la del As, pero es libre de interferencias, (iii) las

intensidades de las lineas atdbmicas del analito y del IS sean parecidas, (iv) un
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elemento que no esté presente en la muestra y que no reaccione con los

componentes de la muestra.

1.7. Problematica del As en cereales.

Los productos a base de cereales constituyen una fuente importante de
consumo de arsénico, sobre todo en lugares con altos niveles de este elemento
0 en areas contaminadas [69]. Debido a esto, el consumo de As, su
translocacion, distribucidn y especiacion tanto en raices, tallo, hojas y granos en
distintos cultivos como el arroz, el trigo y el maiz ha sido ampliamente estudiado
[70-76]. Se han llevado a cabo numerosos estudios acerca de la
biodisponibilidad de As, y su especiacion analitica en arroz y en trigo [6, 17, 77-
81], sin embargo la informacién correspondiente a especiacion de As en
alimentos a base de maiz es muy escasa [82, 83].

La preparacion de la tortilla requiere del procesamiento de granos enteros de
maiz mediante la nixtamalizacién, proceso en el cual se hierven los granos de
maiz en una solucion de cal durante aproximadamente una hora. Posteriormente
se deja reposar, se separan los granos cocidos del resto de la solucién y se lavan
para después molerlos y obtener la masa de la tortilla [84]. Es ampliamente
conocido que durante el proceso de nixtamalizacién la composicion nutrimental
del grano de maiz es alterada [70, 85], por lo que las formas y distribucion del
As también podrian verse afectados a lo largo de este proceso de la elaboracién
de tortilla.

En este trabajo, se llevo a cabo la determinacion de As(lll), As(V), DMAs(V),
MMAs(V) en tortillas de maiz mediante cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas con ionizacién en plasma de acoplamiento inductivo
(HPLC-ICP-MS). Una vez demostrado que las formas inorganicas del elemento
fueron predominantes, lo siguiente fue establecer un procedimiento
relativamente simple, barato y factible para la determinacién de iAs en series
largas de muestras. Para esto se utilizé generacion de hidruros en
espectrometria de emisién atdmica por plasma de microondas (HG-MP-AES).

Como pretratamiento de las muestras se realizo la extraccion de As con acido
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nitrico diluido, y posteriormente retenido en cartuchos de intercambio anionico
modificados con cloruro de plata. Después de elucion selectiva de As(V), se
utilizé Te(IV) como estandar interno para corregir posibles errores durante la
generacion de hidruros, su transporte al plasma vy fluctuaciones en el plasma.
Los resultados obtenidos en siete distintas muestras por dos procedimientos
analiticos tuvieron concordancia confirmando la factibilidad de determinar iAs en

tortilla mediante el método no-cromatogréfico aqui propuesto.
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2. Objetivo general

El objetivo principal de este trabajo ha sido disefiar y poner a punto un nuevo
procedimiento de especiacion de arsénico para su aplicacion en el analisis de

tortillas de maiz.

2.1. Objetivos especificos

e Adaptar el procedimiento HPLC-ICP-MS para su aplicacion en la
determinacion de As(lll), As(V), DMAs(V) y MMAs(V) en tortillas.

e Establecer cudles son las especies mayoritarias en tortilla, mediante el
analisis de una serie de muestras reales provenientes de la region de
Guanajuato.

e Desarrollar un procedimiento de determinacion de especies mayoritarias
basado en la etapa de extraccion en fase sdlida (SPE), separacion,
generacion de arsina y cuantificacion de arsénico por MP-AES utilizando
Te(IV) como estandar interno.

e Demostrar la exactitud del procedimiento propuesto mediante comparacién
de los resultados obtenidos por los dos métodos (SPE - HG-MP-AES y

HPLC-ICP-MS) en el analisis de las mismas muestras de tortillas.
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3.1. Instrumentacion

Para la determinacion de iAs se utilizé un espectrometro de emision atomica
por plasma de microondas Agilent 4100 MP-AES con una camara de sistema de

introduccién de muestras multiple (por sus siglas en inglés MSIS).

Para determinacion total de arsénico se utilizé un espectrometro de masas
con ionizacion en plasma de acoplamiento inductivo, modelo 7500 ce (ICP-MS,
Agilent Technologies, Tokyo, Japdén) con un nebulizador Meinhard y una camara de
rocio Peltier enfriada a 2 °C. Se conectd ademas un automuestreador Agilent ASX-

500 para la toma de muestras durante el andlisis de As total.

Para el andlisis de especiacion se utilizé un cromatografo de liquidos de alta
resolucion Agilent Series 1050, acoplado directamente al ICP-MS. La columna
analitica fue Hamilton PRP-X100 (4.6 x 250 mm, 10 ym) con una precolumna de
intercambio anidénico Phenomenex. El efluente del sistema HPLC fue introducido al

ICP-MS mediante un tubo corto de teflén hacia un nebulizador MiraMist Teflon.

3.2. Reactivos y materiales

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. Se utilizé agua
desionizada (18.2 MQ cm, Labconco); metanol y cloroformo grado HPLC (Fisher

Scientific).

Las soluciones estandar de cuatro especies de As: arseniato dibasico de sodio
(As(V)), trioxido arsénico (As(l11)), monometil arsenato disédico (MMAs(V)) y acido
dimetilarsinico (DMAs(V)) fueron preparados disolviendo las cantidades adecuadas
en agua para tener una solucién con una concentracién de 1 000 uygAs mL™.
También se preparé una solucion de telurito de potasio (Te(IV)) a una concentraciéon
de 1 000 pug Te mL2,

Se utilizaron los siguientes reactivos marca Sigma: acido nitrico, acido
clorhidrico, acido acético, peréxido de hidrégeno, nitrato de amonio, fosfato de

amonio dibasico, hidroxido de amonio, tris, nitrato de plata, yoduro de potasio,
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cloruro de sodio. Se utilizé una solucidbn de estandares internos Agilent
Techonolgies: In, Y, Bi, Rh, 2mg L*; Sc, 5 mg L% Li, 10 mg L?).

Para extraccion en fase solida se utilizaron cartuchos Supelco-Select SAX de

intercambio anidnico fuerte (200 mg/6 mL).

3.3. Muestras reales

Se compraron tortillas de maiz en 7 distintos lugares del estado de
Guanajuato y adicionalmente, se analiz6 una muestra de arroz en polvo comercial.
Las tortillas se adquirieron en una sola tortilleria al azar de las ciudades de Irapuato,
Silao y Leon. Ademas, se adquirieron tortillas en dos distintas colonias de la ciudad
de Guanajuato (colonia pastita y colonia pueblito de Rocha), y también se
adquirieron dos marcas comercializadas (Marca Don Pancho, y marca Santo
Apetito). Previo al analisis se liofilizaron aproximadamente 15 g de cada muestra de
tortilla, se molieron y fueron almacenadas en tubos falcon de 50 mL.

3.4. Programas de software utilizados

Se utilizé el programa Agilent MP Expert (actualizado del modelo MP-AES
4200) para controlar el MP-AES 4100, para llevar a cabo la optimizacion de
pardmetros experimentales (posicion de vista y presidbn de nebulizacién),

procesamiento de espectros de emisidon y obtencion de datos experimentales.

Se utiliz6 el programa Agilent ICP-ChemStation para controlar el ICP-MS
7500ce asi como el automuestreador Agilent ASX-500 y para el procesamiento de

datos (Offline Data Analysis).

Para el analisis de especiacién, los cromatogramas obtenidos mediante
HPLC-ICP-MS fueron exportados desde el programa ICP-ChemStation (Offline
Data analysis) al programa Thermo Grams/Al 8.0 para el procesamiento y analisis

de los cromatogramas.
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3.5. Procedimientos adoptados

3.5.1. Determinacién de As total en tortillas mediante ICP-MS

Se llevd a cabo una digestion acida de las tortillas previamente a la
cuantificacion de As total en ICP-MS. Se pesaron por triplicado 100 mg de cada una
de las muestras de tortilla liofilizada en tubos de vidrio y en paralelo se procesaron
tubos vacios como blanco; a cada muestra se le adiciono 1 mL de HNO3 69 % y 250
uL de una solucion de estandares internos (In, Y, Bi, Rha2mgL?t, Lial0OmgLty
Sc a5 mg L1). Los tubos se calentaron durante 5 min a 80 °C y posteriormente se
a 120 °C durante 2 h, después de lo cual se dejaron enfriando durante 30 min.
Finalmente, para completar la digestion se agreg6 a cada muestra 1 mL de H202 30
%. Se tomaron 225 yL de cada muestra hidrolizada y se aforaron a 5 mL, de tal
forma que la concentracion final de los estandares internos fue In, Y, Bi, Rh 10 ug
L, Li 50 ug L1, y Sc 25 ug L. Se centrifugaron las muestras a 10 000 g durante
15 min y posteriormente fueron ingresadas en ICP-MS. Las condiciones
instrumentales utilizadas se muestran en la Tabla 3.1, habiéndose obtenido

mediante un proceso de “tuning” de sensibilidad.

Tabla 3.1: Parametros utilizados para la cuantificaciéon de As total mediante ICP-
MS.

Parametro de ICP-MS Valor

Potencia de radiofrecuencia 1500WwW

Temperatura de camara de nebulizacion 2°C

Flujo de gas acarreador (Ar) 0.7 L mint
Flujo de gas “makeup” 0.1 L mint
Flujo de He en celda de colision 4.5 mL mint
Tiempo de integracién 0.1s

Cono de muestreo y cono skimmer Platino

Se utilizé una solucién Agilent de estandares multielemental para ICP-MS
con la que se prepararo la calibracion de As a concentraciones de 0, 0.4, 1, 5, 10,
50 y 100 pug L en HNOz 1 %. Se utilizé 1°°Rh como estandar interno a una
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concentracion final de 10 ug L 1. La calibracién de As utilizando 1°3Rh como estandar

interno a una concentraciéon de 10 pg L dio como resultado la siguiente funcion de

calibracion: EE% = 8.70-1073-[As] — 3.62- 107 ; con un factor de regresion r? de
Rh

1.000 y un limite de deteccién de 0.03 pg L.

3.5.2. Determinacién de As(lll), As(V), DMAs(V) y MMAs(V) mediante HPLC-
ICP-MS.

Para la extraccion de As en tortilla se pesaron 0.2 g de cada muestra de
tortilla liofilizada en tubos eppendorf, a cada uno se les agregé 1.5 mL de HNO3 2.5
%, se agitd en vortex y las muestras se calentaron a 95 °C durante 1.5 h [81, 86,
87]. Se centrifugaron a 10 000 g durante 15 min, y se tomaron 500 uL de cada
sobrenadante en un nuevo tubo, a cada muestra se agregaron 20 uL de NH4OH 28
% y posteriormente las muestras se evaporaron en SpeedVac a 60 °C durante 100
min. El residuo fue resuspendido en 200 uL de fase movil ((NHs)2HPO4 10 mM y
NH4NO3 10 mM, pH 5.7), 250 pL de agua desionizada, 500 uL de cloroformo, y 200
ML de metanol. Se centrifugaron las muestras a 10 000 g durante 15 min y 200 yL
de la fase agua:metanol se mezclaron con la misma fase movil descrita
anteriormente. Para el analisis mediante HPLC-ICP-MS se inyectaron 100 yL de
cada una de estas muestras. Ademas de este analisis se realizé un experimento de
recuperacion, para lo cual se prepararon muestras de manera alterna de la misma
forma que se describe anteriormente, con una adicion de soluciones estandar de
cada especie de arsénico, agregando 30 pyL de una mezcla de As(V), As(lll),
DMAs(V) y MMAs(V) cada especie a una concentracion de 20 ug As L, antes de
iniciar el proceso de extraccion, teniendo una concentracion final de 1 uyLAs L de

cada especie en la solucion que se introdujo al sistema cromatografico.

Los parametros utilizados para llevar a cabo este analisis se muestran en la

Tabla 3.2, los cuales fueron establecidos previamente.
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Tabla 3.2: Parametros utilizados para la especiacion de As en tortillas mediante

HPLC-ICP-MS.
Parametros de HPLC Valor
Columna Hamilton PRP-X100 (4.6 mm x 250 mm), 10 um
Fase movil (NH4)2HPO4 10 mM y NH4NO3 10 mM, pH 5.7
Flujo 1.1 mL min-t
Volumen inyectado 100 pL
Parametros de ICP-MS Valor
Potencia de radiofrecuencia 1500 W
Temperatura de camara de 2°C
nebulizacion
Flujo de gas acarreador (Ar) 0.8 L mint
Flujo de gas “makeup” 0.4 L min*t
Flujo de He en celda de 4.5 mL mint
colision
Tiempo de integracion 0.2s
Is6topos monitoreados 75, 103 m/z

Tabla 3.3: Funciones de calibracién obtenidos en el procedimiento HPLC-ICP-MS
para As(lll), DMAs(V), MMAs(V) y As(V).

Especie  Funcién de r LOD (ug L) T retencion (s)
calibracion

As(llN) A =752-[As] + 96.1 0.9976 0.56 130

DMAs(V) A =686-[As]+ 162 0.9962 0.39 170

MMAs(V) A =735[As]-1.00  0.9990 0.64 210

As(V) A=734[As]-17.4  0.9937 0.92 375

Se realiz6 una calibracién externa con mezclas de soluciones de estandares
de As(lll), As(V), DMAs(V) y MMAs(V) a concentraciones de 0, 1, 3,5, 7,9y 10 ug
Lt cada una, utilizando como sefial analitica el area del pico para cada especie. Las
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funciones de calibracion de cada estandar, asi como el factor de regresion y limites

de deteccion se muestran en la Tabla 3.3.

3.6. Procedimiento de determinacién de iAs desarrollado en este trabajo.

3.6.1. Extraccion de arsénico de tortilla

El analisis de iAs se llevd a cabo en el extracto de tortilla. Para esto, en un
tubo de vidrio se pesaron 2 g de muestra liofilizada y se le agregaron 25 mL de una
solucion HNOs3 2.5 % y H202 3 %. Se calentaron las muestras a 90 °C durante 1.5
h y una vez enfriadas, se centrifugaron 30 min a 3 000 g recuperando el
sobrenadante. Posteriormente, se agregaron 2.2 mL de Tris 250 mM, se ajusto el
pH 9.0 con NaOH 2 My las muestras fueron filtradas con papel filtro.

3.6.2. Separacion de iAs mediante extraccion en fase sélida.

Para llevar a cabo la separacion de iAs se utilizaron cartuchos Supelco-Select
SAX (de intercambio anidénico fuerte), modificados con AgCl, como se reporta por
Issa et al. [88] con algunas modificaciones. Para esto cada cartucho fue lavado con
20 mL HNO3 0.1 % y posteriormente con 20 mL de agua desionizada; cada cartucho
fue tratado con 5 mL de una solucion de NaCl 1 M y posteriormente con una solucion
de AgNO3 30 mM, repitiéndose este tratamiento 5 veces. Se activaron los cartuchos
ingresando en cada uno 5 mL de HCI 2 M, después 5 mL de agua desionizada y
finalmente se equilibr6 con 5 mL de una solucion de Tris 10 mM pH 9.0.

Para la separacion de iAs, 20 mL de los extractos de tortilla o de los
estandares de calibracion fueron cargados en un cartucho modificado (SAX-AgCI).
Una vez hecho esto, se trataron los cartuchos con 5 mL de acido acético pH 2.6.
Finalmente se pasaron por el cartucho con 4 mL de HNO3 0.1 %, y se recupero este
efluente para ser analizado. Antes de volver a utilizar un cartucho para una nueva

muestra, se preacondiciond con 5 mL de tris 10 mM.
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3.6.3. Determinacion de iAs mediante HG-MP-AES utilizando Te(IV) como

estandar interno.

Previo al analisis mediante HG-MP-AES a cada muestra se le agregd 1 mL
Kl 1% m/v para asegurar que las especies de As se encontraran como As(lll) y 150
uL de una solucion de Te(IV) 5 mg L (obteniendo una concentracion final de 150
hg LY como estandar interno. La forma en que se introdujeron las muestras al
plasma fue mediante generacion de hidruros (HG), para lo cual se utilizé una camara
de nebulizacién (MSIS Marathon Scientific) (Fig 3.1).

NaBH,, 2%
MaldH, 0,3%
() I:il. —a MP-AES
T, R i
. T ()
';\-:."\.r |

=

[T
selmman crem g rafio

'"'""'[a]
&M HCI

Fig. 3.1: Sistema de introduccion de muestra para generacion de hidruros (HG). (a)
Conexion de la muestra o de la salida de la columna cromatografica que une un flujo
de HCI 8 M. (b) Area de contacto entre agente reductor (NaBH4) y muestra
acidificada, para llevar a cabo la reaccion de HG. (c) Nebulizador Miramist.

Para transportar la muestra y las soluciones para llevar a cabo la generacion
de hidruros en la camara MSIS, se conectaron mangueras en la bomba peristaltica
que posee el equipo MP-AES. En la parte superior de la camara se ingreso una
solucién de NaBH4 2% m/v estabilizada en NaOH 0.3 % m/v; y en la parte inferior
se ingreso la muestra o los estandares de calibracién acidificando con HCI 8 M, para
lo cual la manguera que transportaba la muestra (o los estandares de calibracion) y
la manguera que transportaba el HCI 8 M se unieron mediante una conexion “Y” la

cual fue conectada en la parte inferior de la camara (Fig 3.1a).

43



Se realizo la calibracion con estandares de As(V) a concentraciones de 0,
6.0, 10, 30 y 50 ug As L%, ingresados en los cartuchos SAX-AgCI con el mismo
procedimiento descrito anteriormente. A la fraccion eluida con el acido nitrico se
agrego Te(IV) como estandar interno para obtener una concentracion de 150 ug Te
L. La sefial analitica se defini6 como el cociente entre la intensidad de la sefial de
emision de As (228.812 nm) respecto la del telurio (214.281 nm).

Los parametros utilizados para el andlisis de separacion de iAs mediante

cartuchos SAX-AgCI se muestra en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4: Pardmetros de operacion de HG-MP-AES.

Parametro MP-AES Valor

Nitrdgeno 189 kPa

Presion de nebulizacion 240 kPa

Posicion de vista -20

Tiempo de integracion 3s

Longitud de onda 228.812 nm (As); 214.281 nm (Te)
Correccion de fondo “Off-peak left + right”

NUumero de pixeles 3
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4.1. Determinacion del contenido total de As en tortillas

Los resultados de la cuantificacion de As total en muestras de tortilla se muestran
en la Tabla 4.1; estos se expresan como ug de As por kg de tortilla liofilizada,
habiendo realizado el calculo de la concentracion de la dilucion para ingresar en
ICP-MS, la dilucion realizada de haber realizado la hidroélisis y del peso exacto de

muestra de tortilla analizada.

Tabla 4.1: Concentraciones de As total en tortillas de maiz obtenidas mediante el

analisis por e ICP-MS expresado como pug de As por kilogramo de tortilla liofilizada.

Tortilla ugAs kg de tortilla + SD
Silao 192 +4

Arroz 120+ 7

Ledn 85.4+0.8

Marca Santo Apetito 50.1+0.8
Guanajuato 52.0x04

Marca Don Pancho 44.1+£4.2
Guanajuato (momias) 38.4+0.7
Irapuato 21.8+0.87

Como se menciond, existe aun escasa normatividad en el mundo para la
regulacion de la presencia de As en alimentos, destacando que en Brasil se
establece que los alimentos marinos no deben sobrepasar 1 mg kg de As total, y
en China la norma de niveles de contaminantes en comidas (GB 2762-20012)
establece que el limites de As total en granos, vegetales frescos, productos
fungicos, carnes, leche en polvo, aceites, condimentos, azucar, almidon, cocoa,
chocolates, dulces, no debe sobrepasar de 0.5 mg As kg™, por lo que ninguna de

las muestras de tortilla analizadas sobrepasan ninguna de estas dos normas.

Las fuentes que mas destacan como posibles fuentes de contaminacion de As
en tortillas son el agua de riego del maiz utilizado para fabricar las tortillas, asi como

el agua utilizada en el procesamiento de la produccién de la tortilla. Ademas, el maiz

46



podria acumular As del suelo, ya sea por su presencia ubicua de este metaloide en
el suelo o por contaminacion con herbicidas que contengan As como componente

de la férmula.

4.2. Determinacion de As(lll), As(V), MMAs(V) y DMAs(V) en tortillas
mediante HPLC-ICP-MS

Los resultados de especiacion de As en tortillas, se muestran en la Tabla 4.2
junto con la comparacion de la suma de las especies encontradas en cada una de
las muestras mediante el proceso de especiacién con respecto al contenido de As
total cuantificado directamente en la muestra digerida (recuperacion de As en el

proceso de especiacion).

Tabla 4.2: Resultados de la especiacién de As en tortillas, obtenidos mediante el
procedimiento HPLC — ICP-MS.

Concentracion de As en forma de

diferentes especies (ug As kg™?)
Muestra As(l11) DMAs(V) MMAs(V) As(V) Suma As total %
(hidrdlisis) Recuperacién

Silao 154+9 428+0.2 nd MA1+12 199 192 + 4 104
Arroz 156+03 90.7+15 nd 220+1.0 128 120+ 7 107
DonPancho 30.7+1.6 4.01+ 0.2 nd 4.64+03 39.3 44.1+4.2 89.1
Guanajuato 243+0.8 750+04 nd 197+08 D51.5 52.0+0.4 99.0
Irapuato 8.06+05 7.24+0.2 nd 108+06 26.0 21.8+0.7 119
Leon 258+0.7 4.93%0.3 nd s13+11 820 85.4+0.8 96.0
Momias 23.3+07 7.17+04 nd 8.05+ 0.4 38.4 38.4+0.7 100
SantoApetito  32.6+0.8 7.04+0.5 nd 433402  43.9 50.1+0.8 87.6

nd: no detectado, < LOD
Por su parte, en la Fig. 4.1 con linea continua se muestran los cromatogramas

obtenidos para cada una de las muestras analizadas. En la misma figura, con linea
punteada se muestran los cromatogramas obtenidos para las mismas muestras,
después de adicion de estandar mixto de cuatro especies (1 ug As L en forma de
As(V), As(lll), DMAs(V) y MMAs(V)). En la Tabla 4.3 se presentan los porcentajes
de recuperacién obtenidos en este experimento de adicion de estandar para todas

las muestras y todas las especies de As, encontrandose los valores en un intervalo

47



de entre el 76 %y el 129 %. Estos resultados son indicativos de una buena exactitud

del procedimiento.
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Fig. 4.1: Tipicos cromatogramas HPLC-ICP-MS obtenidos en el analisis de tortillas
(), con linea punteada se presentan cromatogramas de las mismas muestras con
adicion de estandar de 1 pug As L* de cada especie (---). a) Muestra de arroz, b)
Tortilla marca Don Pancho, c) Tortilla de Guanajuato, d) Tortilla de Irapuato, €)
Tortilla de Ledn, f) Tortilla comprada en colonia cerca del museo de las Momias, g)

Tortilla marca Santo Apetito, h) Tortilla de Silao.
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Tabla 4.3: Porcentajes de recuperacion de especies de As en las muestras de tortilla

enriquecidas con una adicién de estandar de 1 pug As L para cada una de las

especies.
% de recuperacion de cada especie
Muestra As(IIN) DMAs(V) MMASs(V) As(V)
Silao 104 124 101 95.4
Arroz 82.9 101 100 81.4
Don Pancho 92.6 98.3 102 84.0
Guanajuato 97.3 129 89.0 93.0
Irapuato 84.4 97.5 91.9 85.0
Ledn 108 136 108 90.4
Momias 107 127 89.7 89.5
Santo Apetito 91.1 95.9 90.8 76.0

Con base en los datos de la Tabla 4.2 se realiz6 el calculo de la concentracion

de iAs (As(Ill) + As(V)) en cada tortilla, mostrando en la Tabla 4.4 los resultados

obtenidos y el porcentaje del As total que corresponde iAs en estas muestras.

Tabla 4.4: Concentracion de iAs (As(lID+As(V)) en muestras de tortilla y el

porcentaje que esta forma representa de la cantidad de As total.

Muestra iAs ug As L1 % iAs
Silao 195 97.9
Arroz 376 29.3
Don Pancho 35 3 89 8
Guanajuato 44.0 85 4
Irapuato 18.8 72.2
Ledn 77.1 94.0
Momias 313 81.4
Santo Apetito 36.9 84.0

49



Como se muestra en la Tabla 4.4, en todas las tortillas de maiz analizadas el
IAs fue la forma mayoritaria (entre el 72 y el 98 % del As total). Debido a esto el
trabajo posterior se enfocé en el desarrollo de un procedimiento no-cromatografico
con deteccion por MP-AES para separar y cuantificar la fraccion de iAs en las
muestras de tortilla de maiz y establecer asi una metodologia de rutina, simple y de
bajo costo que permita determinar la exposicion del consumidor a la forma mas

toxica de As (iAs) en alimentos.

4.3. Estudio de las condiciones de generacién de hidruros y de deteccién
mediante MP-AES en el andlisis de compuestos individuales y del Te(IV) como

estandar interno.

Se examinaron de manera sistematica las condiciones para realizar la
generacion de hidruros utilizando una solucién de As(l11) 25 pug As L con la finalidad
de obtener la mayor sefial analitica posible de As. Para llevar a cabo la reaccién se
probaron dos distintos acidos, HNOs 2.5 % y HCI a diferentes concentraciones.
Debido al caracter reductor que posee el HCl y, ademas, como se mencionoé en la
seccion 1.5.2.1, sabiendo que el As(lll) forma hidruros de forma mas eficiente que
otras especies, se utiliz6 HCI 8 M. Por su parte, se utilizaron distintas
concentraciones de NaBH4 de 1, 1.5y 2% m/m, siendo la concentracion de 2% con
la que se observé buena magnitud de la sefial analitica. Cabe mencionar que esta
concentracion del agente reductor resultdé ser mas alta respecto a otros estudios
reportados en la bibliografia (Tabla 1.4) pero era necesaria utilizando el sistema de
introduccién de muestra MSIS. Por medio de ajuste de la bomba peristaltica se
probaron diferentes flujos de la muestra acidificada y del agente reductor,
seleccionando finalmente una velocidad de 1 mL mint al utilizar mangueras de un

didmetro de 1 mm.

Los parametros del MP-AES que se estudiaron para lograr la mejor sefal
analitica posible (intensidad de emision del As) fueron: tiempo de lectura, posicién
de vista y presion de nebulizacion. El tiempo de lectura es el tiempo con el que se

adquiere la sefal de intensidad del haz de fotones emitidos a una longitud de onda
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del elemento de interés para su integracion. Por su parte, la posicion de vista se
refiere a la distancia entre la antorcha (visto de la parte superior en posicion vertical)
respecto al detector. La presion de nebulizacion es directamente proporcional al
flujo de nitrogeno que envia el MP-AES hacia el nebulizador y es el paramento que
decide sobre tamafo y distribucion del tamafio de las gotas de aerosol. Para
establecer los parametros del MP-AES se utiliz6 la opcion que contiene el programa
“‘MP expert”: “optimizacion de presion de nebulizacion” y “optimizacidén de posicidon
de vista”. Para esto se prepard una solucion de As(lll) a una concentracion de 50
ug As L1 o de Te(IV) 50 ug Te L (como estandar interno) que fue ingresada con el
sistema de generacion de hidruros en la camara MSIS como se describié en la
seccién 3.6.3 (Fig. 3.1) y esperando 1 min para que el plasma lograra estabilidad.
Al aplicar las dos opciones de optimizacion antes mencionadas, con base en el
monitoreo de un parametro denominado SRBR (Signal-to-Root-Background Ratio),
el software indica los valores de los pardmetros a utilizar. EI parametro SRBR
corresponde a la relacién de la sefial con respecto a la sefial del ruido (S/N), de tal
manera que variando los valores de posicion de vista (desde -120 hasta +120) o
variando la presion de nebulizacion (80 a 240 kPa), el programa elige aquel valor
en el cual el monitoreo haya arrojado el valor mas alto del parametro SRBR. Debido
a que ambas opciones de optimizacion no se pueden realizar simultaneamente, se
realizaron de manera individual y consecutiva tres veces. Esta optimizacién se
requiere llevar a cabo para cada una de las distintas longitudes de onda que se van
a estudiar, habiéndose realizado este proceso para las lineas de 193.695 nm,
228.812 nm para As y 214.281 nm, 238.578 nm para Te, las cuales son las
longitudes de onda de emisidbn mas intensas y con menos interferencias para As y
Te respectivamente, elegidas mediante un proceso de comparacion de intensidades

y de sus respectivos espectros de emision para las diferentes longitudes de onda.

Utilizando las condiciones establecidas, se llevd a cabo el proceso de calibracion
para cada una de las especies, en una primera instancia sin hacer uso del estandar
interno. En la Tabla 4.5 se muestran los parametros de las curvas de calibracion de
las cuatro especies con base en sus sefales adquiridas a 193.695nm y a 228.812

nm. Como fue de esperar, la mayor sensibilidad se obtuvo para As(lll), mientras que
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las pendientes de las funciones de regresion lineal de las otras tres especies fueron
mas bajas. Es importante hacer notar que, la deteccion en 193.695 nm ofrece mayor
magnitud de las sefiales analiticas, pero la linealidad (r?) y los limites de deteccion
fueron mejores para As(lll) y As(V) a 228.812 nm debido a mas bajo ruido (relacion
sefal/ruido mas alto). Es por esto que, para estudios posteriores, se escogid la
longitud de onda de 228.812 nm para la deteccion/cuantificacion de As. Asimismo
queda claro que, al utilizar la técnica de generacion de hidruros después de la etapa
de separacion, es recomendable convertir cada una de las formas/especies
separadas al As(lll) para lograr igual y el mejor posible poder de deteccion para

cada una de ellas.

Tabla 4.5: Funciones de regresion lineal obtenidas para As en el proceso de
calibracion de HG-MP-AES para As(V), As(lll), DMAs(V) y MMAs(V).

A (As) 193.695 nm 228.812 nm

Especie Funcion de r? LOD (ug L) Funcion de r? LOD (ug L
calibracién calibracion

As(lIl) | = 34.5[C] + 66.6 0.9819 29 I =29.1-[C] - 117 0.9933 2.8

As(V) | = 13.7-[C] - 68.3 0.9736 9.7 | = 9.50-[C] - 48.7 0.9812 4.0

MMAs(V)  |=8.50-C] +43.9 0.9713 7.7 | = 14.9[C] + 90.9 0.9669 7.4

DMAs(V) I =8.10-[C] + 35.0 0.9886 9.2 1 =17.0-[C] + 140 0.9775 20

‘I = Intensidad de emisién; [C] = Concentracion de la especie, mg L?; r? = coeficiente de regresion; LOD = limite de

deteccién instrumental

En cuanto al telurio, este elemento tiene la capacidad para formar hidruro
volatil, se presenta de manera escasa en la corteza terrestre, y se presenta en muy
bajas concentraciones en distintos cultivos agricolas (0.75 — 2.4 ug Te kg?) [89]
ademas de presentar la linea de emision intensa relativamente cerca de la del As.
De esta manera el Te(IV) parece cumplir con los requisitos de un IS para corregir
errores aleatorios durante generacion de hidruros, su transporte y medicion de As
por MP-AES; en este trabajo se examind entonces el telurito de potasio, Te(IV),
como posible estandar interno en el proceso de determinacion de As por HG-MP-
AES.

Se llevé un proceso de calibracion de Te(IV) para comprobar el limite de
deteccién y su factibilidad para detectarse mediante HG-MP-AES a concentraciones
de 0, 10, 30, 50, 100, 300, 500 y 1 000 pyg Te L* para las lineas de emision de
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214.281 nm y 238.578 nm. Los parametros de las funciones de calibracion

obtenidos se muestran en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6: Funciones de regresion lineal para Te(IV) en el proceso de calibracion

utilizando el sistema HG-MP-AES. ([Te]: concentracion de telurio en ug L™?).

A (Te) Funcion de calibracién R? LOD (ugL?)
214.281 nm | =4.57[Te] —4.22 0.9993 8.00
238.578 nm | =4.65[Te] + 31.1 0.9975 25.4

En la Fig. 4.2 se muestran sefiales de emision registrados en las dos lineas
estudiadas para las soluciones de calibracion de Te(IV) mediante HG-MP-AES.
Debido a que la linea de emisién de 214.281 nm (Fig. 4.2a) presenta menos
interferencias que la linea de emision de 238.578 nm, y puesto que se obtiene un
limite de deteccién mas bajo para la longitud de emision de 214.281 nm, ésta fue la

que se selecciond para adquirir la sefial de Te como estandar interno.
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Fig. 4.2: Sefales de emisién adquiridos para las soluciones de calibracién de Te(IV)
obtenidos mediante HG-MP-AES a concentraciones de 0, 10, 30, 50, 100, 300, 500
y 1000 pg L. a) Linea de emision de 214.281 nm. b) Linea de emisién de 238.578
nm.

Una vez elegidos los parametros para la adquisiciéon de la sefal de Te y As

mediante HG-MP-AES, se llevé a cabo una calibracion para arsénico (partiendo de
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la soluciéon de As(V), agregando a cada una de las soluciones como estandar interno

Te(IV) a una concentracion final de 150 ug L.

Utilizando los parametros de HG-MP-AES descritos en la seccion 3.6.3
(Tabla 3.4) para la cuantificacién de As utilizando Te(lIV) como estandar interno se
obtuvo la siguiente funcion de calibracion con los parametros mostrados en la Tabla
4.7.

Tabla 4.7: Funcion de calibracién de [As] utilizando Te a una concentracién de 300
Hg L como estandar interno.

Funcion de calibracion R2 LOD (ug LY)
0.9994 9.33

Int As;28812nm

— 1.52-10"2[As] — 3.54 - 102
Int Tez14281nm

Con esto se demuestra la factibilidad de utilizar Te(IV) como estandar interno
con la finalidad de compensar imprecisiones durante la reaccion de generacion de
hidruros, el transporte de los hidruros hacia el plasma y fluctuaciones en el plasma
del MP-AES. Aunque el limite de deteccion para As(V) no mejoro en estas pruebas
(9.5 ug As Lt con IS y 4.0 ug As L sin IS), se obtuvo mas alto coeficiente de
regresion lineal (0.9994 respecto a 0.9812) y, ademas, la repetitividad de las
sefales IntAs/IntTe fue mejor respecto aquellas sin normalizacion por IS: coeficiente
de varianza para 5 repeticiones del estandar As(V) 20 ug As L fue de 4.55 % sin
ISy 3.12 % con IS.

4.4. Estudio de la separacion de los compuestos organicos e inorganicos

de As en una columna de intercambio aniénico modificada con AgCl.

Debido a que los resultados HPLC-ICP-MS demostraron la presencia de
As(Il) y As(V) como principales especies del elemento en tortillas y sabiendo que
estas dos especies no solamente son las mas toxicas, sino que ademas pueden
sufrir inter-conversiones durante el manejo de las muestras, el trabajo se enfoco en

establecer un procedimiento de determinacion de arsénico inorganico (iAs = As(lll)
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+ As(V)). Para ello, fue necesario lograr la separacion del As organico (0As) y de
iAs, previo a la reduccion de As(V) a As(lll) e introduccion de las muestras al sistema
HG-MP-AES establecido.

En la etapa de separacidbn se optdé por la extraccibn en fase sdélida,
modificando ligeramente el procedimiento reportado en bibliografia [90]. En el
primer intento, para estudiar las condiciones de retencion de las especies As(lll),
As(V), DMAs(V) y MMAs(V), se utilizé una columna rellena con un intercambiador
anionico fuerte y modificada con AgCI. Para esto una columna cromatografica (8 x
125 mm) fue empacada con el material contenido en tubos de extraccion de fase
sélida (Supelco SAX SPE tube). Posteriormente, se llevé a cabo una modificacion
de la fase SAX con AgCIl como describe Issa et al [90] con algunos cambios. En
concreto, la columna fue conectada a la bomba del cromatégrafo HP 1050 (Figura
4.3) para pasar a través de ella una solucion de NaCl 1 M con un flujo de 1 mL min-
L durante 20 min. Posterior a esto se drenaron todos los canales del HPLC, y se
utilizd AgNO3 4.8 g L%; esta solucion se pas6 a través de la columna durante 40 min
a un flujo de 0.5 mL min-t. Finalmente, se activé la columna pasando 5 mL del &cido
clorhidrico 2M. Como resultado de este procedimiento, la resina se modifica de la

siguiente manera:
R-Cl + Ag* — R-AgCI*
R-AgCI* + CI-— R-AgCl2

Una vez que la columna fue modificada, por medio del loop de 500 pL se
inyectaban a la columna por separado las soluciones estandar de As(V), As(lll),
DMAs(V) y MMAs(V) a una concentracion de 20 mg As L utilizando Tris 10 mM pH
9.0 con un flujo de 3.5 mL min? durante 5 min para lograr su retencién. Para
observar el comportamiento de elucion, siguiendo el trabajo citado, se utilizé acido
acético a un pH 2.6 a un flujo de 3.5 mL min-! durante 2.5 min, y finalmente se utilizé
HNO3z 0.1 % a un flujo de 1 mL mint. Ademas de los estandares individuales, se
ingres6é también una mezcla de las cuatro especies mencionadas a una
concentracion de 20 mg As L cada una, siguiendo el mismo procedimiento de

retencion/elucion. El resultado esperado fue la retencion de todas especies en la
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columna, la elucion de especies organicas con el acido acético y de las especies

inorgénicas en la fraccion del &cido nitrico [90].

Bomba del
HPLC
9] &

y

MP-AES
o recoleccion
de muestras

Columna SAX-AgCl

Introduccion de
muestra

Fig. 4.3: Conexion de la bomba del HPLC y columna SAX en una vélvula de 6

canales para transportar el flujo a través de la columna.

En particular, la retencion de las especies de As ha sido descrita como el
proceso mixto de intercambio aniénico y de quimio-sorcion sobre las particulas de

la resina modificada, de acuerdo con las siguientes ecuaciones [90]:
3R-AgCl2 + AsO3% — (R-AgCl*)3AsOs + 3CI”

3R-AgCI2 + AsOs3~ — (R-AgCI*)3AsO4 + 3CI-

Para llevar a cabo el monitoreo de las especies de As mediante MP-AES en
modo continuo, la salida de la columna fue conectada directamente al nebulizador
MiraMist instalado antes de la camara de niebla (Fig. 4.3). En este experimento no
se realizo la etapa de HG (por ello las concentraciones de estandares fueron altas,
de 20mg As L1). Se optimizaron los parametros MP-AES para MMAs(V), DMAs(V)
en acido acético y para As(lll), As(V) en HNOs 0.1% v/v, obteniéndose resultados
muy parecidos en ambos casos. Se optd entonces por utilizar anicamente los

pardmetros optimizados para las especies inorganicas y estos fueron: Tiempo de
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integracion 3 s, Posicidon de vista -20, Presion de nebulizacion 220 kPa; asimismo
se activo el modulo de control de gas externo (EGCM) del MP-AES en nivel “medio”.
Al agregar un flujo adicional de aire, se evit6 la formacion de depdsitos de carbono
en la antorcha, esperados debido a la presencia de Tris 10 mM y de acido acético
pH 2.6 en el eluyente de la columna.

En la Fig. 4.4 se muestran los perfiles de elucion obtenidos para cada especie
de As y para una mezcla de los cuatro estandares de As estudiados. Tal como ya
se menciono antes, para cargar/retener las especies en la columna se utilizo tris 10
mM, pH 9, ya que a este pH todas las especies de As analizadas se encuentran en
forma de aniones (Fig. 1.2) e interaccionan fuertemente con el empaque de la
columna SAX-AgCI lo que resulta en su retencion.

Para eluir arsénico organico se utilizo acido acético pH 2.6, puesto que a este
pH ambas especies metiladas estan presentes como moléculas neutras (Fig. 1.2),
con lo cual se rompen las interacciones con el empaque de la columna, y de esta
manera se obtiene elucion de las especies 0As (Fig. 4.4c, 4.4d, 4.4e). Es necesario
mencionar sin embargo que para DMAs(V) no se obtuvo su retencion en la columna.
A este efecto no se dio importancia por dos razones: (i) DMAs(V) fue detectado
como especie minoritaria en las muestras de tortilla por HPLC-ICP-MS, (ii) el
objetivo de trabajo ha sido determinar iAs. Lo que si es importante de resaltar es
gue en el caso de las especies de 0As, al cambiar la fase movil a HNO3 0.1 % v/v
ya no se observo ninguna sefial de As lo que confirma la eficacia del &cido acético
como eluyente de As organico, o en caso de DMAs(V) falta de su retencion en la

columna (Fig. 4.4 c, d).

Finalmente, se utiliz6 HNO3s 0.1 % v/v, que posee un pH aproximado de 1.6,
con lo cual As(lll) y As(V) son protonados 0 se presentan como especies neutras
(Fig. 1.2), eluyéndose completamente de la columna (Fig. 4.4a, 4.4b, 4.4e).
Ademas, es importante mencionar que las especies de iAs no son eliminados de la
columna con acido acético, sino que se eluyen unicamente en la fracciéon del HNOs
0.1% viv.
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Los resultados que se acaban de presentar demuestran la factibilidad de
llevar a cabo la separacion de iAs del oAs mediante extraccion en fase solida
utilizando la fase de intercambiador anionico fuerte modificado con AgCI (Fig. 4.4e),

y haciendo énfasis en que el iAs es la forma mas téxica del As (Tabla 1.1).
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Fig. 4.4: Tipicos perfiles de elucion de As obtenidos para soluciones estandar de
sus especies en la columna SAX-AgCI, monitoreando la longitud de onda del As de
228.812 nm en MP-AES. Las lineas punteadas representan el cambio de los flujos
de las fases moviles en el siguiente orden: Flujo Tris 10 mM 3.5 mL min, flujo de
acido acético pH 2.6 3.5 mL min-, flujo de HNOs 0.1 % 3.5 mL mint. a) As(lll) 20
mg L. b) As(V) 20 mg L. c) DMAs(V) 20 mg L. d) MMAs(V) 20 mg L. e) Mezcla
de As(lll), As(V), DMAs(V) y MMAs(V) cada uno a 20 mg L.
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Se llevaron a cabo los experimentos de recuperacion de compuestos
individuales de As retenidos y eluidos de la columna. Para ello, se ingresaron
alicuotas de 500 pL de cada uno de los estandares de As(V), As(lll), DMAs(V) y
MMAs(V) por separado, a una concentracion de 10 mg As L. Cada solucion
contenia Tris 10 mM, pH 9.0 y fue ingresada mediante el sistema que se muestra
en la Fig. 4.3 utilizando el flujo de 0.8 mL min! durante 8 minutos. Después de este
tiempo, se paso por la columna acido acético pH 2.6 a un flujo de 1 mL mint. En el
caso de los estandares de MMAs(V) y DMAs(V) se cronometraron 4 minutos
después de este cambio, y a partir de este tiempo se recolectdé la fraccion
correspondiente a 0As durante exactamente 3 min. En el caso de As(lIl) y As(V) el
flujo de acido acético pH 2.6 fue 1 mL min-* durante 8 minutos, después de lo cual
la fase movil se cambié a HNOz 0.1 % a un flujo de 1 mL min. Después de este
cambio se cronometro el tiempo y a partir del minuto 4 se recolecto la fraccion de
iAs durante exactamente 3 min. Ademas, se prepararon 500 pL de cada uno de los
estandares por separado, a una concentracion de 50 mg L y se diluyeron en 2.5
mL del eluyente respectivo, con la finalidad de simular la concentracion final
correspondiente a su recuperacion completa de la columna SAX-AgCI, lo que facilito

calcular porcentajes de recuperacion obtenidos en el proceso de separacion.

Para calcular las recuperaciones en estos experimentos, fue necesaria la
cuantificacion de As en cada una de las fracciones eluidas, para lo cual se llevo a
cabo el proceso de calibracion adquiriendo sefial del As a la longitud de onda de
228.812 nm. Las soluciones de calibracién se prepararon en HNO3 0.1 % v/v para
As(Ill) y As(V), y en acido acético pH 2.6 para MMAs(V) y DMAs(V)), siempre en el
intervalo de concentraciones de 0, 1, 5, 10, 15y 20 mg As L. Las condiciones
instrumentales de MP-AES para cada una de las especies (excluyendo As(V))
fueron elegidas mediante el programa “MP expert’; los parametros finalmente
seleccionados se enlistan en Tabla 4.8. Puesto que estos experimentos se
realizaron sin etapa de generacién de hidruros, el sistema de introduccién de

muestra consistio del nebulizador OneNeb y la camara de cuarzo de un solo paso.
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Tabla 4.8: Parametros de MP-AES utilizados para llevar a cabo el analisis del

comportamiento de las especies de As en la columna SAX-AgCI.

Especie Presion de Posicion T de A de emision EGCM*
nebulizacion de vista  integracion
(kPa) (s)
As(Ill) 120 0 3 228.812 nm  Medio
DMAs(V) 200 0 3 228.812nm  Medio
MMAs(V) 200 0 3 228.812 nm  Medio

*Modulo de control de gas externo, con el cual se afiade un flujo de aire en la

antorcha para evitar depésitos de carbono

Las funciones de calibracion obtenidas en este proceso (sin la etapa de HG)

se muestran en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9: Funciones de calibracion obtenidos en el procedimiento MP-AES para

As(I11),DMAs(V) y MMASs(V).

Especie Funcioén de calibracién r2 LOD (mg L)
As(Ill)/As(V) | =212-[C] + 66.5 0.9919 0.53
DMAs(V) | =292 [C] + 38.1 0.9999 0.69
MMAS(V) | =191-[C] + 51.8 0.9967 0.43

Las funciones de calibracién de la Tabla 4.8 fueron utilizadas para cuantificar As en

soluciones antes de su introduccion a la columna y en fracciones recolectadas de la

columna; para As(lll) y As(V) se utilizé la misma funcion de calibracion. Las

concentraciones de especies y los porcentajes de recuperacion obtenidos se

presentan en la Tabla 4.10.
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Tabla 4.10: Concentraciones de especies de As en las soluciones ingresadas a la
columna SAX-AgCI, en fracciones recolectadas y, respectivos porcentajes de

recuperacion.

Especie Concentracion en la Concentracién de %
fraccion recolectada de la estandares no Recuperacion
columna SAX-AgCl (mg ingresadas a la columna

L) (mg L)
As(V) 8.23 8.96 91.8 %
As(lIl) 1.88 8.70 21.6 %
DMAs(V) 1.02 8.94 11.4 %
MMAS(V) 8.57 9.06 94.6 %

Como era de esperarse el porcentaje de recuperaciéon de DMAs(V) fue muy
bajo (11%), debido a que esta especie practicamente no se retiene en la columna.
Tanto As(V) como MMAs(V) presentaron porcentajes de recuperacion mayores al
90%, lo que indica la efectividad del esquema de retencidn/elucién propuesto.
Aungue en las primeras corridas la recuperacion de As(lll) fue casi de 100% (Fig.
4.4.a), el comportamiento de retencidn/elucion de esta especie en particular
empeor6 gradualmente hasta encontrar los porcentajes de recuperacion del orden
de 20%. Es por ello que se ha decidido ajustar las condiciones de extraccion de la
muestra con el fin de tener iAs en su totalidad en la forma As(V). A este respecto,
para la extraccion de As de tortilla se utilizo la mezcla del acido nitrico diluido y agua
oxigenada de acuerdo con los reportes recientes de estudios en arroz y otros
cereales [6, 17, 86, 91, 92]. Cabe mencionar que la baja y cambiante recuperacion
del As(lll) se debi6 probablemente a una incompleta modificacion de la resina con
AgCl y/o a la pérdida gradual de dicha modificacion en ciclos sucesivos. Sin
presencia de plata, a pH 2.6, el As(lll) se encuentra como especie neutra y se eluye
de SAX junto con oAs (pKal de As(lll) es de 9.2). Efectivamente, la recuperacion
de As(lll) fue muy buena en la columna recién modificada, pero después de
aproximadamente 20 ciclos, la retencién/elucion de As(lll) empeoraba

gradualmente. Al monitorear elucion de Ag de la columna (328.068 nm) quedo
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confirmado que su concentracion va en aumento conforme crece el nimero de
corridas realizadas. Esta pérdida de plata puede ocurrir en forma de AgCl o como
AgP por la posible foto-descomposicién de AgCl en Ag® + Cl2, ambos procesos

favorecidos por las soluciones de acido acético o nitrico.

El resultado mas relevante de esta parte de trabajo ha sido lograr la
separacion efectiva de As(V) de las especies metiladas MMAs(V) y DMAs(V),
pudiéndose emplear la resina SAX-AgCIl para la determinacién selectiva de iAs

siempre y cuando el As(lll) sea previamente oxidado a As(V).

4.5. Evaluacion de parametros analiticos y pruebas de exactitud del
procedimiento SPE-HG-MP-AES.

En el apartado anterior, se utilizO una columna cromatogréfica y los flujos
fueron controlados mediante la bomba del HPLC, de esta manera se demostro la
factibilidad de retencion y elucion selectiva del As(V) y también se ajustaron las
condiciones necesarias para lograr dicha selectividad. Como siguiente paso, se
propuso llevar a cabo la separacion mediante extraccion en fase solida (SPE)
utilizando cartuchos Select-Supelco SAX modificandolos con AgCl y empleando
deteccion/cuantificacion de iAs mediante HG-MP-AES. Este disefio final es atractivo
debido a més cortos tiempos de procesamiento de muestra, posibilidad de llevar a
cabo el procesamiento de varias muestras de manera simultanea, menor gasto de
reactivos y residuos de laboratorio, mas facil regeneracién de la resina y sin perder
la capacidad de preconcentracion, respecto al uso de la columna.

El procedimiento de modificacion de cartuchos con AgCl fue muy similar al
utilizado para la columna y se describe detalladamente en la parte experimental.
Los cartuchos modificados tenian que ser envueltos en papel aluminio para
proteccion de luz solar, al hacerlo, podrian ser utilizados por hasta 40 ciclos y luego
fue necesario el proceso de su regeneracion. Inicialmente, se comprob6 que
MMASs(V) y As(V) pueden ser retenidas completamente en cartuchos SAX-AgCl y

gue eluyeran en fracciones separadas, utilizando como eluyentes el acido acético y
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el acido nitrico, respectivamente. Para ello, se analizaron distintas mezclas de
estandares de As ingresando al cartucho concentraciones de As(V) de 0, 10, 20,
30, 40, 50 pg L*; a estas soluciones se les agregé MMAs(V) y DMAs(V) de tal forma
que la concentracion final de cada una de especies metiladas correspondié a 50 ug
As L1, Ademas, se analizaron estandares de As(V) sin adicion de estas dos
especies organicas y sin pasarlas por el cartucho SAX-AgCl, compardndose ambos
resultados. Cabe mencionar que en estos experimentos no se llevé a cabo la
preconcentracion ya que el volumen inicial introducido al cartucho fue de 5 mL y el
volumen final de la fraccidn recolectada mas la solucion del reductor (KI) y IS fue
también de 5 mL; este disefio permiti6 comparar directamente los parametros
analiticos para iAs (como As(V)) obtenidos sin y con cartucho, en ausencia y en

presencia de las especies organicas.

Tabla 4.11: Parametros de calibracion en el método HG-MP-AES para As(V).

Parametro Estandares no ingresados en Estandares ingresados en
SPE (SAX-AgCI) SPE (SAX-AgCI)

FunciQrJ de :nn:??ﬂ = 2931072 [As] + 4.30 - 102 inntﬁzzﬂ =323-1072 [As] + 4.51

regreS|0n 214.218nm 214.218nm . 10_3

r2 1.0000 0.9984

S.D.m 3.71 x10° 1.09 x 103

S.D.p 6.43 x 104 1.95 x 102

LOD (ugL?t) 5.14 6.12

C.V. (%) 1.48 2.75

S.D.m, error tipico de la pendiente; S.D.p, error tipico del intercepto; LOD, limite de
deteccion calculado como 3.3a/m; C.V.(%), coeficiente de varianza de 5 réplicas
de estandares 20 ug L.

Los parametros de la calibracion para As(V) no ingresado al cartucho y en
ausencia de oAs, asi como para As(V) después de la extraccion en fase solida en
presencia de 0As se muestran en la Tabla 4.11; en este caso ya se integré Te(lV)
como estandar interno.

Se puede observar que la sensibilidad (pendiente de la funcidén de regresion lineal)
fue muy similar para ambos procedimientos y se obtuvo un limite de deteccion
ligeramente inferior en presencia de o0As y realizando etapa SPE respecto a la

introduccién directa de estandar de As(V) al sistema HG-MP-AES. También es
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importante que la repetitividad evaluada como CV para cinco repeticiones del
estandar As(V) 20 ug L fue muy buena en ambos procedimientos (CV < 2.8%), lo
gue confirma que el uso de cartucho permite determinar de manera selectiva As(V).
Cabe resaltar que estos resultados fueron obtenidos mediante HG-MP-AES vy
utilizando Te(IV) 150 ug Lt como estandar interno.

Finalmente, se llevé a cabo la cuantificacion y el célculo de porcentajes de
recuperacion de soluciones a distintas concentraciones de As(V) en presencia de
50 ug L' tanto de MMAs(V) como de DMAs(V) en la etapa de extraccion en fase
solida (SAX-AgCIl), comparandose con las sefales de As(V) en ausencia de
especies organicas, para comprobar que Unicamente se estuviera eluyendo el As(V)
(Tabla 4.12).

Tabla 4.12: Porcentajes de recuperacion de As(V) a partir de sus mezclas con
DMAs(V) y MMAs(V) utilizando extraccion en fase solida (SAX-AgCl) y
determinacion de As mediante HG-MP-AES con Te(IV) como estandar interno.
(*Solucioén inicial: As(V); DMAs(V); MMAs(V), ug L)

Composiciéon  Int Emision  Int Emision  Int

[As], Recuperacion,
de la a 228.812 a214.281 As/Int
- 7 pg L-l %

solucion* nm (As) nm (Te) Te

0; 50; 50 9.11 376 0.02 nd -

10, 50, 50 121 386 0.31 9.20 92.0

20, 50, 50 237 384 0.62 19.6 98.0

30, 50, 30 356 359 0.99 32.3 108

40, 50, 50 477 361 1.32 43.7 109

50, 50, 50 556 347 1.60 53.3 107

En la Fig. 4.5 se muestra una superposicion de las sefiales de emision de As
(228.812 nm) registradas en dos diferentes experimentos, es decir soluciones
de mezclas de As(V), MMAs(V) y DMAs(V) ingresados en cartuchos SAX-AgCI;

comparados con de estandares sin haber sido ingresados en los cartuchos SAX-
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AgCl y en ausencia de las especies DMAs(V) y MMAs(V) en tres diferentes

concentraciones de estandares de As(V) (0, 10y 50 ug L ™).
650
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Fig. 4.5: Sefales de emision de As (228.812 nm). (-) Estandares de As(V) (0, 10y
50 ug L*) que no fueron ingresados en cartuchos SAX-AgCl. (- - -) Mezcla de
estandares de As(V) (0, 10 y 50 ug L) con MMAs(V) y DMAs(V) (50 pyg L)
ingresados en SAX-AgCI.

228.9 229

Resumiendo, los resultados obtenidos en esta parte de trabajo, hay que
resaltar que la pendiente de la funcion de regresion lineal para As(V) con Te(IV)
como estandar interno se mantuvo practicamente sin cambio cuando las soluciones
de calibracién contenian 0As y se pasaban por el cartucho SAX-AgCI, ademas de
presentar muy buena linealidad con r? = 1.0000 y limites de deteccién por debajo de
los 7 ug Lt (Tabla 4.11). Por su parte, de la Tabla 4.12 es evidente que ninguna de
las especies metiladas co-eluyeron con el As(V), puesto que en el blanco se
obtuvieron cantidades por debajo del limite de deteccién, y en las demas mezclas
se obtuvieron muy buenos porcentajes de recuperacion de As(V) (entre 92 y 109
%). Finalmente, en la Fig. 4.5 se comprueba que las sefiales de emisién de As en
ambos casos; tanto para estandares que contenian DMAs(V) y MMAs(V), como los

que no los contenian, fueron practicamente idénticos.

Con esto es demostrada la factibilidad de realizar la separacion de iAs en
cartuchos de intercambio anidnico modificados con cloruro de plata (SAX-AgCI) y
cuantificando el iAs mediante el método HG-MP-AES utilizando Te(lV) como

estandar interno.

El siguiente paso en el desarrollo del procedimiento SPE-HG-MP-AES fue

examinar la posibilidad de preconcentracion de iAs (en forma de As(V)) en el
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cartucho SAX-AgCI. Para ello, se prepard una serie de soluciones de As(V) que
contenian la misma masa de As, pero en voliumenes diferentes. Se analizaron
cuatro soluciones de As(V) a distintos volumenes (8, 15, 25 y 50 mL) todas con 150
ng As como As(V), comparandose con un estandar de As(V) no ingresado en SAX-
AgCl a 30 ug L1, concentracion calculada con base en el volumen final de 5 mL que

se obtuvo eluyendo la fraccion de As(V) y agregando reductor (KlI) y el IS.

En la Tabla 4.13 se muestran los volimenes y masas de As en este
experimento, asi como porcentajes de recuperacion de iAs obtenidos en el
procedimiento SPE-HG-MP-AES. Como se muestra en esta Tabla 4.13, la
concentracion determinada para cada una de las diluciones es muy cercana a la

esperada, con porcentajes de recuperacion de 90 a 111%.

Tabla 4.13: Volumenes y concentraciones de As(V) introducidas en el cartucho
SAX-AgCl, masa eluida y porcentajes de recuperaciéon de As evaluados en el
procedimiento SPE - HG-MP-AES.

Muestra Concentracion ng de As ng de As Recuperacion,
(volumen) inicial de As(V), ug iniciales eluidos %
As Lt
8 mL 18.75 150 135 89.8
15 mL 10.00 150 160 107
25 mL 6.00 150 167 111
50 mL 3.00 150 146 97.4

En la Fig. 4.6 se muestran las sefiales de emision de As adquiridas en el
analisis HG-MP-AES de las fracciones del cartucho correspondientes a la elucién
de As(V) comparadas con la sefial del estandar de As(V) que no fue ingresado en
cartuchos SAX-AgCIl. Como ya se menciond antes, la concentracién del estandar
fue de 30 yg As L* y correspondié a la concentracién esperada después de
retencién/elucion del cartucho suponiendo recuperacién completa de As(V) (Tabla
4.13).

Con este experimento se comprob0 la factibilidad de la preconcentracion de
As(V) en el cartucho SAX-AgCI utilizando el volumen de muestra introducido hasta

por lo menos 50 mL sin observar pérdida del analito. Esto representa una gran
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ventaja en especial en muestras con bajas concentraciones de iAs, puesto que se
puede ingresar un volumen grande y recuperar la totalidad del As(V) en las
muestras. En este sentido, los extractos de As de tortillas, al tener concentraciones
relativamente bajas de As podran ser estudiadas de manera eficiente mediante el
método SPE-HG-MP-AES, pudiéndose llevar a cabo extracciones con soluciones
de hasta 50 mL para posteriormente preconcentrar el As y analizar mediante HG-
MP-AES en una forma facil y poco costosa en comparacion con otros métodos.

400
300
200

100

0 ~4% 74 ] VAN
N N Y
228%5 228.65 228.75 228.85 228.95 229.05

-100

Intensidad de emision

Longitud de onda (nm)

Estandar 30 ppb 8 mL 15mL ------ 25mL ————50mL

Fig. 4.6: Espectros de emision de las muestras preconcentradas, comparadas con
el espectro de emision del estandar a 30 pg L, concentracién a la cual se calcul6

gue seria la elucién de las muestras.

Para evaluar los alcances del procedimiento SPE - HG-MP-AES con Te(IV) como
IS, se llevé a cabo el proceso de calibracion de As(V) ingresando al cartucho 20 mL
de cada solucion. Las soluciones de calibracion contenian 0; 6.0; 10; 30; 50 ug As
Lt en forma de As(V) ademas de 5 ug As L en forma de DMAs(V) y MMAs(V). Se
utilizaron bajas concentraciones de 0As ya que estas son especies minoritarias o
inexistentes en extractos de tortilla. Los parametros analiticos para iAs evaluados
con base en este proceso de calibracién se presentan en la Tabla 4.14, donde se
observa muy buena linealidad, repetibilidad y el limite de cuantificacion de 1.6 ug

As L1, totalmente adecuado para la cuantificacion de iAs en tortillas (ver Tabla 4.2).
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Tabla 4.14: Parametros analiticos obtenidos para iAs en el procedimiento SPE - HG-

MP-AES sin y con el uso de estandar interno (Te(IV)).

Parametro Sin IS ConlIS

Intervalo de 0; 6.0; 10; 30; 50 ug As Lt como As(V)

calibracion

Function de Int Asy2g812 nm = 7.60[As] — 3.38 Int ASyzssianm _ 4 5. 10-2([as] — 3.54 - 102

Int Tez14.281nm

regression lineal

R? 0.9952 0.9994
Error estandar 0.31 2.15x 10*
pendiente

Error estandar 16.5 1.16 x 102
intercepto

LOD, pg As L 11.9 1.6
LOQ, ug As L? 39.3 5.1
CV, % (10 ug As 5.94 2.56
L1, n=5)

4.6. Determinacion de iAs en tortillas por el procedimiento propuesto y
comparacion de los resultados con los obtenidos mediante el método HPLC-
ICP-MS.

Para verificar el funcionamiento del procedimiento en el andlisis de muestras reales,
se obtuvo el extracto de 2 g de material liofilizado correspondiente a las dos tortillas
mas contaminadas (Silao y Leodn). La extraccion se llevd a cabo siguiendo el
protocolo descrito en la parte experimental. En este analisis, se utilizo la columna
rellena con SAX-AgCI y los resultados de determinacion se presentan en la Tabla
4.15 junto con los obtenidos por HPLC - ICP-MS en las mismas muestras. Como se
puede observar, la concordancia entre los valores obtenidos en dos procedimientos
fue aceptable con resultados aproximadamente 10% mas altos en el procedimiento

propuesto respecto al método de referencia.
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Tabla 4.15: Arsénico inorganico determinado en dos tortillas mediante el
procedimiento propuesto (SPE - HG-MP-AES) y método HPLC - ICP-MS. (se
presentan concentraciones promedio + DE como pgAs kg? de masa liofilizada, n
=3; la recuperacion se calculé comparandose con respecto a los resultados
obtenidos mediante HPLC-ICP-MS).

SPE-HG-MP-AES HPLC - ICP-MS
Tortilla R, %
iAs + SD As(lll) + SD As(V) +SD iAs
Silao 219 + 24 154 +9 41.1+12 195 112
Ledn 87 +11 258+ 0.7 51.3+11 771 113

En la siguiente etapa de trabajo, se intent6 analizar los mismos extractos de tortilla
en cartuchos SAX-AgCI, siguiendo el procedimiento establecido. En este caso, sin
embargo, al ingresar la muestra se observo la coloracion oscura de la resina vy,
ademas, la presencia de un precipitado negro en la solucién saliente del cartucho.
Este efecto fue atribuido a la presencia de agua oxigenada lo que provocé la
formacion del 6xido de plata perdiéndose la modificacion de resina. En el caso de
la columna, la cantidad de la resina fue aproximadamente 8 veces mayor respecto
al cartucho, por lo que la columna presentaba relativamente alta capacidad de
retencién de tal manera que una pérdida parcial de su modificacién con AgCl no
impidié la retencion de arsénico y los resultados obtenidos en las seis primeras
corridas fueron alentadores (Tabla 4.15). Tal como se esperaba, al abrir la columna
de acero inoxidable se vio cerca de la entrada la coloracion oscura de la resina

debido a la formacion del 6xido de plata.

El uso de agua oxigenada ha sido reportado en los procedimientos de extraccion de
As con el fin de obtener iAs exclusivamente en forma de As(V) [93, 94]. Este mismo
requerimiento aplica también al procedimiento SPE - MP-AES desarrollado en este

trabajo, por lo que se realizaron varias pruebas tratando de eliminar el exceso de
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H202 antes del ingreso de la muestra al cartucho. Los experimentos fueron los

siguientes:
1. Aumentar tiempo de calentamiento de muestra en la etapa de extraccion
2. Calentar el extracto (80 °C, 30 min) agregando trazas de Fe(lll)
3. Irradiar el extracto con luz UV en presencia de trazas de Fe(lll)
4. Agregar sulfito de plata al extracto antes del ajuste de pH (sin y con

calentamiento, diferentes tiempos para completar la reaccion)
5. Agregar sulfito de plata al extracto después de ajustar el pH 9 (sin y con
calentamiento, diferentes tiempos para completar la reaccién)

6. Todas las pruebas anteriores, utilizando 1% H20zen lugar de 3%.

En todos estos experimentos, ocurrio la perdida de la modificacion del cartucho
impidiendo aplicacién del procedimiento al andlisis de iAs en tortillas. Cabe recordar
gue inicialmente se optd por utilizar la resina modificada debido a alta afinidad de
compuestos de plata al iAs, esperando obtener un sistema estable y eficiente para
la preconcentracion selectiva de esta forma del elemento. En un trabajo futuro, se
planea estudiar la retencidén/separacion de especies de As en un cartucho de
intercambio anionico no modificado, adoptando el sistema reportado anteriormente
[93, 94].
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Capitulo V
Conclusiones
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El presente trabajo de tesis ha sido enfocado en el desarrollo de un
procedimiento analitico para la determinacion de especies de arsénico en tortilla. La
tortilla es un importante componente de la dieta mexicana y también es un producto
cada vez mas popular a nivel mundial. Los granos de maiz, de manera similar como
otros cereales (arroz, trigo), acumulan arsénico principalmente en forma de
especies inorganicas (iAs), pero los datos sobre especiacion de As en productos
alimenticios derivados de maiz son escasos y en el caso de tortilla, inexistentes. Es
por ello que en la primera parte de trabajo se adoptd un procedimiento analitico
consistente de la separacion de As(lll), As(V), DMAs(V), MMAs(V) por
cromatografia de intercambio anionico y el sistema ICP-MS, con el fin de conocer la
distribucién y concentracion de especies en una serie de tortillas adquiridas en los
mercados locales. Los resultados obtenidos mostraron la presencia del arsénico
total en el intervalo de concentraciones 21.8 - 192 ug kg (masa liofilizada), de los
cuales 72.3 - 98.0% correspondieron a As(lll) + As(V).

Con base en los resultados del método HPLC - ICP-MS, quedd clara la
necesidad de analizar arsénico inorganico en tortillas, especialmente aquellas
provenientes de regiones de México caracterizadas por altos niveles de As en el
medio ambiente. Para cumplir con esta tarea, se ha propuesto un nuevo
procedimiento analitico basado en la separacion/preconcentracion selectiva de iAs
mediante extraccion en fase soélida y determinacion de As por el sistema de
generacion de hidruros con MP-AES. En este procedimiento, la extraccion de As de
tortilla y la parte de extraccion en fase solida se realizaron adoptando y refinando
las condiciones reportadas anteriormente para otros tipos de muestras. La

aportacion novedosa consisti6 de:

1. Uso de la técnica MP-AES para la especiacion de arseénico.

2. Generacién de arsina para introducir la muestra después de SPE al sistema
MP-AES para la cuantificacion de As a nivel de ultra-trazas.

3. Uso de Te(lV) como estandar interno para reducir imprecisiones cometidas
durante generacion de arsina, su transporte al plasma, fluctuacion del plasma

y ruido instrumental.
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4. Validacion del procedimiento mediante comparacion de los resultados con los

obtenidos por HPLC — ICP-MS en las mismas muestras.

El procedimiento se realizé utilizando en la etapa de SPE, la resina SAX-AgCI
empacada en una columna o en un cartucho. En la columna cabe aproximadamente
8 veces mayor cantidad de resina, por lo que se gastaban cantidades mas grandes
de las soluciones en la etapa de modificacion, activacion y regeneracion respecto al
cartucho; ademas fue necesario el uso de la bomba HPLC para mantener el flujo
adecuado (3.5 mL/min). Por otra parte, con el cartucho, se podian procesar varias
muestras de manera simultanea sin requerimiento del sistema HPLC y con un
menor gasto en reactivos. Para ambos sistemas se demostré su factibilidad de
separar/preconcentrar As(V) de manera selectiva. La introduccién del eluato (con
IS) a un sistema continuo, donde se realizé la reduccion de As(V) a As(lll),
generacion de arsina, su transporte al plasma y deteccion de As por MP-AES
permitié la determinacion de iAs a nivel de ultra-trazas. Se ha demostrado que el
uso de Te(lV) como estandar interno resultd en una mejor linealidad de la funcién
de calibracién y mejor precision de los resultados. El limite de deteccidn instrumental
del procedimiento es 0.9 ug As L%, lo que corresponderia a 2.25 pg As kg de masa
liofilizada de tortilla permitiendo cuantificacion de iAs en todas muestras reales

incluidas en estudio.

En el andlisis de muestras reales, se presenté un problema provocado por la
presencia del exceso de peroxido de hidrogeno, utilizado en la extraccién de As de
tortilla. Igual que en algunos trabajos reportados en literatura reciente, el agua
oxigenada fue agregada para asegurar qua todo iAs se extraiga en forma de As(V).
A pesar de diferentes pruebas de eliminar dicho exceso, no se logré resolver el
problema y, al poner en contacto el extracto de la muestra con la resina, la
modificacion con AgCl se perdia formando un precipitado oscuro del 6xido de plata.
Obviamente, el efecto fue mucho mas pronunciado al utilizar cartuchos respecto a
la columna, ya que la mayor cantidad de la resina en la columna le conferia una
mayor resistencia a la destruccion y mayor capacidad de retencion en presencia de

H202 como interferente. El mejor comportamiento de la columna respecto cartucho
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gquedo demostrado mediante el analisis de iAs en dos tortillas, obteniéndose
relativamente buena concordancia de los resultados entre SPE(columna) - HG-MP-
AES y HPLC - ICP-MS.

En un trabajo futuro es necesario afinar las condiciones de la extraccion en fase

solida para evitar o eliminar deterioro de la resina modificada por el agua oxigenada.
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