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Resumen

En esta tesis doctoral se desarrollaron dos métodos analiticos basados en ICP-MS
paraelanalisis de muestras de cereales engranoy procesados, con especial énfasis
en identificar y dimensionar los puntos criticos que frecuentemente deterioran la
performance analitica a niveles ultratraza. Esto se vuelve particularmente impor-
tante cuando se trata de elementos de relevancia toxicoldgica como los estudiados

en este trabajo.

Por un lado, un método fue desarrollado para la cuantificacion del contenido total
de As, Cd, Pby Hg a niveles ultratraza. Se estudiaron distintas alternativas de trata-
miento de muestra, dandole especialimportancia a los valores del blanco, los cuales
son determinantes paralos limites de deteccidn y cuantificacion. También se estu-
dio lainfluencia de potenciales interferencias en la determinacién, como la presen-
ciade Clo Cresidual enla solucion de muestra. Una digestion asistida por microon-
das, con HNOz 7mol/Ly H:0,, permitié obtener los valores de blanco mas bajos, con
una buena eficiencia de digestion y con una acidez final compatible con el instru-
mento. El método desarrollado fue validado, obteniéndose muy buenas cifras de
merito, y fue aplicado al analisis de muestras reales. Se analizaron distintos tiposy
variedades de arrocesy harinas de trigo obtenidas del mercado, y también semillas
de trigo de distintas localidades. Se observaron niveles cuantificables de As, Cd y
Hg en casi todas las muestras de arroz mientras que solo algunas tuvieron concen-
traciones cuantificables de Pb. En cuanto alas muestras de granosy harina de trigo,
Asy Cdfueron cuantificables en todas las muestras, pero Pby Hg solo en algunas de
ellas. Se realizaron anélisis estadisticos y en algunos casos se observaron diferen-
cias estadisticamente significativas entre tipos o variedades de un mismo cereal.
En el caso del trigo, se observaron marcadas diferencias en la concentracion segun

el sitio de produccion.

Porotro lado, se desarrolld un método analitico para el analisis de especiacion de As
por HPLC-ICP-MS en las muestras mencionadas. Para la extraccion de las especies
de As de la muestra se encontré6 como condiciones oOptimas el uso de

HNOz 0,14 mol/L, a una temperatura de 125 °C y un tiempo de extraccion de 30 mi-



nutos en horno microondas. Con estas condiciones se obtuvo una eficiencia de ex-
traccion promedio del 94%. Se estudio exhaustivamente la separacion cromatogra-
fica, la cual fue basada en intercambio anionico fuerte. Para ello se propuso el uso
de dicarboxilatos como eluyentes, los cuales tienen ventajas sobre el carbonato o el
fosfato, que sonlos eluyentes mas usados. Se estudié una serie de dicarboxilatosy
se relaciono¢ su estructura quimica con el comportamiento cromatografico obser-
vado. Los mejores resultados fueron obtenidos con oxalato de amonio. Utilizando
oxalato de amonio a pH 8,33 y un gradiente de elucién desde 5 mmol/L hasta
40 mmol/L se obtuvo una excelente separacion cromatografica en un tiempo de 6,5
minutos, la cual a su vez presentd una alta robustez en los tiempos de retencion,
incluso inyectando extractos en medio acido sin dilucion. EI método desarrollado
fue validado y nuevamente se obtuvieron muy buenas cifras de mérito. En cuanto a
las muestras de arroz, pudieron cuantificarse las cuatro especies de As estudiadas
(arsenito, arsenato, monometilarsonato y dimetilarsinato), ademas de que se en-
contraron picos cromatograficos de especies de identidad desconocida. Las cuatro
especies estudiadas fueron cuantificables en la gran mayoria de las muestras y se
observaron algunas diferencias sequn el tipo de arroz, especialmente al comparar
el arroz refinado con el parbolizado o el integral. En las muestras de harina trigo se
observo una clara predominancia de las especies inorganicas y una mayor propor-

cion de arsenato en las muestras de harina leudante.



Abstract

In this doctoral thesis, two analytical methods based on ICP-MS were developed for
the analysis of grain and processed cereal samples, with special emphasis on iden-
tifying the critical points that frequently deteriorate analytical performance at ultra-
trace levels. This becomes particularly important when dealing with elements of

toxicological relevance such as those studied in this work.

On one hand, a method was developed for the quantification of the total content of
As, Cd, Pb and Hg at ultratrace levels. Different sample treatment alternatives were
studied, with special attention given to blank values, which are crucial for detection
and quantification limits. The influence of potential interferences on the determi-
nation, such as the presence of residual Cl or C in the sample solution, was also in-
vestigated. Microwave-assisted digestion, with 7 mol/L HNOz and H,0,, allowed ob-
taining the lowest blank values, with good digestion efficiency and final acidity com-
patible with the instrument The developed method was validated, yielding very good
figures of merit, and was applied to the analysis of real samples. Various types and
varieties of rice and wheat flours obtained from the market, as well as wheat seeds
from different locations, were analyzed. Quantifiable levels of As, Cd and Hg were
observed in almost all rice samples while only some of them had quantifiable con-
centrations of Pb. As for wheat grain and flour samples, As and Cd were quantifiable
in all samples, but Pb and Hg only in some of them. Statistical analyzes were carried
out and in some cases statistically significant differences were observed between
types or varieties of the same cereal. Marked differences in concentration were ob-

served in wheat depending on the production site.

On the other hand, an analytical method for As speciation analysis by HPLC-ICP-MS
in the mentioned samples was developed. For the extraction of As species from the
sample, optimal conditions were found to be the use of 0.14 mol/L HNQOJ3 at a tem-
perature of 125 °C and an extraction time of 30 minutes in a microwave oven. Under
these conditions, an average extraction efficiency of 94% was achieved. The chro-
matographic separation was thoroughly studied, which was based on strong anion
exchange. For this, the use of dicarboxylates as eluents was proposed, which have

advantages over carbonate or phosphate, which are the most used eluents. A series
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of dicarboxylates was studied and their chemical structure was related to the ob-
served chromatographic behavior. The best results were obtained with ammonium
oxalate. Using ammonium oxalate at pH 8.33 and a gradient elution from 5 mmol/L
to 40 mmol/L, excellent chromatographic separation was achieved in 6.5 minutes,
which also exhibited high robustness in retention times, even when injecting ex-
tracts in acidic medium without dilution. The developed method was validated, and
again, very good figures of merit were obtained. Regarding rice samples, all four
studied As species(arsenite, arsenate, monomethylarsonate, and dimethylarsinate)
could be quantified, and chromatographic peaks of species of unknown identity
were found. All four species studied were quantifiable in the vast majority of sam-
ples, and some differences were observed depending on the type of rice, especially
when comparing refined rice with parboiled or whole rice. In wheat flour samples, a
clear predominance of inorganic species and a higher proportion of arsenate in the

self-rising flour samples were observed.
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1. Introduccion

Argentina es uno de los mayores productores y exportadores de materias primasy
productos agropecuarios, siendo los cereales uno de los ejes centrales de dicha
produccion. La capacidad productiva de nuestro pais permite que, ademas de pro-
curar el abastecimiento total del mercado interno, algunos cereales como trigo,
arroz y maiz sean también exportados. Esto hace que sea de especial interés cono-

cer la calidad nutricional y sequridad alimentaria de los cereales producidos.

1.1.  Aspectos toxicoldgicos y legislaciones

Plomo, cadmio, arsenico y mercurio son los principales elementos quimicos que
normalmente se consideran toxicos, estando los cuatro enlalista de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) de las diez sustancias quimicas de mayor preocupacion
para la salud publica [1]. Estos elementos presentan tanto toxicidad aguda como
cronica[2-5]. A su vez, se ha comprobado la carcinogenicidad del Cd y sus com-
puestos[6]ydel Asysus compuestosinorganicos[6], mientras que los compuestos
inorganicos de Pb se consideran probablemente carcinogénicos[7]. Segunla Agen-
cialnternacional paralalnvestigacién del Cancer(IARC), el mercurioy sus compues-
tos inorganicos actualmente se encuentran en el Grupo 3, que suma a los agentes
“no clasificables segun su carcinogenicidad en humanos”[8](la cual no significa que
no sean carcinogénicos, si no que no se dispone de evidencia [9]), mientras que el
metilmercurio se lo considera posiblemente carcinogénico [8]. La arsenobetainay
otros compuestos organicos de arsénico no metabolizados en humanos también se
encuentranen el Grupo 3[6], junto al mercurio. Ademas de los efectos carcinogéni-
cos, latoxicidad crénica presentada por estos elementos es muy ampliay abarcaun
gran numero de 6rganos. Se han observado danos neurologicos, renales, cardiovas-
culares, hematologicos, inmunoldgicos, dermales, respiratorios, gastrointestina-

les, reproductivosy de desarrollo [2-5].

En alimentos no se encuentran niveles que presenten riesgos agudos, pero si pue-
den presentar niveles traza que contribuyen a la ingesta cronica de estos toxicos.
La Agencia para Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades(ASTDR)de los Es-

tados Unidos ha establecido Niveles de Riesgo Minimo (MRL) para un gran nimero
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de sustancias. Un MRL es definido como una estimacion de la exposicién humana
diariaaunasustancia que es probable que no presente unriesgo apreciable de efec-
tos adversos ala salud durante un periodo de exposicion especificado [4]. Estas es-
timaciones solo contemplan efectos adversos no-carcinogénicos[4]. Enla Tabla 1.1
se muestran los MRL orales establecidos por ASTDR para Pb, Cd, Asy Hg, y algunos

compuestos formados por ellos.

Tabla 1.1. MRL orales establecidos para Pb, Cd, Asy Hg.

Sustancia Duracion? MRL (ng/kg peso Referencia
corporal/dia)
Aguda 5
Arsénico inorganico (4]
Crdnica 0,3
Acido Intermedia 100
Monometilarsonico [4]
(MMA) Cronica 10
Acido
Dimetilarsinico Cronica 20 [4]
(DMA)
Plomo - No establecido® [2]
Intermedia 0,5
Cadmio [3]
Crdnica 01
Aguda 2
Mercurio inorganico (5]
Intermedia 0,01
Metilmercurio Crénica 0.1 [5]

@ Aguda: 1a 14 dias, Intermedia: 15 a 364 dias, Cronica: 1ano o mas.
®Se han observado efectos adversos a los niveles méas bajos estudiados, por lo que aun
no se ha podido establecer un MRL

Por otra parte, el Comite de Expertos en Aditivos Alimentarios Conjunto de la Orga-
nizacion Mundial de la Saludy la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimen-
taciony la Agricultura (JECFA) establece ingestas semanales provisionales tolera-
bles (PTWI) o ingestas mensuales provisionales tolerables (PMTI), los cuales se ba-
san, como los MRL, en el minimo nivel de ingesta donde no se observan efectos ad-
versos[10]. EnlaTabla 1.2 se muestran los valores que ha establecido laJECFA para

los cuatro elementos antes mencionados.

JECFA actualmente no tiene ingestas tolerables establecidas para plomoy arsénico

inorganico, debido a que los valores anteriormente establecidos fueron retirados.
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Losvalores de PTWI de 25 ug/kg peso corporal/semana para el Pby de 15 uyg/kg peso
corporal/semana para el As fueron retirados en las Ultimas revisiones publicadas, ya
que el analisis de nuevos estudios toxicologicos indican que dichas ingestas no se

encuentran exentas de potenciales efectos adversos en la salud [11,12].

Tabla 1.2. Ingestas provisionales tolerables establecidas por JECFA
PTWI PTMI Ref

Sustancia (ug/kg peso corporal/semana)  (ug/kg peso corporal/mes)
Arsef"?o No establecido® No establecido® [17]
Inorganico
Plomo No establecido?® No establecido® [12]
Cadmio - 25 [12]
Merclur.lo 4 ) 1]
Inorganico
Metilmercurio 1,6 - [13]

@No se ha podido determinar una ingesta que no presente efectos adversos en la salud

Transformando los valores propuestos por JECFA a ingestas diarias, puede verse
que los valores son diferentes a los de ASTDR. Esto no es poco comun teniendo en
cuenta las incertidumbres que pueden presentar los estudios toxicologicos a nive-
les muy bajos. Mas alla de las discrepancias, puede verse que en muchos casos los
efectos toxicos se presentan coningestasdiarias cronicasenelordendelospugpara
una persona promedio. Esto hace que sea de suma importancia la cuantificacion del
contenido de estos elementos a niveles ultratraza en los alimentos que consumi-

maos.

El MERCOSUR, a través de la Resolucion GMC N° 12/11 establece niveles maximos
para distintos contaminantes inorganicos en alimentos. En ella se han establecido
valores maximos para As, Cd y Pb en cereales y alimentos derivados de ellos. El Hg
no se encuentra regulado actualmente en este tipo de alimentos. Enla Tabla 1.3 se

extraen algunos de los limites presentados en dicha norma.

Enla Resolucién GMC N°18/21se establecen niveles maximos de As inorganico (iAs)
de 0,35y 0,20 mg/kg para arroz descascarado (arroz integral)y arroz pulido, respec-
tivamente. Estalegislacion es la primera del MERCOSUR que regula el contenido de

determinadas especies quimicas de un elemento en lugar del contenido total.
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Tabla 1.3. Limites maximos de As, Cd y Pb establecidos en el MERCOSUR para algunos
alimentos basados en cereales

Limites maximos (mg/kg)

Categoria
As Cd Pb
Cerealesy productos de y a base de cereales, excluidos
: : ) 0.3 0.1 0.2
trigo, arroz y sus productos derivados y aceites
Trigo y sus derivados excepto aceite 0.3 0.2 0,2
Arrozy sus derivados excepto aceite 0,32 0.4 0,2

2 Derogado por resolucion GMC N° 18/21

La Union Europearecientemente hahecho mas estrictos algunos de loslimites para
ciertosalimentos. Enla Tabla 1.4 se presentan los limites maximos establecidos se-
gun el Reglamento (UE)2023/915 de la Comision. En el caso del As, todos los limites
presentados en la tabla corresponden a iAs. Al igual que con la normativa de MER-
COSUR, no hay limites establecidos para el contenido de Hg en cereales.

Tabla 1.4. Limites maximos de As, Cd y Pb establecidos en la UE para algunos alimentos
basados en cereales

Categoria Limites maximos (mg/kg)
Pb
Cereales 0.2
Cd
Cebaday centeno 0,05
Arroz, quinoa, salvado de trigo y gluten de trigo 0,15
Trigo candeal (Triticum durum) 0,18
Germen de trigo 0.2
Cereales, excepto los mencionados anteriormente 0.1
iAs
Arroz pulido 0,15
Arroz descascarado (integ_ral)y arroz sancochado (parbo- 095
lizado) ’
Harina de arroz 0,25
Tortitas de arroz, obleas de arroz, galletitas de arroz,
pasteles de arroz, copos de arrozy arroz hinchado para 0,3
desayuno
Arroz destinado a la produccion de alimentos para lac-
tantes y ninos de corta edad 0.1
Bebidas no alcohdlicas a base de arroz 0,03

14



Por su parte, en el Codex Alimentarius se establecen valores limites de iAs, Pby Cd

iguales alos del MERCOSUR.

Es llamativo que algunos de los limites maximos establecidos son relativamente al-
tos si se los compara con la ingesta diaria promedio de estos alimentos y los bajos
MRL y PTWI presentados anteriormente. Tomando los datos de la 2° Encuesta Na-
cional de Nutricion y Salud (ENNyS 2), organizada por la Secretaria de Gobierno de
Salud del Ministerio de Salud y Desarrollo Social, pueden calcularse las ingestas dia-
rias promedio de diversos alimentos para distintos grupos etarios. Tomando como
ejemplo el arroz blanco, para un argentino mayor de 18 anos el calculo resulta en una
ingesta promedio de 11,79 g de arroz por dia. Si este arroz contuviese 0,35 mg/kg de
Cd (lo cual seria permisible segun la legislacion del MERCOSUR), la ingesta diaria de
arroz aportaria 4,13 ug de Cd por dia. Esto supone una ingesta del 59% del LMR pro-
puesto por ASTDR para el Cd, solo teniendo en cuenta el arroz blanco. Este ejemplo
no pretende ser un analisis de riesgo, que es mucho mas complejo de llevar a cabo,
pero ilustra la disonancia que hay entre los valores maximos permitidos en alimen-
tosy latoxicidad de algunos elementos. Esto adquiere especial importancia cuando
se trata de alimentos ampliamente consumidos, como lo son los cereales, y espe-
cialmente el arroz, el trigo y sus derivados. En un analisis llevado a cabo por la Auto-
ridad Europea de Seguridad Alimentaria(EFSA) se encontré que los granos y cerea-
les son los principales contribuyentes a la ingesta de Cd en la dieta de los europeos
[14]. Lo mismo ocurre con el As; de hecho, en un estudio realizado en el PRINARC se
ha estimado que, a pesar de tener bajas concentraciones de As, el trigo es el se-
gundo mayor contribuyente a la ingesta diaria de As de los argentinos, después del

agua de bebida conteniendo méas de 0,01 mg/L (nivel guia de OMS)[15]

1.2. Especiaciéon quimica
La toxicidad no solo depende del elemento, sino también de la forma quimica en la
que se encuentra. Como puede verse en los MRL establecidos por ASTDR, los com-
puestos organicos de As acido dimetilarsinico (DMA) y 4cido monometilarsénico
(MMA), entre otros, son menos toxicos que los compuestos inorganicos. Entre los
compuestos inorganicos de As se encuentran a su vez el cido arsenioso (HzAsOz)y

el 4cido arsénico (HsAs0.), o sus formas desprotonadas arsenito (As(lll)) y arsenato
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(As(V)), respectivamente. De estos dos, el As(ll1)es méas téxico, al menos en términos
de toxicidad aguda[16,17]. Ademas de estas, existe un gran nimero de especies qui-
micas de As. Entre ellas pueden mencionarse las formas trivalentes del DMA y el
MMA, las cuales son alin mas toxicas que las especies inorganicas [17,18], aunque
solo suelen hallarse en muestras biologicas de estudios metabolicos ya que son muy
inestables [18]. También existen compuestos tiolados de As (donde los atomos de
oxigeno son sustituidos por atomos de azufre), el ion tetrametilarsonio, el éxido de
trimetilarsina y especies organicas mas complejas como la arsenobetaina, arseno-
colina, arsenoazucares, arsenolipidos, entre otras [16]. Algunas de estas especies
se consideran practicamente no toxicas(como la arsenobetaina [19]), mientras que
para muchas otras alin no se conoce mucho sobre su toxicidad [19,20]. Enla Figura

1.1se muestrala estructura quimica de algunas de las especies de As mas comunes.

Algo similar ocurre con el Hg, el cual generalmente se encuentra como Hg inorga-
nico o el catién organico metilmercurio (MeHqg). Existen otras especies de Hg, como
el etilmercurio, fenilmercurio, dimetilmercurio, timerosal, entre otras, aunque es-
tas son mucho menos frecuentes. Como ocurre con el As, las toxicidades de estas
especies difieren[21,22]. Pb y Cd también forman especies organometalicas, pero
estas son antropogénicas, no de origen natural. Los compuestos organometalicos
del Cd no suelen hallarse en el ambiente debido a que son inestables y se descom-
ponen rapidamente . En cuanto al Pb, la especie organometalica mas estudiada es
el tetraetilo de plomo, utilizado como antidetonante en combustibles. Este aditivo
se encuentra actualmente prohibido en la mayoria de los paises, incluyendo Argen-
tina desde 1996, con lo cual ya no es comun encontrarlo en el ambiente [23]. En la

Figura 1.2 se muestran algunas de las especies de Pb, Cd y Hg mas comunes.

Estas diferencias de toxicidad, asi también como de movilidad, biodisponibilidad,
reactividad, entre otras, dieron lugar al campo de la especiacion quimica. La espe-
ciacion ha sido definida por la [IUPAC como la distribucion de un elemento en espe-
cies quimicas definidas, siendo una especie quimica la forma especifica de un ele-
mento definida en funcion de sucomposicidnisotopica, estado electrénico o de oxi-
dacion, y/o estructura molecular o compleja[24]. A suvez, se ha definido el andlisis
de especiacion como la actividad analitica de identificar y/o medir las cantidades de
una o mas especies quimicas en una muestra[24].
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En funcion de lo mencionado anteriormente, es evidente que en algunos casos es
necesario llevar a cabo un analisis de especiacion para estimar correctamente el
riesgo que puede implicar la presencia de un elemento en un alimento. Esto es par-
ticularmente importante para el As en cereales, que en el caso del arroz puede pre-
sentarse en concentraciones mucho mas elevadas que Hg, Pb y Cd y formando un
gran numero de compuestos que difieren ampliamente en su toxicidad. Por este

motivo, los estudios de especiacion de este trabajo se focalizaron en As.

1.3. Metodologias analiticas

1.3.1. Técnicas instrumentales para analisis elemental

Existe una amplia variedad de técnicas analiticas disponibles para llevar a cabo la
determinacién de elementos quimicos [25-28]. Sin embargo, los elementos téxicos
suelen encontrarse en niveles extremadamente bajos, los cuales no todas las técni-
cas pueden alcanzar. Algunas de las técnicas mas ampliamente usadas son la es-
pectrometria de absorcién atomica con horno de grafito (GFAAS), la espectrometria
de absorcion o fluorescencia atomicas con generacion de vapor quimico (CVGAAS,
CVGAFS), la espectrometria de emisién dptica con plasma inducido por microondas
(MIP-0ES), la espectrometria de emisién optica con plasma acoplado inductiva-
mente (ICP-OES) y la espectrometria de masas con plasma acoplado inductiva-
mente (ICP-MS). Si bien las técnicas basadas en AAS y AFS pueden alcanzar en algu-
nos casos los limites de deteccion necesarios para estas determinaciones, la natu-
raleza monoelemental de la determinacion hace mucho mas laborioso el analisis
cuando se deben determinar varios analitos distintos. En este sentido, las tecnicas
basadas en plasma suponen una ventaja, ya que permiten la determinacion de un
gran numero de elementos en un periodo de unos pocos sequndos. Dentro de estas
tecnicas, ICP-MS es claramente la mas adecuada debido a sus extremadamente ba-
joslimites de deteccion instrumentales, que frecuentemente se encuentran por de-
bajodelospg/L einclusodelosng/L. Aestose sumatambiénunampliorango lineal,
la posibilidad de usar estandares internos para corregir efectos de matriz y deriva
instrumental y la posibilidad de llevar a cabo analisis isotopicos. Esta técnica tam-
bién es facilmente adaptable a analisis de especiacion, acoplando previamente un

cromatografo liguido o gaseoso para llevar a cabo la separacion y utilizando el
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ICP-MS como detector. A pesar de estas ventajas, el elevado costo instrumental y
de operacion de ICP-MS hace que sea particularmente importante optimizar el ana-
lisis, agilizando los tiempos de medicion y llevando a cabo adecuados tratamientos
de muestra que faciliten la determinacion y maximicen la vida util del equipo, sin
sacrificar performance analitica. Este propdsito fue uno de los ejes del presente
trabajo, con la particularidad de que los experimentos de esta tesis fueron los pri-
meros en llevarse a cabo con la instrumentacién ICP-MS adquirida oportunamente

por el PRINARC.

1.3.1.1. Fundamentos basicos de ICP-MS

ICP-MS, como todas las espectrometrias de masa, se basa en separary detectar io-
nes en funcion de su relacion masa/carga(m/z). Los espectrometros de masa basi-
camente se componen de una fuente de iones, un analizador de masas y un detec-
tor. En el caso de ICP-MS la fuente de iones es el plasma, el analizador de masas en
equipos de bajaresolucion suele serun cuadrupolo, y el detector es un multiplicador
de electrones secundarios. En la Figura 1.3 se muestra un esquema de un equipo

ICP-MS.

Bobinade
radiofrecuencia

- Celdade Cuadrupolo
rcolisién/reaccién /. P

Y

Camara
de spray

(| —— ®

Nebulizador Lentes L-Detector
Antorcha Conode [ ionicas

muestreo l

Cono
skimmer

Bomba
peristaltica

Figura 1.3. Esquema de un equipo ICP-MS basado en cuadrupolo.

La solucion de muestra, que puede combinarse a través de una T con una solucién
de estandar interno, es impulsada por una bomba peristalticay es introducida en el
nebulizador. Este genera una fina niebla dentro de una camara de spray, que solo

transfiere las gotas mas pequenas a la antorcha del plasma.

20



El plasma generado por la ionizacidn de Ar en las técnicas de ICP suele tener tem-
peraturas de entre 7000 y 10000 K. Este plasma es lo suficientemente energético
como para descomponer las moléculas que ingresan a ély también ionizar la mayo-
ria de los elementos, al menos parcialmente. El grado de ionizacion de un elemento
en el plasma (es decir, la cantidad de &tomos que se ionizan respecto a la cantidad
de 4&tomos en total de ese elemento) puede estimarse de manera razonable a partir
de la ecuacion de Saha, que involucra, entre otros parametros, la temperaturay el
potencial de ionizacién del elemento [29]. Los elementos con menor potencial de
ionizacién presentaran un mayor grado de ionizacion y consecuentemente, al me-
nos en principio, una mayor sensibilidad. Elementos como los metales alcalinos y
los lantanidos presentan potenciales de ionizacién bajos (<7 eV), por lo que general-
mente se encontraran en forma de iones en un plasma convencional, y no como ato-
mos neutros. Por otro lado, la mayoria de los no metales presentan potenciales de
ionizacioén altos (>11eV), y solo un pequeno porcentaje de sus atomos seran ioniza-
dos en el plasma(<5%). Los elementos que posean un segundo potencial de ioniza-
cion lo suficientemente bajo, como los metales alcalinos térreos y los lantanidos,
pueden perder un segundo electron, dando valores de m/z a la mitad de la masa del
isotopo. Esto es indeseable, ya que conduce a las interferencias de doble carga,

donde el analito y el elemento doblemente cargado tienen la misma m/z.

Los iones generados en el plasma atraviesan dos conos, el cono de muestreo y el
cono skimmer, que conforman la interfase entre la region de alto vacio del espec-
trometroy el plasma que se encuentra a presion atmosfeérica. Estos iones son con-
ducidos por una serie de lentes ionicas, las cuales los extraen, colimany separan de
las especies neutras, y posteriormente los introducen en el analizador de masas o
enuna celdade colision/reaccion. La mayoria de los equipos modernos cuentan con
estas celdas de colision/reaccion antes del analizador de masas para reducir las in-
terferencias de iones poliatomicos. Estas interferencias por iones poliatémicos
son, como sunombre loindica, interferencias generadas poriones compuestos por
mas de un atomo, cuya m/z coincide con el del analito. Ejemplos tipicos de estas
interferencias son el “Ar*®*Cl* sobre el As* o0 el “°Ar®0* sobre el ®Fe*. Para la supre-
sion de estas interferencias, las celdas de colision/reaccién, que son camaras con

un hexapolo u octapolo en su interior, son presurizadas con un gas que puede ser
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He, Hz, NHs, entre otros. El hexapolo u octapolo mantiene enfocado el haz de iones
y lo conduce a través del gas que contiene la celda. Existen varios mecanismos por
los cuales pueden eliminarse estas interferencias, como la formacion de aductos
conunam/zdistinto al analito, transferencia de carga del ion poliatomico a una mo-
lecula del gas de la celda, disociaciones inducidas por colision o el uso de discrimi-
nacion por energia cinética. Este ultimo mecanismo, el cual fue usado en este tra-
bajo, aprovecha la diferencia de radio ionico de las especies poliatémicas con res-
pecto alas monoatémicas, como el analito. Dado que los iones poliatomicos suelen
ser de mayor tamano, colisionan un mayor numero de veces con el gas de la celda, y
consecuentemente pierden mayor energia que los monoatémicos. Aplicando un pe-
queno potencial positivo a la salida de la celda puede impedirse el paso de los iones
poliatdmicos, mientras que los monoatdmicos conservan energia suficiente para

superar esta barrera energética.

A'la salida de la celda de colision/reaccion se encuentra el analizador de masas, que
en el caso del equipo usado en este trabajo se trata de un cuadrupolo. Este analiza-
dor estd compuesto de cuatro barras paralelas a las que se les aplican voltajes de
radiofrecuencia y de corriente continua. Cambiando estos voltajes se permite se-
cuencialmente el paso de una unica m/z. El paso de un dada m/z esta sincronizado
con el sistema de deteccion, de manera que el detector “cuenta” las senales que ob-
tiene por unidad de tiempo para cada m/z, dando lugar a la respuesta instrumental,
que son las cuentas por segundo (CPS). El detector consiste en un multiplicador de
electrones secundarios, el cual funciona de manera analoga a un fotomultiplicador,
solo que los primeros electrones en lugar de serliberados por el impacto de un foton

son liberados por el impacto de union.

1.3.2. Preparacion de muestras

Encuantoaltratamiento de las muestras, la digestion acida asistida por microondas
en sistemas cerrados se ha impuesto en las ultimas décadas como la técnica de
eleccion para la descomposicion de la matriz de la muestra [30,31]. Varias ventajas
justifican este hecho. Por unlado, la posibilidad de calentar la mezcla acida a mayor

temperatura que el punto de ebullicion de los acidos usados y la presion generada
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durante la reaccion aumentan la eficiencia de la descomposicion respecto a siste-
mas abiertos. Por otro lado, los sistemas cerrados minimizan el riesgo de contami-
nacion de las muestras por el ambiente de laboratorio y de pérdida de elementos
volatiles, lo cual es especialmente importante en analisis a niveles ultratraza. A su
vez, el calentamiento por microondas es mucho mas eficiente que el calentamiento
tradicional por conducciony conveccion, lo cual acorta significativamente los tiem-
pos de tratamiento de muestra. A pesar de esto, estos sistemas no estan libres de
inconvenientes. Si bien generalmente las muestras se alcanzan a disolver comple-
tamente, la destruccion de la materia organica no es total. En trabajos donde se
analizaron por resonancia magnética nuclear [32]y HPLC-UV[33]soluciones obte-
nidas de digestiones microondas, se ha demostrado la resistencia de algunos com-
puestos organicos a sudescomposicion, especialmente en el caso de los compues-
tos aromaticos. Por otra parte, el aumento de presién ocasionado por la liberacion
de gases durante lareaccion de descomposicion limita la masa maxima de muestra
que puede ser tratada en un recipiente. Esto es especialmente importante en ana-
lisis a niveles muy bajos, donde es deseable minimizar el factor de dilucién del mé-

todo.

Claramente el uso de sistemas abiertos implica el riesgo de volatilizacion de analitos
y contaminacion de la muestra, sin embargo, teniendo las precauciones necesarias
para minimizar estos riesqos, resulta de interes estudiar silos menores factores de
dilucion no compensan estos riesgos. La calcinacion en mufla a elevadas tempera-
turasy la digestion acida en placa calefactora son ejemplos de estrategias que ha-
cen uso de sistemas abiertos para el tratamiento de muestras. Estas técnicas, hoy
en dia consideradas anticuadas frente alos modernosy costosos digestores micro-
ondas, podrian aportar algunas ventajas al andlisis ultratraza [30]. Por ejemplo, la
calcinacion en mufla a 450°C permite la destruccion completa de la materia orga-
nica, obteniéndose finalmente cenizas blancas que pueden ser disueltas en un
acido adecuado para su posterior medicion instrumental. A su vez, al utilizar solo
pequenas cantidades de acido para la disolucion de las cenizas, se logra reducir el
aporte delos reactivosal blanco. El uso de aditivos como sales de magnesio 0 H,SO,
ha demostrado su utilidad para evitar la pérdida de ciertos analitos por volatilizacion

[30], la cual es una de las mayores desventajas del tratamiento por mufla. Otra de
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las cualidades del tratamiento por calcinacion es la capacidad de procesar grandes
cantidades de muestra y llevar a volumenes finales pequenos. Esto resulta en un
factor de diluciéon mucho menor que los que son posibles de alcanzar en métodos de
digestion por via humeda. Aun asi, debe evaluarse cuidadosamente esta alternativa
ya que no debe perderse de vista que también pueden estar concentrandose poten-
ciales interferentes y que una solucion tan concentrada puede llevar a efectos de

matriz.

En el caso del analisis de especiacion, la etapa de preparacion de las muestras es
un punto critico del metodo analitico. En general se utilizan extracciones en condi-
ciones moderadas, que logren la extraccion cuantitativa de los analitos, pero que no
comprometan la identidad de las especies quimicas. En este sentido los tratamien-
tos de muestra descritos anteriormente para la determinacion del contenido total
no son aplicables al analisis de especiacion. Se han reportado diversas estrategias
para llevar a cabo estas extracciones. El uso de metanol o mezclas de metanol y
agua ha sido ampliamente reportado para los estudios de especiacion de As[34]. Si
bien este extractante es lo suficientemente suave como para no ocasionar inter-
conversion de especies, en general no se alcanzan extracciones cuantitativas del As
presente en la muestra [35-38] o se requieren tiempos de extraccién muy largos
[39]. Asuvez el extracto debe ser evaporado y reconstituido en medio acuoso [39]
para evitar inconvenientes causados por el metanol en la separacion cromatogra-
ficay en el plasma. Se han propuesto tambien extracciones enzimaticas, usando
amilasas[40,41], celulasas[42]y/o proteasas [43-45]. La especificidad de las enzi-
mas y las condiciones moderadas de temperatura y pH necesarias para su uso mi-
nimizan el riesgo de interconversion de especies. Sin embargo, las eficiencias de
extraccion no siempre son cuantitativas[36,42,45], requieren largos tiempos de ex-
traccion[40-42,44 ], lapresencia de sales en la solucion enzimatica puede dificultar
la posterior separacion cromatografica [46], son reactivos de un costo relativa-
mente elevado, y ademas se ha reportado que pueden aportar cantidades significa-
tivas de analito al blanco de reactivos [42,46]. A pesar de esto, las extracciones en-
zimaticas encuentran utilidad en los estudios de bioaccesibilidad, donde se repro-
ducenlas condiciones del sistema digestivo in vitro. La hidrolisis acida es otra de las

técnicas que ha sido popularmente usada paralos analisis de especiacion. Una gran
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variedad de acidos en distintas concentraciones ha sido propuesta para llevar a
cabo la extraccion [34,36,47-49]. Las eficiencias de extraccion usando acidos ge-
neralmente son altas, sin embargo, existe un riesgo de interconversion de especies
debido a las condiciones de pH y temperatura generalmente utilizadas. Reciente-
mente se ha reportado que los extractos acidos podrian comprometer la integridad
de compuestos tioarsenicales presentes enlas muestras[41,44]. Asuvez, laacidez
resultante del extracto debe ser tenida en cuenta ya que puede interferir con las
separaciones porintercambioiénico. Ademas de las diversas soluciones extractan-
tes, se han estudiado distintas técnicas para llevar a cabo la extraccion. Entre ellas
pueden mencionarse algunas técnicas clasicas, como agitacion mecanica, soxhlet
y calentamiento en bano de agua o placa calefactora, y otras técnicas mas moder-
nas como extracciones con ultrasonido y calentamiento asistido por microondas
[34,49].

1.3.3. Separaciones cromatograficas

Los analisis de especiacion generalmente requieren una etapa separativa, de ma-
neraque las especieslleguenindividualmente al detector. En cuanto ala separacion
cromatografica para el analisis de especiacion de As, la cromatografia de intercam-
bio aniénico fuerte se ha impuesto como la mejor alternativa para la separacion de
las especies As(ll1), As(V), DMAy MMA[34,50-52]. La naturaleza de 4cido débil de es-
tas especies hace que a pHs neutros o ligeramente basicos se presenten como
aniones, permitiendo ser separadas por intercambio anionico. Un gran numero de
meétodos se han publicado parallevar a cabo esta separacion. Es frecuente el uso de
fases estacionarias de tipo intercambio anionico fuerte, como lo son aquellas con
soporte polimérico de poliestireno divinilbenceno funcionalizado con grupos amo-
nio cuaternarios. En cuanto a las fases maviles, las basadas en fosfato o carbonato
sonlasmés populares[34,50,52 ]. El uso de fosfatos tiene la ventaja de su capacidad
buffer a pH neutro o ligeramente basico, sumado a su adecuado poder de elucion
que permite obtener corridas cromatograficas en tiempos relativamente cortos
con una adecuada resolucion. Sin embargo, el uso de fosfatos trae el riesgo de la
acumulacion de especies poliméricas de P en los conos de la interfase del ICP-MS
[50,53,54], lo cual puede generar deriva instrumental de la sefnal y limitar la vida util

de estas costosas partes del instrumento. Por otro lado, los carbonatos, como el
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carbonato de amonio, son totalmente compatibles con el sistema ICP-MS, siendo
descompuestos facilmente en el plasmay evitando el problema de depositos en las
partes del equipo. A pesar de esto, debido al bajo poder de elucion del carbonato,
las corridas cromatograficas son marcadamente mas largas, siendo frecuente-
mente necesarios mas de 15 minutos para separar las cuatro especies [34,55]. Una
alternativa poco estudiada es el uso de eluyentes basados en aniones organicos,
como los carboxilatos y dicarboxilatos. Particularmente los dicarboxilatos tienen
una serie de ventajas para el analisis de especiacion de As, como son sus pKa en un
rango entre 1,2y 5,7; la relativa facilidad con la que pueden ser descompuestos en
el plasmay su excelente poder de elucién a pH neutro o ligeramente basico. Algunas
aplicaciones a esta separacion pueden encontrarse en la bibliografia [56], pero no
se encuentran estudios detallados sobre la influencia de estos compuestos en la

separacion.

1.3.4. Identificacion de nuevas especies quimicas

La identificacion de las especies presentes en una muestra es uno de los desafios
mas grandes del analisis de especiacion. Si bien ICP-MS ofrece limites de deteccidn
generalmente inalcanzables por otras técnicas para este tipo de analisis, tiene el
inconveniente de que no aportainformacion estructural sobre la especie detectada.
Al ingresar al plasma, la especie se descompone totalmente en sus atomos, per-
diéndose la posibilidad de sacar conclusiones sobre la estructura de la molécula ori-
ginal. Debido a esto, laidentidad de las especies es frecuentemente asignada a tra-
vés de los tiempos de retencion cromatograficos [57]. Sin embargo, esto tiene va-
rios inconvenientes. Por unlado, en un mismo pico pueden coeluir varias especies,
que es lo que ocurre con las especies poco retenidas y aquellas que no interactuan
con la fase estacionaria. Por otro lado, debe garantizarse que la matriz de las mues-
tras no resulte en corrimientos de los tiempos de retencion respecto de los estan-
dares, yaque esto podriallevara unaidentificacidonincorrecta. A suvez, hay muchas
especies de las cuales aun no se dispone de estandares comerciales, como es el
caso de los arsenoazucares, arsenolipidos, entre otras. Estos inconvenientes del
uso de los tiempos de retencion como medio de identificacion llevan a la necesidad

de utilizar técnicas complementarias que aporten informacion estructural para la
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elucidacion de la estructura quimica del compuesto. Para estos fines se han em-
pleado técnicas como resonancia magnética nuclear [58], técnicas basadas en ra-
yos X [59-61]y espectrometrias de masa moleculares [62,63]. Si bien RMN permite
reconstruir completamente la estructura de la especie a través de los espectros, es
necesario purificar el compuesto y obtener generalmente al menos 1 mg de este
para los ensayos. Esta tarea es especialmente compleja, y en algunos casos impo-
sible, teniendo en cuenta que muchas especies pueden encontrarse en las mues-
tras a niveles menores de 50 ug/kg. Por otro lado, las técnicas basadas en rayos X
tienen la ventaja de que permiten analizar muestras solidas, evitando problemas de
estabilidad durante la extraccion o separacion cromatografica. Sin embargo, es ne-
cesario contar con estandares de las especies a confirmary algunas de estas espe-
cies no pueden ser distinguidas por esta técnica, que es el caso de las que presen-
tan entornos quimicos muy similares alrededor del 4&tomo de As[57]. A su vez, para
obtener limites de deteccion lo suficientemente bajos se hace necesario utilizar ra-
diacion de sincrotron, y aun asi muchas especies pueden no ser detectada por esta
técnica [57]. Por su parte, las espectrometrias de masa moleculares han sido las
mas usadas para laidentificacion de especies desconocidas [57,62-64]. Las espec-
trometrias de masa en tandem conionizacion por electrospray (ESI-MS/MS)y las es-
pectrometrias de masade altaresolucion como las basadas entiempo de vuelo (ESI-
TOF-MS) permiten obtener informacién estructural con cantidades de analito mu-
cho menores que RMN y rayos X. Estas tecnicas a su vez pueden utilizarse por infu-
sién directa (introduciendo la muestra directamente en el espectrémetro) o lle-
vando a cabo previamente una separacion, dada su relativa facilidad de acopla-
miento con técnicas cromatograficas. Esto ha sido ampliamente utilizado en estu-
dios de especiacion centrados en la identificacion de nuevos compuestos y en la
identificacion de picos observados por HPLC-ICP-MS que no coinciden en tiempo
de retencion con los estandares disponibles. Diversas especies han sido identifica-
das de estaforma, como arsenoazucares, arsenolipidos, tioarsenatos, diversos me-

tabolitos, entre otros[57,62,63].

1.3.4.1. Fundamentos basicos de ESI-MS/MS

La ionizacidn por electrospray es una técnica de ionizacion suave donde solutos

presentes en una solucion pueden ser transferidos a la fase gas como iones. Estos
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solutos pueden ya encontrarse como iones en la solucion o pueden ser especies
neutras que adquieren una carga al asociarse con otra especie cargada. El proceso
del electrospray consiste en tres etapas: la produccion de gotas cargadas; lareduc-
cion de tamano de las gotas por evaporaciony desintegracion, formando gotas muy
pequenas y altamente cargadas; y finalmente el proceso de formacion de los iones

en fase gas a partir de estas ultimas gotas pequenas.
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Figura 1.4. Esquema de la generacion de un electrospray

En la Figura 1.4 se esquematiza el proceso de generacion del electrospray. En pri-
mer lugar, la solucién que contiene el analito es conducida a un capilar al cual se le
aplica un potencial positivo o negativo. Debido a la polarizabilidad y el momento di-
polar de las moléculas del solvente, el campo eléctrico genera una doble capa eléc-
tricay un enriguecimiento de iones del mismo signo que el potencial aplicado cerca
del menisco. Esto asuvez genera la desestabilizacion del meniscoy la formacion de
unconoyun jet cargado con un exceso de cargas eléctricas del mismo signo, el cual
a suvezluego se divide en gotas también cargadas. La evaporacion del solvente en
estas gotas acerca las cargas eléctricas, hasta que la repulsion electrostatica des-

estabiliza la gota y genera la emision de un nuevo jet y una serie de gotas mas pe-
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quenas, también cargadas. Este proceso se repite hasta que en algun punto se ge-
neran iones libres en fase gas. Se han propuesto distintos mecanismos para esta
etapayesuntemaaunendiscusion. Estosiones sonluego conducidos al analizador
de masas, donde son separados y luego detectados. [65] Tanto ESI como ICP son
técnicas de ionizacion, la diferencia radica en que ESI es una ionizacion suave que
permite obtener iones del analito con su estructura intacta (o bien formando un
aducto); mientras que ICP es unaionizacion extremadamente energética, donde se
obtienen iones de los elementos que forman el analito, perdiéndose toda informa-

cion estructural.
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Figura 1.5. Esquema de un espectrometro de masa en tdndem de triple cuadrupolo (0g0Q)

Como analizador de masas se pueden usar distintas configuraciones, como cuadru-
polos, trampas de iones, espectrometros de tiempo de vuelo, entre otros. Son fre-
cuentes las combinaciones consecutivas de mas de un analizador, obteniendo lo
gue se conoce como espectrometria de masa en tandem. Configuraciones de este
estilo que se encuentran frecuentemente son la de triple cuadrupolo y la de O-Trap,
donde entre dos cuadrupolos(Q1y 03) o un cuadrupolo y una trampa de iones se en-
cuentra otro cuadrupolo (02), hexapolo u octapolo que actuan como celda de reac-
cion. En esta celdalosiones provenientes de Q1 sufren fragmentaciones, las cuales
son luego analizadas por Q3. Para llevar a cabo estas fragmentaciones existen dis-
tintas alternativas, pero la mas popular es la disociacion inducida por colisiones
(CID, también abreviado como CAD), donde los iones se fragmentan por colisiones
conun gas inerte [66]. Enla Figura 1.5 se esquematiza un espectrometro de masa
con configuracion de triple cuadrupolo. Esta disposicion en tandem es de gran uti-
lidad ya que permite obtener informacion estructural sobre elion aislado en Q1y me-

joranotablemente larelacion senal/ruido. Con esta configuracion a su vez se obtie-
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nen varios modos de adquisicion del espectro de masas. Entre ellos se puede men-
cionar el Full Scan, donde el instrumento opera como un simple cuadrupolo y barre
un amplio rango de masas; el Single lon Monitoring (SIM), donde el instrumento se
detiene enunaunicam/z(o enunrango acotado de ellas); el Product Scan, donde se
buscan los fragmentos generados por un ion aislado con el primer cuadrupolo; el
Precursor Scan, donde se opera de manera inversa que en Product Scan, buscando
los precursores que generan un determinado fragmento; y el Selected Reaction Mo-
nitoring (SRM) o Multiple Reaction Monitoring (MRM), donde Q1y Q3 estéan fijos en pa-
res de valores de m/z relacionados a fragmentaciones caracteristicas del analito

(transiciones).

La informacion que se obtiene de estos modos de adquisicion es util en la dilucida-
ciondelaestructuraquimicadelanalito. Las fragmentaciones que se danenunana-
lisis MS/MS siguen en lineas generales los principios de la quimica organica[67], por
lo que, en principio, es posible reconstruir la estructura delion precursor a partir de
los fragmentos generados. Especialmente valiosa eslainformacion brindada por las
tecnicas de alta resolucion, ya que permiten determinar la férmula molecular de un

ion a partir de su masa exacta.

El acoplamiento de una técnica separativa como la cromatografia liquida a un sis-
tema de espectrometria de masa en tandem mejora sustancialmente sus capacida-
desya que permite separar al analito de la matriz. Esto permite identificar y cuanti-
ficar compuestos en mezclas complejas. En esta configuracion la coelucion de mas
de un componente no es un problema tan serio como con otros detectores ya que la

espectrometria de masa en tandem aporta selectividad adicional al analisis.

1.4. Elementosy especiacion en cereales

En la bibliografia se encuentran muchos reportes del contenido de elementos toxi-
cos de cereales consumidos en distintos paises. En menor medida se encuentran

también publicaciones sobre los cereales producidos en Argentina.

Encuantoalarroz, enarroces consumidos en Suecia se han encontrado niveles pro-

medio de Pb, Cd y As de 0,004; 0,024y 0,20 mg/kg respectivamente, mientras que

50



las mismas muestras tuvieron un contenido promedio de 0,11 mg/kg de As inorga-
nico[68]. Por otrolado, en un trabajo realizado en Bélgica se mencionan concentra-
ciones promedio de As en muestras de arroz blanco de 0,216 mg/kg, con un prome-
dio de 0,172 mg/kg de As inorganico[69]. En un estudio donde se analizaron arroces
producidos en China los niveles promedio de As, Cd y Pb fueron de 0,089; 0,087y
0,036 mg/kg respectivamente [70]. Otro estudio sobre arroces chinos mostrd con-
centraciones promedio de As de 0,154 mg/kgy de 0,002 mg/kg para Hg[71]. Arroces
pulidos consumidos en Brasil han mostrado concentraciones promedio de Asy Cd
de 0,105y 0,013 mg/kg, respectivamente [72]. En Italia se hallaron concentraciones
medianas de 0,020 mg/kg para el Pb y de 0,025 mg/kg para el Cd [73]. Respecto al
analisis de especiacion, estudios sobre las especies de As presentes en el arroz han
sido ampliamente reportados en la bibliografia internacional [40,43,47,69,74-82].
La capacidad del arroz para acumular cantidades relativamente altas de distintas
especies de As es reconocida ya hace mucho tiempo. Se ha reportado especial-
mente la presencia de las especies inorganicas As(lIl) y As(V)y las especies organi-
cas MMAy DMA. Un numero de estudios ha demostrado que el contenido de As total
y sus especies en arroz depende del origen geografico del mismo, siendo estas di-
ferencias bastante marcadas en algunos casos [ 75,76,81,83,84]. En general, se ob-
servan las concentraciones méas bajas en arroces producidos en Africa, mientras
que arroces producidos en Europay América presentaron concentraciones mas al-

tas[83].

En cuanto al trigo y sus productos derivados, en un estudio en Polonia se encontro
en granos de trigo un promedio de 0,0028 mg/kg de Hg[85], mientras que otro tra-
bajo en este mismo pais hallo concentraciones promedio de Pby Cd de 0,023y 0,034
ug/kg, respectivamente[86]. Similarmente, en trigos producidos en Italia se encon-
traron concentraciones medianas de Pb de 0,020 mg/kg y de Cd de 0,040 mg/kg
[73]. En muestras de trigo producidas en una regiéon de China se encontraron valo-
res promedio de Cd de 0,032 mg/kg [87]. Por otro lado, en muestras de granos de
trigo de Bélgica se observaron concentraciones promedio de As de 0,022 mg/kg,
siendo en promedio 0,021 mg/kg As inorganico [69]. En un amplio estudio llevado
sobre trigos producidos en Italia se encontro una concentracion promedio de As de

0,009 mg/kg[88]. Este mismo estudio también mostré que, en promedio, el 95% del
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As esta presente en formas inorganicas, mientras que detectaron también peque-
nas cantidades de DMA y MMA. Resultados similares fueron obtenidos en otro tra-
bajo también llevado a cabo en Italia[839]y otro en Pakistan [30]. En este ultimo la
concentracion media fue de 0,105 mg/kg y los autores lo adjudicaron al riego con
agua subterranea con elevados niveles de As. Otro trabajo estudio trigos producidos
enalgunos paises de Europay encontrd que trigos producidos enunlugar de Francia
tenian elevadas concentraciones de As. Estas muestras tenian concentraciones
aproximadamente un orden de mayores que los demas sitios. Esto fue adjudicado
al elevado contenido de As presente en el suelo [91]. El andlisis de especiacién lle-
vado a cabo en ese trabajo solo mostro la presencia de especies inorganicas en el

trigo.

Algunos estudios también se han llevado a cabo en Argentina. Londonio et al. (2019)
han determinado el contenido de varios elementos quimicos en muestras comer-
ciales de arroz pulido y productos de arroz, observandose la ya conocida acumula-
cionde As(media: 0,237 mg/kg), ademas de concentraciones en el nivel de las ultra-
trazas de Cd(media: 0,006 mg/kg)y Pb(media: 0,025 mg/kg), entre otros[92]. EIHg
se encontro por debajo del limite de deteccion de 0,05 mg/kg. Por su parte, Bermu-
dezetal.(2011)analizaron muestras de trigo de sitios potencialmente contaminados
de la provincia de Cérdoba hallando en promedio niveles de Pby Cd de 0,088 mg/kg
y 0,017 mg/kg, respectivamente, entre otros elementos[93]. Arsénico no fue detec-
tado en ninguna de las muestras, sin embargo, esto posiblemente se deba a que la
técnica utilizada (andlisis por activacion neutrénica) no tuvo la suficiente sensibili-
dad para este elemento. Hg no fue determinado en este estudio. En un estudio rea-
lizado por Lavado et al.(2006) se analizaron muestras de trigo, maiz y soja cultivadas
en sitios considerados “no contaminados” y sitios “potencialmente afectados” de la
provincia de Buenos Aires[94]. Los autores hallaron concentraciones de Cd de 0,03
mqg/kg; 0,11 mg/kg y 0,17 mg/kg para maiz, trigo y soja, respectivamente. Sin em-
bargo, es mas sorprendente el contenido de Pb hallado, que fue de 4,59 mqg/kg; 1,45
mg/kg y 0,45 mg/kg, para maiz, trigo y soja, respectivamente. Estos niveles son
marcadamente mas elevados que los reportados en la bibliografia y fueron hallados

tanto en los sitios considerados pristinos como en los potencialmente contamina-
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dos. Asy Hg no fueron determinados en este estudio. Estudios en otros paises su-
gieren que el contenido de Hg en trigos generalmente es menor a 0,05 mg/kg
[85,95], sin embargo, no se encuentran publicados reportes del contenido de este

metal en trigos producidos en nuestro pals.

Respecto al analisis de especiacion, en trabajos publicados se encuentra que los
arroces producidos en Argentina en general siguen un patrén de especiacion similar
a los arroces estadounidenses [75-77], donde el contenido de especies organicas
esta fuertemente correlacionado al contenido de As total, mientras que el conte-
nido de As inorganico varia relativamente poco respecto del As total [78-80]. Este
patron de especiacion es distinto al de los arroces producidos en otras regiones
como Chinay Europa, donde la concentracion de As inorganico tambien aumenta

marcadamente con la concentraciéon de As total [75].

En cuanto al analisis de especiacion de As en muestras de trigo, no se encuentran
publicados actualmente estudios sobre las especies de As presentes en muestras
de este cereal que hayan sido producidas localmente. Como fue mencionado ante-
riormente, se ha estimado que el trigo puede ser el alimento que mas As aporta a
nuestra dieta[15]. A su vez, si el trigo local sigue la misma tendencia que el produ-
cido en otras partes del mundo, es esperable que casi la totalidad de este As sea
inorganico. Esto hace que el analisis de especiacion en este cereal sea de especial
interés, ya que permitiria hacer un analisis mas certero del riesgo toxicolégico que

implica el consumo de As a través de este alimento.

A pesar de que practicamente todos los estudios de especiacion de As en cereales
se han centrado en las cuatro especies antes mencionadas, hay reportes de la pre-
senciade especies desconocidas en muestras de arroz, las cuales son evidenciadas
por picos cromatograficos que no coinciden en tiempo de retencidn con los de los
estandares delas especies comunmente estudiadas[40,41,43,44,47,74,96]. A pesar
de esto, solo algunos de estos trabajos han identificado las especies desconocidas,
entre las cuales se encontro al cation tetrametilarsonio [96]y el anion dimetiltioar-
senato [41,43]. Durante el trabajo llevado a cabo en esta tesis se han detectado pi-
cos cromatograficos que no coinciden con ninguna de las 4 especies tipicamente

presentes en el arroz. A su vez, estos picos tampoco desaparecen con la adicion de
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H.0, durante las extracciones, lo cual descarta la posibilidad de que se trate de los
tioarsenatos reportados por otros autores. Recientemente (2022) se ha publicado
un reporte de la identificacion de una nueva especie de As en muestras de arroz de
Estados Unidos[97]. La estructura de esta especie, identificada como acido dime-
tilarsonildimetilarsinico, se muestraenlaFigura1.6. Esllamativala presenciade dos
atomos de arsénico en esta especie. Hasta el momento, la arsenicina A era la Unica
especie con mas de un atomo de As presente naturalmente en la biota [98,99]. El
comportamiento cromatograficoy laresistencia al H,0; presentado porlanueva es-
pecie de As identificada es similar a lo observado con el pico desconocido hallado
en este trabajo, por lo que es de esperarse que pueda tratarse del mismo com-

puesto.
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Figura 1.6. Estructuras de la Arsenicina Ay el acido dimetilarsonildimetilarsinico
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1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivo general

El objetivo general de esta tesis es generar conocimientos que contribuyan a la ac-
tual base cientifica disponible sobre el contenido y especiacion de elementos toxi-

cos presentes en cereales de consumo masivo producidos en el pais.

Con este trabajo se propone generar nuevas metodologias analiticas que permitan
la determinacion de elementos quimicos de interes toxicoldgico a niveles ultratraza
en cereales. A su vez, se propone el desarrollo de metodologias analiticas que per-
mitan identificary cuantificar individualmente las distintas especies de los elemen-
tos que sean de interés en el area de la especiacion quimica. Para ello se estudiara
la aplicacion de técnicas de espectrometria de masay separaciones cromatografi-

cas, como asi también distintas estrategias de preparacion de muestra.

1.5.2. Objetivos especificos

Estudiar y comparar distintas estrategias de preparacion de muestra basa-
das en métodos clasicos y metodos asistidos por radiacion microondas para
el posterior analisis por ICP-MS.

Desarrollary validar metodologias analiticas basadas en ICP-MS para la cuan-
tificacion del contenido total de elementos quimicos de interés toxicologico
aniveles ultratraza en muestras de cereales.

Evaluar distintas estrategias de preparacion de muestra para analisis de es-
peciacion que permitan la extraccion cuantitativa de los analitos sin inter-
conversion de especies.

Estudiar nuevas alternativas de separacion por cromatografia de intercam-
bio ionico paralas especies que resulten de interés.

Desarrollar y validar metodologias basadas en HPLC-ICP-MS para el analisis
de especiacion.

Aplicar los métodos validados a muestras de cereales.

Estudiar la presencia de especies desconocidas en muestras reales.
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Capitulo 2
Materiales y Métodos




2. Materiales y métodos

2.1. Reactivosy soluciones

Alo largo de todo este trabajo se utilizd agua ultrapura (ASTM Tipo |) obtenida de un
equipo Milli-Q Reference®, alimentado con agua destilada. La resistividad del agua

ultrapura siempre fue de al menos 18,2 M(J cm.

El acido nitrico (HNO3z 65%, Merck, EMSURE®)y el 4cido clorhidrico (HCI 37%, Merck,
EMSURE®)utilizados fueron bidestilados en un equipo de destilacién subboiling mo-

delo distillacid BSB939-IR, marca Berghof.

Ademas, se utilizaron en distintas etapas de este trabajo otros reactivos, los cuales

son listados a continuacion:

Acido sulfurico (H,S04) 95-97%, Merck, EMSURE®.

Peroxido de hidrogeno (H20,) 30%, Merck, EMSURE®.

Nitrato de magnesio hexahidratado (Mg(NO3),.6 H20), Merck, EMSURE®.
Hidroxido de amonio (NH4OH) 25-30%, Cicarelli, pro-analisis.

Hidroxido de sodio (NaOH) perlitas, Cicarelli, pro-analisis.

Fenolftaleina, Cicarelli, pro-analisis.

Acido oxalico dihidratado, Merck, EMSURE®.

Acido succinico (99%), Cicarelli, pro-anélisis.

Acido DL-malico (99%), Cicarelli, pro-analisis.

Acido L-tartarico(99%), Cicarelli, pro-anélisis.

Biftalato de potasio (99,8%), Anedra, pro-analisis.

Acido tartrénico(97%), Sigma-Aldrich.

Acido glutarico (99%), Sigma-Aldrich.

Acido maldnico (99%)y 4cido adipico fueron provistos por Prof. Erico M. M.
Flores. El 4cido adipico fue purificado por recristalizacion en agua y secado
a 105 °C por dos horas.

Acido 4-hidroxibenzoico (>99%), Sigma-Aldrich.
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Se utilizaron ademas las siguientes soluciones estandar:

Arsenato 1000 mg/L, como As: solucion trazable a SRM de NIST, adquirida de

Merck (TraceCERT®).

Arsenito 1000 mg/L, como As: preparado por disolucién de As,03(>99%, Bio-

pack)en una minima cantidad de NaOH 1mol/L, neutralizacion del exceso de

NaOH con HCI 6 mol/L y finalmente llevado a volumen con HCI 0,12 mol/L.

DMA 1000 mg/L, como As: preparado por disolucion de acido dimetilarsinico

(99%, Sigma-Aldrich) en agua ultrapura.

MMA 1000 mg/L, como As: preparado por disolucion de acido monometilar-

sénico (>98%, ChemService) en agua ultrapura.

Soluciones estandar individuales de arsenito, arsenato, DMAy MMA 1T mg/L,

como As, preparadas por dilucion de las soluciones madre con

HNOs 0,14 mo/L.

Solucion estandar multielemental “Initial Calibration Verification, standard 3"

(SCPScience):

10 mg/L: Ag, Al, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Cu, Mo, Mn, Ni, Pb, Sb, Se, Th, Tl,
U, V. Zn

100 mg/L:  Sr.

1000 mg/L: Ca, Fe, K, Mg, Na.

Solucion estandar de Hg, 10 mg/L (Inorganic Ventures)

Solucion para estandar interno “ICP-MS Internal Standard Mix"(Agilent):

100 mg/L:  SLi, Sc, Ge, Rh, In, Th, Lu, Bi.

Diluida a 800 pg/L en HNOs 0,7 mol/L

Solucion de sintonizacion (Agilent)

100 mg/L:  Li, Mg, Y, Ce, Tl, Co

Diluidaa 1ug/L en HNO3 0,28 mol/L

Ademas, se utilizaron resinas de intercambio anionico fuerte SBG1P-0OH-ID, marca
Resintech, basadas enungel poroso de poliestireno funcionalizado conaminas cua-

ternarias.
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2.2. Instrumentacion

Un ICP-MS Agilent 7900 fue utilizado para las determinaciones. El mismo conté con
un suministro de Ar(99,99998%) para el plasma y He (99,99999%) para la celda de
colision.

Para las separaciones cromatograficas se utilizo una bomba HPLC cuaternaria Agi-
lent 1260 Infinity con una columna Hamilton PRP-X100 (250x4.1 mm, 10 ym) y una
precolumna Hamilton PRP-X100 (20x2.1 mm, 10 um). Todas las conexiones del sis-
tema HPLC fueron realizadas con tuberias de PEEK (0,13 mm i.d.). La salida de la
columna fue conectadaa unapieza T, donde se combind con estandarinterno antes

delingreso al nebulizador del ICP-MS.

Las digestiones y extracciones microondas fueron llevadas a cabo en un sistema
Milestone Ethos ONE con un rotor SK-10 equipado con 10 recipientes de TFM®, los
cuales soportan una presion maxima de 100 bar y una temperatura maxima de
300°C. Uno de los recipientes cuenta con una sonda de temperatura, la cual permite
al equipo ajustar la potencia del microondas en funcién de las temperaturas setea-

das.
Las digestiones via seca fueron realizadas en una mufla automatica Tecnodalvo.

Para los ensayos por ESI-MS/MS se utilizd un Sciex QTRAP 4000, con el mismo sis-

tema cromatografico que el ICP-MS

2.3. Muestras

Se analizaron muestras de arroz, trigo y harina de trigo. Las muestras de trigo co-
rresponden a ensayos llevados a cabo por el INTA en las estaciones experimentales
de Parana, Marcos Juarezy Reconquista. Las muestras representan distintas varie-
dades de trigo, algunas comerciales y algunas en desarrollo por el INTA, las cuales
fueron cultivadas en las tres estaciones experimentales. De estas variedades, algu-

nas son de ciclo corto y otras de ciclo largo.

Las muestras de arroz y harina fueron adquiridas en supermercados y dietéticas de
SantaFeyEntre Rios. Se adquirieron muestras de distintas marcas comerciales en-

trelosanos 2018y 2022. Entre las muestras de arroz se analizaron muestras de arroz
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pulido, arroz parbolizado y arroz integral. A su vez se incluyeron principalmente las
variedades Largo Finoy Doble Carolina, ademas de 4 muestras de arroz Yamani, una
de Corto Japones y una de arroz Glutinoso. Todas las muestras de Doble Carolina,
asi como la de arroz glutinoso y Corto Japonés son arroces pulidos. En cuanto a la
harina de trigo, se incluyeron muestras de harina integral, harina 000, harina 0000y

harina leudante.

Se analizaron un total de 117 muestras: 30 muestras de trigo, 46 de arrozy 41 de ha-

rina de trigo. Enla Tabla 2.1 se muestra el nimero de muestras analizadas por cada

matriz.

Tabla 2.1. NUmero de muestras analizadas por matriz

Matriz Muestras analizadas
Arroz pulido 21
Arroz parbolizado 11
Arrozintegral 14
Harina integral 10
Harina 000 10
Harina 0000 10
Harina leudante 1

Trigo 30(10 por region)
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3. Metales totales

En este capitulo se describe el desarrollo, validacion y aplicacion del méetodo em-
pleado para la cuantificacion del contenido total de Pb, Cd, Asy Hg en las muestras
estudiadas. Se hace énfasis en la etapa de preparacion de muestra, la cual suele ser

la etapa mas critica del proceso analitico en el analisis ultratraza.

3.1. Optimizacion instrumental

En las técnicas monoelementales, como AAS, es comun durante el desarrollo del
metodo optimizar las condiciones instrumentales y operacionales para obtener la
mejor senal analitica del analito con el que se esta trabajando. En ICP-MS, al ser
usado mayormente como técnica multielemental, se deben seleccionar condicio-
nes que representan soluciones de compromiso para todos los analitos estudiados.
Las condiciones optimas para distintos elementos pueden depender de muchos
factores, como su masa, primer y sequndo potencial de ionizacion, potenciales in-
terferencias, entre otras. A esto se suma también la gran complejidad del sistema,
que implica la optimizacion de las condiciones del sistema de introduccion de
muestra, el plasma, las lentes electrostaticas y la celda de colision y reaccion. De-
bido a esto, actualmente la optimizacion generalmente se lleva a cabo a traves de
algoritmos incluidos enlos softwares de los equipos modernos, los cuales optimizan
la senal de algunos elementos representativos, distribuidos en todo el rango de ma-
sas, mientras que minimizan la senal de ciertas interferencias. Para ello, se aspira
una solucion llamada solucidn de sintonizacion o tuning solution, la cual contiene
una serie de elementos que son utilizados parala optimizacion. La solucion utilizada
en este trabajo es provista por el fabricante del equipoy contiene Tug/L de Li, Y, Ce,
Tly Co en medio de HNOs 2% (v/v). Los isétopos de Li, Y, Coy Tl son utilizados para
optimizar la sensibilidad en todo el rango de masas, mientras que el Ce es usado
para minimizar las interferencias por ¢xidos (representada por la relacién Ce0*/Ce”)
y por iones con doble carga(representada por Ce*?/Ce*). Aspirando esta solucion, el
instrumento realiza una optimizacion sobre los potenciales de las diferentes lentes

para maximizar la sensibilidad y minimizar las interferencias. Esta optimizacion es
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llevada a cabo a diario antes de la medida, ya que los valores 6ptimos pueden modi-
ficarse con el tiempo al variar el estado de los conos, las lentes y demas componen-

tes del instrumento.

Las condiciones del plasma(como la potencia de la radiofrecuencia, la profundidad
de muestreo, caudales de gases, entre otras), del sistema de introduccion de mues-
tra(como el caudal de labomba peristaltica y del gas de nebulizacion)y el caudal de
He de la celda de colision usados fueron los recomendados por el fabricante. Valo-
res distintos de losrecomendados fueron evaluados, sin embargo, no se observaron
mejoras significativas en la performance, salvo un aumento de la sensibilidad al re-
ducir la distancia de la antorcha a los conos. Sin embargo, esto aumenta el riesgo
de contaminar y obstruir los conos y el interior del instrumento con componentes
de la muestra, por lo que se decidid continuar con los valores recomendados por el
fabricante. También se observo que la sensibilidad es inversamente proporcional al
caudal de He de la celda de colisidn, pero caudales demasiado bajos no garantizan
la eliminacion eficiente de las interferencias poliatomicas, por lo que se continuo
con la solucién de compromiso propuesta por el instrumento. Como se verd mas
adelante, en el presente trabajo la capacidad de deteccion del método no termina
siendo limitada por la sensibilidad instrumental, si no por la reproducibilidad de los

blancos. Esto es frecuente en el andlisis a niveles extremadamente bajos [100].

Las condiciones tipicamente utilizadas se muestran en la Tabla 3.1. Como fue men-
cionado anteriormente, los voltajes de las lentes pueden variar ligeramente de un

dia a otro. Sin embargo, no se observaron grandes desviaciones de estos valores.

3.1.1. Seleccion de estandares internos

La capacidad multielemental de las espectrometrias atomicas basadas en plasma
hace gue sea posible el uso de estandares internos (ISTDs) para corregir algunos
efectos de matrizy la deriva instrumental. En el caso de ICP-MS, como ISTDs se uti-
lizan is6topos de elementos pocos comunes que presenten masasy potenciales de
ionizacion similares a los del analito de interés. Esto hace que generalmente sea
necesario disponer de varios ISTDs si se determina una gran variedad de analitos.
Is6topos comunmente utilizados como ISTD son 5Li, °Be, “Sc, 7?Ge, %Y, ®Rh, ™In,

59T, 75_u, 29°Bj, entre otros.
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Tabla 3.1. Condiciones instrumentales usadas

Adquisicion

Modo de adquisicion  Espectro
Patrén de pico  1punto por pico(peak hopping)
Réplicas 3
Barridos/Réplica 100

Plasma

Potencia RF 1550 W
MatchingRF 1,8V
Caudal de gas de plasma 15 L/min

Profundidad de muestreo 10,0 mm

Introduccion de muestra

Caudal de gas carrier 1,07 L/min
Caudal Makeup Gas 0,00 L/min
Nebulizador Conceéntrico, MicroMist™
Camara de nebulizacion  Doble paso, concéntrica, 2 °C
Toma de muestra Tml/min, 25 s
Estabilizacion 0,3 ml/min, 30's

Caudal de muestra 0,3 ml/min
Lavado1 HCIO0,5mol/L, 0,3 ml/min, 20 s
Lavado2 HNOs0,7mol/L, 0,3ml/min, 40's

Cono de muestreo  Niquel

Cono Skimmer  Niquel

Celda de colisién

Caudalde He 4 ml/min
OctPBias -18V
OctPRF 190V

Energy Discrimination 5V

Lentes
Extract1 0OV Cell Entrance -40V
Extract?2 -230V CellExit -60V
OmegaBias -95V Deflect 3,4V
Omegalens 10,4V Plate Bias -60V
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Para llevar a cabo esta correccion, el ISTD debe ingresar al plasma junto con el ana-
lito. Para ello existen dos alternativas: se pueden fortificar individualmente con
ISTD las soluciones a analizar o se puede combinar constantemente el caudal de
muestra que ingresaal equipo con un caudal de una solucionde ISTD através de una
conexion T de las tuberias luego de la bomba peristéltica. Esta Ultima alternativa
tiene las ventajas de que no introduce el error de pipeteo del ISTD a la cuantifica-
cion, que la concentracion del ISTD no se altera si es necesario diluir la muestray
ademas que simplifica el procedimiento. La desventaja es que el caudal de ISTD in-
gresado diluye las soluciones de muestra que alcanzan el plasma. Sin embargo, en
la configuracion utilizada en este trabajo este inconveniente fue minimo ya que el
caudal de ISTD es aproximadamente 16 veces menor que el caudal de muestra. Se
utilizé para preparar la solucion de ISTD una mezcla comercial provista por el fabri-
cante, la cual contiene Bi, Ge, In, 8Li, Lu, Rh, Sc y Tb a una concentracién de
100 mg/L. Estasolucion esdiluidaauna concentracion de 800 pg/L, y debido al cau-
dal 16 veces menor de la solucion de ISTD, Ilegan al plasma aproximadamente 50
ug/L de los elementos antes mencionados. La concentracion exacta de la solucion
de ISTD no es importante mientras que la misma se mantenga constante alo largo
de toda la determinacién. En la Tabla 3.2 se muestra el estandar interno utilizado
para cada analito, los cuales fueron asignados procurando similitud en masa y po-
tencial de ionizacion entre ISTD y analito. Para la correccion por estandar interno,
se dividen las CPS del analito por las CPS de su ISTD. Estas relaciones son la nueva
respuesta instrumental que se utiliza para construir las curvas de calibrado y parala

cuantificacion corregida por ISTD.

Tabla 3.2. ISTD utilizado para cada analito

Analito Estandar Interno
As Ge
Cd Rh
Hg Bi
Pb Bi
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3.1.2. Seleccién deisétopos

Enlos casos en los que un elemento presenta mas de un isotopo, puede seleccio-
narse uno o masde ellos parallevaracabola cuantificacion. La seleccion dependera
fundamentalmente de la abundancia isotopica (la cual es uno de los factores que

afectan la sensibilidad)y de potenciales interferencias.

EnlaTabla 3.3 se presentan losisdtopos de losanalitosylos ISTD y sus abundancias

relativas. Se encuentran resaltados los isotopos seleccionados en cada caso.

De los elementos estudiados, As, Rhy Bi son monoisotopicos, porlo que inevitable-
mente deben seleccionarse sus isdtopos ®As, 'Rh y ?%°Bi. La interferencia poliato-
mica “°Ar**Cl sobre el ®As es probablemente una de las mas conocida. Sin embargo,
los equipos modernos con celdas de colision permiten remover eficientemente esta

interferencia. Se analizara en profundidad esta interferencia en la Seccion 3.1.3.

En cuantoal Cd, todos los isotopos, excepto el "Cd, presentan solapamiento isoba-
rico con otros elementos (Pd, Sn e In). El isotopo "Cd solo presenta interferencias
poliatémicas, y ninguna de ellas involucra el Ar o exclusivamente elementos presen-
tes en la atmosfera, por lo que puede esperarse que no sean de gran magnitud y

pueden ser removidas facilmente por la celda de colision.

Para el Hg, los solapamientos isobaricos se presentan para los isétopos menos
abundantes. Si bien el W es un elemento que es poco probable encontrarlo en ele-
vadas concentraciones en muestras de alimentos, en experiencias fuera de esta te-
sis, la celda de colision mostrd poca performance para la eliminacion de la interfe-
rencia WO*. Por este motivo, y teniendo en cuenta que junto con las muestras aqui
analizadas se cuantificaban también otras de matrices diferentes ajenas a esta te-
sis, se decidio optar por el isotopo ?°'Hg, el cual aun resulta una sensibilidad ade-

cuada, pero sin las interferencias del W.

El caso del Pb es particular ya que al ser sus isdtopos principales de origen radioge-
nico, su abundancia relativa variaampliamente segun el origen del metal [101]. Si se
selecciona un unico isotopo del Pb para la cuantificacion, y su abundancia relativa
es distinta entre los estandares y las muestras, se incurrira en un error sistematico

en la cuantificacion. Esto ocurre ya que una misma concentracion de Pb tendra
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Tabla 3.3. Elementos medidos, sus isétopos establesy abundancias relativas.

Elemento Analito/ISTD Iso6topo e:lg?i%aaqi? Potenciales interferencias ®
As Analito 75 100 ArCl*, GeH"
106 1,25 16pd
108 0,89 1%8pd, MoO*
110 12,47 "Pd, K,02", MoO*, GeAr*
m 12,80 K202H*, MoO",
Cd Analito 19 2411 2Sn, Ca:207", ArfOz*, GeAr*,
MoO
"3 12.93 "I, CazOzHlv,IéCr;OzH , GeAr,
N4 28,75 "Sn, MoO*, GeAr*
116 7,51 "8Sn, InH*, Mo0*
196 0,15 196pt
198 10,04 %8pt, WO~
199 16,94 WO*
Hg Analito 200 2314 WO*
201 13,17 -
202 29,74 WO*
204 6.82 204Ph
204 1,4 2Hg
Pb Analito 208 wr )
207 22,1° -
208 52,4° -
70 20,38 %Zn, ArNO*, Cl2*, Cl02", SOy
7 2731 Ar*, FeO*, ArSi, Clo*, ClO2",
SO,
Ge ISTD 73 7,76 ArH*, ArS*, CIO2,
T4 36,72 "Se, Arz*, ArS*, Clo*, NiO*
76 7,83 8Se, Ary", ArS*
Rh ISTD 103 100 ArCu*
Bi ISTD 209 100 -

@ Solo se muestran las interferencias poliatémicas formadas por los elementos mas abundantes
en el tipo de muestras analizadas. Los isétopos de las interferencias poliatémicas fueron omitidos

por simplicidad.

b _as abundancias isotépicas varian ampliamente seqgun el origen geografico [101]
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distintas abundancias del is6topo seleccionado, y por lo tanto resultara en senales
instrumentales también diferentes. Para evitar este error, lo que se propone gene-
ralmente es usar como senal instrumental la suma de los isétopos radiogénicos
208pp, 207Pp y 208Ph, |a cual presenta mucha menos variabilidad geogréafica [102]. El
isotopo 2%Pb(que no es radiogénico)no puede ser utilizado en instrumentos de baja
resolucion ya que se encuentra solapado con el °“Hg. Este is6topo a su vez es de

muy baja abundancia, lo que perjudicaria la sensibilidad.

Finalmente, para el Ge se selecciona el is6topo ?Ge ya que los demas se encuentran
solapados conisotopos de Zny Se, 0 presentan una menor abundancia. Las interfe-
rencias poliatdbmicas en esta relacion masa/carga pueden ser eliminadas por la
celda de colisién. La interferencia ®Ar®Ar* no es muy abundante a pesar de estar
formada por Ar, ya que el isétopo *Ar solo tiene una abundancia del 0,33%. Por otra
parte, las interferencias por Fe, Cly S pueden ser removidas eficientemente por la
celda siempre y cuando no se encuentran en concentraciones excesivamente altas,

como podria ser el caso si se usase H,S0, 0 HCl para la preparacion de las muestras.

EnlaTabla 3.4 se presentanlosisotoposseleccionadosy lostiempos deintegracion
asignados a cada uno. Al Hg se le asign6 un tiempo de integracion de 1s por réplica
ya que de esta manera se observd una mejora sustancial en la precision instrumen-
tal. Los demas elementos presentaron precisiones adecuadas con un tiempo de in-

tegracionde 0,3 s

Tabla 3.4. Is6topos monitoreados y sus tiempos de integracion

Isotopo Tiempo de integracion(s)

2Ge 0,3
®As 0.3
'%Rh 0,3
"Cd 0,3
201Hg 1

205pp 0,3
207pp 0,3
205Pp 0,3
209B; 0,3
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3.1.3. Interferenciadel Cl sobre el As

Como fue mencionado en la seccion anterior, la presencia de Cl en la solucién de
muestra puede dar lugar ala formacion de “°Ar%Cl, que se solapa con el isdtopo ®As
[103]. Esta interferencia no solo limita el uso de HCl para la preparacion de mues-
tras, sino que también hace que se deba tener en cuenta el contenido de Cl propio
de la muestra. Si bien actualmente los instrumentos vienen equipados con celdas
de colisién y reaccion para la reduccion de interferencias, éstas tienen sus limita-
ciones. Ensoluciones donde el contenido Cl sea excesivamente alto, se puede llegar
a sobrepasar la capacidad de la celda para eliminar la interferencia “°Ar**Cl, dando
lugar a sobrestimaciones. Este podria ser el caso de soluciones en HCI, aguas de
mar o alimentos con sal agregada (NaCl). Una de las matrices de interés en este tra-
bajo es harina leudante, la cual frecuentemente es adicionada con sal durante su

elaboracion.

El As es un elemento monoisotopico, por lo que no presenta un perfil isotépico ca-
racteristico. Encambio, el Cltiene dosisotopos estables, *°Cly *’Cl, con abundancias
relativas de 75,77% y 24,23%, respectivamente, con lo cual si presenta un perfil iso-
topico caracteristico. Esto permite diferenciar, en cierta medida, si una senal a
m/z 75 se debe a ®As 0 a “?Ar®*Cl, ya que, si este Ultimo es el caso, también se debe
observar una senal a m/z 77 debido a “°Ar®’Cl. Esta es la base de las ecuaciones de
correccion que se utilizan en equipos sin celda para la remocion de interferencias

poliatomicas.

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, se decidio evaluar el efecto de
distintos niveles de Cl en la senal del As monitoreando las m/z 75y 77. Para ello se
prepararon soluciones de HCl en concentraciones de 0; 0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5y
Tmol/Ly fueron medidas por ICP-MS con celda de colision, usando las condiciones
delaTabla 3.1. Se calcularon las concentraciones aparentes de As a partir de la senal
am/z 75,y se calculo¢ la relacion entre las senales a m/z 75y 77. Si esta relacion se
aproximaalarelaciénisotopica del CI(75,77%/24,23% = 3,13), puede inferirse que lo
que se esta midiendo es mayormente ArCl*y no As. Por el contrario, sila misma es
mayor que 3,13 es porque la senal se origina mayoritariamente por la presencia de

As.
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Tabla 3.5. Concentraciones de As aparentes en las distintas soluciones de HCl,
corregidas por blanco

Conc?::cr)?/cl_l;m HCI Conce:;r:zl(zr;:;if)arente Relacién 75/77
0(aguaultrapura) - 5,21
0,005 0,001 4,96
0,01 0,002 4,75
0,05 0,012 3,31
0.1 0,030 3,02
0,5 0,143 2,84
1 0,341 3,23

EnlaTabla 3.5 se presentan las concentraciones aparentes de Asy larelacion entre
las m/z 75y 77 para cada solucion de HCI. A su vez, en la Figura 3.1 se presentan las
senalesylarelacion 75/77 para cada solucion. Para el calculo de las concentraciones
aparentes, al resultado de cada solucion de HCI se le rest¢ la concentracion obte-
nida para el agua ultrapura. Como puede verse, la concentracion aparente de As au-
menta con la concentracion de HCI. Esto puede deberse a la interferencia ArCl* o a
la presencia de una contaminacion de As en HCI. A concentraciones bajas de HCI, Ia
relacion 75/77 es mayor que la relacion isotdpica del Cl, por lo que es de esperarse
que esta senal se deba a As presente en el acido. Por el contrario, a medida que la
concentracion de HClaumenta, larelacion 75/77 se aproxima a la natural del Cl. Esto
sugiere que en estas soluciones predomina la interferencia ArCl*. Esto parece ob-

servarse a partir de la solucion de 0,05 mol/L.

Durante el desarrollo de esta tesis se compard la senal a m/z 35 (*Cl) de soluciones
de muestra digeridas y estandares de HCI. Es decir, se estim¢ el contenido de Cl de
las soluciones. Se constato que las soluciones de muestra siempre daban una senal
menor que un estandar de HCI 0,015 mol/L, incluso para las harinas leudantes. Te-
niendo en cuenta esto y lo expuesto anteriormente, es de esperarse entonces que
usando la celda de colision el contenido de Cl de las muestras no aporte un sesgo
significativo a la cuantificacion de As. Segun la Tabla 3.5, puede verse que una con-
centracion de Clde 0,01 mol/L generaria una concentracion aparente de Asde 0,002

ug/L, la cual puede considerarse despreciable para los propositos de este trabajo.
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Figura 3.1. Resultados obtenidos en el estudio de la interferencia del Cl. Sefales (CPS)y re-
lacion obtenida paralas m/z 75y 77. Lalinea punteada representa la relacion isotopica na-

tural del CI(3,13)

3.1.4. Uso deregresion ponderada para la calibracion

Asicomo en la mayoria de las tecnicas instrumentales, la cuantificacion por ICP-MS
normalmente requiere de la construccion de una curva de calibrado que relacione la
respuesta instrumental (CPS) con la concentracion del analito en solucién. Es
deseable que esta relacion sea de tipo lineal, lo cual permite el ajuste de una recta
por el método de regresion de minimos cuadrados. Una de las ventajas inherentes a
la tecnologia de ICP-MS es el amplio rango lineal con el que cuenta, habiéndose re-
portadorangos lineales de hasta 11 6rdenes de magnitud en instrumentos modernos
[29].

Al construir curvas de calibrado en el rango de 0,1a 50 pg/L se observo que general-
mente la regresion lineal simple no ajustaba bien los puntos de concentracion mas
baja. Siendo esta laregion de la curva donde se espera encontrar la mayoria de las
muestras, es de especial importancia un correcto ajuste de estos estandares. Enla
Figura 3.2a se presenta como ejemplo la curva de calibrado de Cd, la cual a simple
vista parece tener un ajuste adecuado. Sin embargo, como se ve en la Figura 3.2b,
que presenta una ampliacion de la region mas baja de la curva, la regresion lineal

simple no logra ajustar correctamente los estandares mas bajos.

b1



0,06

a =
0.0 y =0,001158x + 0,000070
R?=0,9997
< 0,04
o -
» -~ y=0,001164x + 0,000001
& - R?=0,9997
= 003 ....-
9 o*
1%
[
© 0,02
L
0,01
.-"' ---------- Regresion no ponderada
ST Regresion ponderada 1/y
0o &
0 10 20 30 40 50
Concentracién(ug/L)
0,0012
b .
0,001
< 0,0008 y=0,001158x + 0,000070
g R?=0,9997
1%
(ol
% 0,0006
(&} y=0,001164x + 0,000001
= 2 _
i R°=0,9997
o
O 0,0004
o .’,‘.
0,0002
. ---------- Regresion no ponderada
-------- Regresion ponderada 1/y
00
0,0 0.2 0,4 06 0.8 1.0

Concentracion(ug/L)
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En funcién de esto, se evalu¢ el uso de regresiones ponderadas para favorecer el
ajuste de estos puntos. El uso de una regresion 1/y, donde y es la respuesta instru-
mental, da mayor peso a los estandares mas bajos, por lo que esta fue la pondera-
cion evaluada. Enla Figura 3.2b se observa como al aplicar esta ponderacion se lo-
gra ajustar estos puntos bajos, manteniendo un ajuste adecuado para los puntos
mas altos, como puede verse en la Figura 3.2a. El software del instrumento incluye
la opcion de aplicar esta ponderacién, por o que su uso no supone una dificultad

adicional.

3.1.5. Optimizacién de la secuencia de lavado

Entre laintroduccion de una muestray otra al equipo se debe llevar a cabo un lavado
del sistema de introduccion de muestra aspirando una solucion adecuada de ma-
nera que la senal del analito vuelva a su linea de base antes de la medicion de la pro-
xima muestra. Si este lavado no es llevado a cabo correctamente se produce el lla-
mado “efecto de memoria“, en el cual muestras de elevada concentracion pueden
afectar las mediciones de las muestras siguientes. Este efecto depende de la qui-
mica del analito, y en ICP-MS es especialmente conocido el efecto de memoria cau-

sado por el Hg[104-107].

La elevada tendencia del Hg a presentar efecto de memoria hace que sean necesa-
rios tiempos de lavado elevados entre muestray muestra, lo cual puede afectar se-
riamente la frecuencia analitica. El tiempo de lavado puede ser mayor o menor de-
pendiendo de la composicion de la solucion de lavado utilizada. Las soluciones mas
comunes son acidos inorganicos, como HNQOsz y HCI en diversas concentraciones,
generalmente menores a 5% (v/v). Se han propuesto otras soluciones para analitos
problematicos como el Hg, sin embargo, no hay un consenso en la bibliografia sobre
la solucion de lavado ¢ptima para este fin. Algunas soluciones de lavado reportadas
consisten en concentraciones mas elevadas de HCI, soluciones de 2-mercaptoeta-
nol, EDTA, H,0,, NH.OH, Au, y surfactantes como Triton X-100, entre otras[104-107].
Los acidos son comunmente usados ya que suelen estar presentes enlas muestras
y aseguran un pH que mantiene los metales en solucién. EI HCI tiene la particulari-

dad de que aportaiones Cl"que pueden formar complejos con distintos metalesy se
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cree que esto puede facilitar el lavado. De forma similar, el 2-mercaptoetanol y el

EDTA también forman complejos con distintos metales.

Se estudid la eficiencia de distintas soluciones de lavado reportadas en bibliografia

y recomendadas por el fabricante. Las soluciones estudiadas fueron:

HNO3z 5% (v/v)

HCI5% (v/v)

HNOs 3% (v/v)+HCI 3% (v/v)

HCI15% (v/v)

NH4OH 4% (v/v)

HCI15% (v/v)+ H202 15% (v/V)

NH.OH 15% (v/v) + Hz02 15% (v/v)

2-Mercaptoetanol 0,05% (v/v)

EDTA(no sodico)0,1% (m/v)+ Tritén X-100 0,0075% (v/v)+ NH.OH 0,67% (v/v)
+Hy051% (v/v)

Para evaluar la eficiencia de cada solucion de lavado, se registro en funcion del
tiempo la senal del is6topo ?°"Hg al introducir una solucion de 10 pg/L de un estandar
multielemental preparado en HNO3 0,7 mol/L (5% (v/v))y al retirar el estandar e in-
gresar distintas soluciones de lavado. También se registro la senal del "'Cd, para
comparar los resultados del Hg con un elemento facil de lavar como el Cd. Todas las
soluciones fueron introducidas a un caudal de 0,3 ml/min. La senal fue registrada

durante un periodo de entre 5y 6 minutos en total.

Debido a pequenas variaciones enlos tiempos de cambio de solucion, los limites del
pico obtenido con el estandar no coinciden perfectamente. Esto no es de mayor im-
portancia ya que solo se desea evaluar la eficiencia de cada solucién para remover
al analito del sistema de introduccion de muestra. Alos fines de llevar a cabo lacom-
paracion, se alinearon los limites derechos del pico del estandar, es decir, cuando
yano ingresaba mas solucion de estandar al plasma. Las lineas de base también fue-
ron ligeramente distintas para cada solucion de lavado, posiblemente debido a im-
purezas en los reactivos. Para facilitar la comparacion, las graficas fueron despla-

zadas, alineando las lineas de base obtenidas antes del ingreso de estandar al
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plasma. Cabe aclarar que laforma de la grafica no es alterada por estos ajustes, sino

que solo su posicion respecto alos ejes.

EnlaFigura 3.3 se presentanlosresultados deloslavados con soluciones solo com-
puestas por acidos inorganicos. Enla Figura 3.3b se ve que el HCI elimina mas rapi-
damente el Hg que el HNO3 y se alcanza la linea de base mas rapidamente (para el
HNO; solo se registraron 5 minutos de sefal). A pesar de esto, en laampliacién pre-
sentada en la Figura 3.3a se observa que incluso con el HCI son necesarios casi 4
minutos de lavado desde que deja de ingresar el estandar al plasma para volver a

alcanzar el valor de lalinea de base.

Por otra parte, en la Figura 3.4 se encuentran los resultados obtenidos con las de-
mas soluciones de lavado, ademas del HNOs y el HCI para facilitar la comparacion.
Puede verse que el agregado de otros reactivos o el uso de medio basico empeora
la situacion, dando como resultado tiempos de lavado mas largos. Tambiéen se ob-
servo que la solucion compuesta por HCI 15% (v/v) + H,0, 15% (v/v) es demasiado
inestable, liberandose constantemente una cantidad importante de O; por la des-
composicion del H,0,. Al parecer el acomplejamiento por parte del 2-mercaptoeta-
nolo el EDTA no es favorable para el lavado del Hg del sistema. El uso de estas solu-
ciones también parece dar algun tipo de efecto de matriz y/o retrasar el tiempo de
estabilizacion de la senal, ya que como puede verse en la Figura 3.4, la senal no se

estabiliza en el mismo nivel maximo con las diferentes soluciones.

A modo de comparacion, en la Figura 3.5 se presenta el comportamiento del Cd en
estos ensayos. EI Cd esun elemento que tipicamente no presenta efecto de memo-
ria, y como puede verse dicha figura, la senal vuelve rapidamente a la linea de base
unavez que deja de ingresar el estandar al plasma. A diferencia del Hg, con el Cd las
soluciones de NH,OH resultaron en tiempos de lavado ligeramente mas cortos. Las
demas soluciones presentaron comportamientos similares. EnlaFigura 3.6 se com-
para el comportamiento del Cd y el Hg con la solucién de HNOs 5% (v/v), normali-
zando las senales a una misma sensibilidad para facilitar la comparacion. Es evi-
dente no solo la dificultad para eliminar el Hg del sistema de introduccién de mues-
tra, sino también el mayor tiempo de estabilizacién necesario para obtener una se-

nal estable.
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56



30000

——HNO035%
a
——EDTA0,1% + Triton 0,0075% +
25000 NH40H 0,67% +H2021%
——HCI15% +H202 15%
—HCI5%
20000
—— NH40H 4%
o
= —— NH40H 15% + H202 15%
S 15000
¢ Mercaptoetanol 0,05%
O
10000
|
|
5000
|
|
R — el
0 1 2
Tiempo (minutos)
5000
b ——HNO035%
——EDTA0,1% + Triton 0,0075% +
4000 NH40H 0,67% +H202 1%
——HCI15% +H20215%
—HCI5%
IU‘ 3000
] —— NH40H 4%
o~
&
O ——NH40H 15% + H202 15%
2000
Mercaptoetanol 0,05%
1000
0
2 3 4 5 6

Tiempo (minutos)

Figura 3.4.(a) Ensayos de lavado de Hg con otras soluciones. Ampliacion en la region de

linea de base. (b) Ampliacion de la region de efecto de memoria.

la

57



8000 —HNO35%

——EDTA0,1% + Triton 0,0075% + NH40H

7000 0,67% +H202 1%
——HCI15% + H202 15%
6000
——HCI5%
o000 —— NH40H 4%
©
© ——— NH40H 15% + H202 15%
o, 4000
% Mercaptoetanol 0,05%
3000
2000 N &N*
1000

0 1 2 3 4 5

Tiempo (minutos)

Figura 3.5. Ensayos de lavado de Cd con diversas soluciones. Ampliacion en la regién de la

linea de base.
30000

——=Cd
25000 —Hg
20000

92
o 15000
(@)

10000

5000

0 1 2 3 4 5
Tiempo (minutos)

Figura 3.6. Comparacion del lavado de Hgy Cd con HNO3 5% (v/v).

Sensibilidad normalizada.

58



Teniendo en cuenta que ninguna solucion mejoro sustancialmente el lavado del Hg,
se decidio mantener la concentracién de Hg de las soluciones de muestray estan-
dares por debajo de los 2 pg/L. Esto no es una limitacion importante, ya que la ma-
yoria de las muestras, incluidas las estudiadas en este trabajo, resultan en concen-
traciones de Hg mucho menores. En cuanto a los lavados, se decidio realizar un pri-
mer enjuague rapido en agua ultrapura para lavar el exterior de la manguera de
muestra, sequido de un lavado durante 20 segundos con HCI 5% (v/v)y por ultimo
lavado durante 40 seqgundos con HNO3 5% (v/v). Este segundo lavado es importante
para eliminar el HCI del sistema, ya que, como fue mencionado anteriormente, la
presencia de Cl puede dar lugar a interferencias poliatémicas. De hecho, con tiem-
pos menores que 40 seqgundos para el HNOs se observaron interferencias de **CI*®0

sobre el is6topo °'V.

Vale lapenamencionar que existe un tiempo muerto sustancial desde que comienza
a ingresar una solucion y hasta que llega al plasma. Este tiempo es aprovechado
para comenzar la secuencia de lavado mientras aun se esta midiendo la solucién de
muestra, aumentando la frecuencia analitica. Esto es automatizado por el software
de manera de asegurar que no ingrese solucion de lavado mientras aun se esta mi-

diendo.

Aplicando la secuencia antes descripta y manteniendo las concentraciones por de-
bajo de los 2 ug/L de Hg se logro minimizar el efecto de memoria a niveles que no
interfirieron con las determinaciones. Cabe aclarar que la mayoria de las muestras
presentaron niveles de Hg muy bajosy las muestras adicionadas fueron medidas al

final de cada corrida.

3.2. Estudios del tratamiento de muestra

Se evaluaron distintas alternativas para la preparacion de las muestras antes de la
determinacion instrumental. En primer lugar, se estudio la digestion de las mues-
tras por via humeda, utilizando HNO3 y calentamiento en horno microondas. Sin em-
bargo, como fue mencionado en 1.3.2, la masa limitada de muestra que puede ser
digerida, sumado a las altas concentraciones de acido requeridas, conducen a altos

factores de dilucién para lograr la acidez necesaria en la solucion de medida. Esto
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motivo el interés por estudiar la posibilidad de aplicar un tratamiento por calcina-
cioén en muflay redisolucién de las cenizas en medio acido diluido. Si bien esta al-
ternativa no seria Util parala determinacién de Hg, tendria las ventajas de poder pre-
concentrar la muestra y reducir el uso de reactivos. Se llevaron a cabo distintos en-
sayos para comparar el rendimiento de la digestion via seca en comparacioén con la
digestion via humeda, los cuales seran descriptos en las subsecciones siguientes.
A pesar de que este capitulo de tesis se centra en la determinacion de Pb, Cd, Asy
Hg, durante las experiencias preliminares de optimizacion, aprovechando la capa-
cidad multielemental de ICP-MS, se determind un gran numero de elementos. Si
bien la discusion se centrara en los cuatro analitos de interés, también se comen-

tara brevemente sobre los resultados obtenidos para otros elementos.

Es importante mencionar que todo el material de laboratorio fue rigurosamente
descontaminado antes de su utilizacion. EI material plastico, como los tubos de
15 mly 50 ml, fue descontaminado con HNO3 10% (v/v) durante al menos 24 horas 'y
enjuagado repetidas veces con agua ultrapura antes de su uso. El material de vidrio
y porcelana, como vasos de precipitado y tapas de crisoles, fue descontaminado de
la misma manera que el material de plastico, pero adicionalmente para estos ensa-
yos fue sometido a un bano con HNOz 20% (v/v) en caliente, enjuagado repetidas
veces con agua ultrapura y secado en estufa antes de su uso. El material de vidrio
calibrado, como los matraces, fue descontaminado a temperatura ambiente con
aguaregiaal 10% (v/v), la cual en experiencias realizadas fuera de esta tesis demos-
tro ser util para la eliminacion de trazas de Hg. EI material de plastico no fue des-
contaminado con esta solucion, ya que se observo que tendia a volverse fragil luego

de ser expuesto ala misma.

3.2.1. Tratamiento de muestra por via humeda

Segunlasrecomendaciones del fabricante, pararealizar las digestiones de matrices
organicas, se pesan entre 0,5y 1g de muestra(dependiendo de la matriz)y se tratan
con 10 ml de HNO; concentrado y 1ml de H,0, en recipientes cerrados a 180 °C. En el
caso de muestras de cereales y harinas, el fabricante recomienda no pesar mas de
0,5gde muestra. Esto se debe a que se puede generar una presion excesiva durante

la descomposicion. Esto fue comprobado en pruebas llevadas a cabo en esta tesis,
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donde al intentar digerir 1g de arroz con HNO3z concentrado se observo un exceso de
presion en losrecipientes, evidenciado por el venteo de NO;, durante la etapa de ca-

lentamiento.

Esta digestion resulta en la disolucion completa de la mayoria de las matrices, pero
se debellevaravolumenes finales altos debido ala elevada acidez remanente. Como
fue recién mencionado, los volumenes finales elevados sumados a la limitada masa
de muestra pesada perjudican ala capacidad de deteccién del metodo. Poreste mo-
tivo se estudio la eficiencia de distintas concentraciones de HNOs para llevar a cabo

esta digestion.

3.2.1.1. Efecto delaconcentracion de HNOs en la digestion

Se evaluaron concentraciones de HNOs de 100, 75, 50y 25 % (v/v), las cuales corres-
pondena14;10,5; 7y 3,5 mol/L, respectivamente. En algunos ensayos preliminares
se observo que el HNOs diluido resultaba en una presion final significativamente me-
nor que el HNOz concentrado. Esta presion no fue medida, sino que es evidente du-
rante la liberacion de los gases de reaccion al abrir los recipientes del microondas.
Con acido diluido yaumentando la masa de muestraalgno se observd una excesiva
presion al finalizar la digestion. Por este motivo, para las pruebas con HNGO3z 3,5; 7y
10,5 mol/L se pesod 1g de muestra. Para el HNO3 14 mol/L se evaluo el uso de 0,75 g
para no usar una masa de muestra tan distinta a la de las demas concentraciones.
Dado que esta masa no dio un exceso de presion, se continut con la misma para el
HNOz concentrado. Se realizé por triplicado la digestion de una muestrade arroz con
10 ml de las soluciones de HNO3s antes mencionadas y 1 ml de H,0,. Se aplicd una
rampa de temperatura de 15 minutos desde temperatura ambienta hasta 180 °C, y
esta se mantuvo durante 15 minutos adicionales. Los digeridos obtenidos fueron lle-

vados a b0 ml con agua ultrapura.

Como puede verse enlaFigura 3.7, se obtuvieron soluciones translucidas sin solidos
suspendidos con todas las digestiones. A simple vista, las digestiones con menos
HNOs resultaron en soluciones mas amarillas. La digestién con HNOs concentrado

resultd en soluciones casi incoloras.
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Figura 3.7. Soluciones obtenidas luego de la digestion con distintas concentraciones de

HNOs. Concentracion de HNOs usada, de izquierda a derecha: 3,5; 7; 10,5y 14 mol/L

A estas soluciones se les determino la acidez titulable y el contenido de C disuelto.
Para la acidez se llevaron a cabo titulaciones con NaOH 0,1 mol/L hasta el viraje de
la fenolftaleina. Para la determinacion de C se utilizo el ICP-MS. Sibien el C no es un
elemento tipicamente medido por ICP-MS, se ha descripto su utilizacion para esta
determinacién[108]. Se prepararon estandares de 0; 25; 50; 100; 250 y 500 mg/L de
C a partir de acido oxalico dihidratado en medio de HNOz 0,7 mol/L y se registraron
las CPS del isétopo “C, usando como ISTD 8Li. Si bien la senal de fondo es relativa-
mente alta(equivalente a unos 23 mg/L), se pudo construir una curva de calibrado y
medir las muestras. La curva de calibrado obtenida se muestra en la Figura 3.8. El
origen de la elevada senal de fondo es probablemente CO; presente en la atmaosfera
0 en el suministro de Ar. Se observo tambien que la precision entre las muestras
mejoraba al burbujear las mismas con Ar previo a la medida para eliminar el CO, di-
suelto. Teniendo esto en cuenta, se burbujeo Ar en cada muestra a un caudal de

aproximadamente 300 ml/min durante unos 20 segundos antes de la medida.
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Figura 3.8. Curva de calibrado obtenida para la cuantificacién de C disuelto

Enla Tabla 3.6 y la Figura 3.9 se muestran los resultados obtenidos para las deter-

minaciones de C y acidez. En ambos casos las concentraciones refieren al conte-

nido enla solucion final de 50 ml. Como era esperado, la concentracion de HNGOz uti-

lizada para la digestion tiene un gran efecto en la concentracion final de C en la so-

lucién de muestra, obteniéndose concentraciones de C menores a medida que se

utiliza HNOsz mas concentrado para la digestion. A pesar de esto, la acidez rema-

nente es notablemente mayor en las soluciones digeridas con acidos mas concen-

trados.

Tabla 3.6. Concentraciones de C y acidez remanente en las soluciones de muestras digeri-
das con distintas concentraciones de HNOs

Concentracion de HNO3 .
Acidez remanente

% Acidez remanente

Concentracion

e (mol/L cont. nicta (malL)
3,5 0,25+0,01 32+1.4 886 + 46

7 0,62 +0,12 44+8,8 522 £54

10,5 1,15+£0,03 b5+1,7 253 +29

14 2,44+0,03 87+12 203+ 24
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la digestién con distintas concentraciones de HNOs.

Si bien el principal objetivo de la digestion es solubilizar la muestra destruyendo la
mayor cantidad de materia organica posible, no debe perderse de vista que una ele-
vada cantidad de acidez residual puede perjudicar al instrumento y causar efectos
de matriz. Los estandares de calibracién son preparados en HNO3z 0,7 mol/L, por lo
que idealmente la acidez remanente deberia encontrarse en torno a este valor para

evitar diluciones adicionales.

Como fue mencionado anteriormente, con el HNO3z concentrado se tuvo que digerir
una cantidad menor de muestra para evitar un exceso de presion en los recipientes
de microondas. Ademas de esto, la elevada acidez remanente en las soluciones ha-
ria necesario aplicar una dilucién adicional con respecto a las demas digestiones
antes de la medida instrumental, lo cual perjudicaria la capacidad de deteccidn del
meétodo. Puede verse que las demas digestiones resultaron en concentraciones de

acido residuales mucho mas bajas, aunque tambien con un mayor contenido de C.
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Para evaluar si este contenido de C residual afectaria la determinacion, se prepara-
ron 6 soluciones estandar multielementales de 10 pg/L en medio de HNO3z 0,7 mol/L
y con concentraciones de C de 0, 200, 400, 600, 800 y 1000 mg/L. Dado que en las
soluciones de digeridos se ha reportado que el C residual esta generalmente en la
forma de moléculas aromaticas[32,33], parala adicion de C se utilizo acido 4-hidro-
xibenzoico. Las soluciones fueron medidasy se compard el resultado de las que fue-
ron adicionadas con C respecto del estandar que no fue adicionado. En la Tabla 3.7

se resumen los resultados de este ensayo.

Tabla 3.7. Efecto de la concentracion de C en la respuesta de los distintos analitos

Concentracion de C Relacion porcentual con la solucion no adicionada (%)

adicionada(mg/L) As cd Hg Pb
200 101,3 98,2 103,3 100,0
400 103,5 99,7 103,0 100,5
600 104,5 97,6 1018 96,8
800 106,7 96,8 106,0 97,3
1000 10,3 100,5 105,1 97,0

En el caso del As, puede verse que un aumento en el contenido de C lleva a un au-
mento casi directamente proporcional de la senal. El aumento de la senal del As por
la presencia de C en el plasma ya ha sido reportado, aunque el mecanismo de esta
interferencia aun no es claro[109,110]. Con los demas elementos no se observa una
relacion tan claramente proporcional. Es posible que en este caso las desviaciones

respecto del 100% se deban a errores aleatorios.

En funcidn de lo presentado anteriormente, se decidio descartar la digestion con
HNOs 3,5 mol/L, ya que esta daria en resultados de As erroneos debido a su elevado
contenido de C. Se decidi6é continuar con la digestion con HNOz 7 mol/L, ya que la
acidez resultante de esta digestion no requeriria diluciones adicionales y el conte-
nido de C incurriria en errores menores al 5%. Como se vera en la etapa de valida-
cion, se logro demostrar la veracidad y la ausencia de efecto de matriz en la deter-
minacion de los distintos analitos, incluido el As, por lo que el C residual de esta di-

gestion no parece afectar significativamente los resultados.
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3.2.2. Unaprimera comparacioén entre via humeday via
seca

Alos fines de tener una primera comparacion para el tratamiento de muestras para
ICP-MS, se analizaron 3 muestras de distintas matrices por quintuplicado: una
muestra de trigo, una muestra de arroz y una muestra de harina de trigo. Estas

muestras fueron tratadas por via secay via humeda previo a lamedida instrumental.

3.2.2.1. Tratamiento via seca

Para la mineralizacion via seca por mufla se utilizaron vasos de precipitados de
50 ml. Si bien esmas comun eluso de crisoles de porcelana, en experiencias previas
a esta tesis se vio que los crisoles resultaban generalmente en blancos mas altos

que los vasos de precipitados.

Se pesoenvasos de precipitados 1g de cada muestra. Estos vasos fueron cubiertos
con una tapa de crisol (con el objetivo de reducir el riesgo de contaminacion por
parte del ambiente)y fueron colocados en la mufla, donde se les aplicé un programa
de calentamiento con una rampa de temperatura de 50 °C/h hasta 450 °C, mante-
niendo esa temperatura 5 horas. De la misma manera se prepararon 3 blancos con

vasos vacios. No se adicionaron reactivos en la primera etapa de calcinacion.

De este primer tratamiento se obtuvieron cenizas oscuras para todas las muestras.
A estas cenizas y a los vasos de blanco se les agregaron 4 ml de HNO3z 7 mol/L y fue-
ron calentados en plancha calefactora, siempre ligeramente tapados, hasta la eva-
poracion completa del acido adicionado. Los vasos fueron colocados nuevamente
en mufla, siendo calentados con una rampa de 200 °C/h hasta 450 °C, manteniendo

esa temperatura durante 2 horas.

A las cenizas obtenidas y blancos se les adicionaron 2 ml de HNO3 7 mol/L y se les
aplicé un calentamiento suave en plancha durante una hora aproximadamente. Si
bien las cenizas se disolvieron instantaneamente al agregar el HNO3, este calenta-
miento adicional fue Ilevado a cabo para minimizar el riesgo de peérdida de analito
por adsorcion en el material y para “limpiar” las tapas y las paredes de los vasos al
establecerse unreflujo suave(sin ebullicion). Finalmente, todas las muestras fueron

llevadas a 15 ml en tubos de polipropileno con agua ultrapura.
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3.2.2.2. Tratamiento via humeda

Para el tratamiento por via humeda se utilizo el método antes descripto. Se pesé 1g
de muestra por quintuplicado en los recipientes de MW y se le adicionaron 10 ml de
HNO3z 7 mol/L y 1 ml H,0, 30%. También se prepararon 3 blancos con cada matriz (9
blancos en total). Las muestras fueron calentadas con una rampa de 15 minutos a
180 °C, manteniendo esa temperatura durante 15 minutos adicionales. Una vez frias,
las soluciones obtenidas son Ilevadas a 50 ml en tubos de polipropileno con agua

ultrapura. Todas las matrices resultaron en soluciones amarillas translucidas.

3.2.2.3. Analisis de los resultados

Luego de la medida instrumental de todas las soluciones obtenidas, se calcularon
las concentraciones en muestra sustrayendo los blancos de reactivos correspon-
dientesy afectando por el factor de dilucion adecuado. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 3.8 y en la Figura 3.10. Puede verse que hay diferencias nota-
bles entre los dos tratamientos de muestra evaluados. En primer lugar, el trata-
miento en mufla generalmente resulta en una mayor variabilidad. La excepcion es
el Hg, pero esto se debe a que este elemento se volatiliza completamente en la mu-
fla; pese a que esto es yaampliamente conocido[30], los resultados obtenidos para
Hg se presentan en la Tabla 3.8. Especialmente notorio es el caso del Pb. La menor
precision puede ser adjudicada a contaminaciones por el ambiente, especialmente
teniendo en cuenta que las muestras procesadas en mufla permanecen abiertas a
la atmosfera durante mucho tiempo. Durante el desarrollo de este trabajo, el Pb fue
elelemento que mas frecuentemente presenté contaminaciones aleatorias, incluso
en muestras tratadas en MW (aungue a concentraciones mucho menores).

Tabla 3.8. Resultados de la comparacion de digestion via hUmeda y via seca
(promedio + desviacion estandar)

Muestra  Digestion  As(ug/kg) Cd(pg/kg) Hg (ug/kq) Pb (ug/kg)
_ MW 6,25+1,25 8,98+0,20 10,29+ 8,24 2,54+2,40
Harina Mufla 3,75+0,22 12,14 £ 3,50 0,84+0,5 22,86+7,26
. MW 12,70 £ 0,68 20,86 0,75 1,47+0,39 35,28+10,62
Trige Mufla 9,97+1,24 22,71+£1,11 0,23+0,08 67,92 £+ 54,80
MW 102,34 + 3,01 22,28+1,19 4,42 £2,75 40,06 +6,10
Arroz Mufla 84,04+29,67 31,25+17,.17 0,17+0,1 165,68 + 102,50
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Figura 3.10. Concentraciones obtenidas para las muestras procesadas por via secay

humeda. El inserto muestra un aumento de los resultados para harinay trigo.
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Por otro lado, también puede verse que los resultados promedio son diferentes se-
gun el tratamiento de muestra empleado. El Pbresultd en concentraciones mayores
por mufla, probablemente debido a contaminaciones, mientras que el As resulto en
concentraciones menores. La volatilizacién de As en mufla también ha sido amplia-
mente reportada en la bibliografia [30], pero para el caso de este elemento es de-
pendiente de la matrizy puede ser minimizada con el uso de adyuvantes de calcina-

cion, como las sales de Mg [30].

Vale la pena mencionar que varios otros elementos presentaron comportamientos
similares alo antes descripto, mientras que otros arrojaron resultados similares por
ambos metodos de digestion. Elementos como Fe, Mn, V, Ca, Mg, P, Cu, Zn, Moy los
lantanidos, entre otros, dieron resultados similares por MW y mufla, tanto en valor
promedio como en dispersion. Por otro lado, elementos como Na, Cs, Ag, Ni, Cr, Be,

entre otros, presentaron diferencias segun el metodo de digestion usado.

3.2.3. Ensayos de blancos en mufla

Debido a la alta variabilidad que presentaron las muestras de trigo, harina y arroz
procesadas por mufla, se decidio continuar estudiando los blancos obtenidos por
esta via de digestion. Para esto se evaluo el impacto de dos variables sobre el valor
y la dispersion obtenida del analisis de los blancos. Las variables consideradas fue-
ron la condicién en la que se encontraban los vasos de precipitado usados (nuevos
0 usados), y si fueron usadas tapas de crisoles para taparlos o si se mantuvieron
destapados durante todo el procedimiento. La condicion de uso fue unavariable es-
tudiada, ya que, con el uso en mufla, el vidrio borosilicato tiende a atacarse y desvi-
trificarse, quedando mas opaco y aspero que el vidrio nuevo. Esto puede aumentar
su superficie, aumentando también el numero de sitios activos donde se adsorban

analitos y contaminantes.

3.2.3.1. Preparacion de los blancos

Con 5 vasos nuevos y 14 vasos usados se repitio todo el procesamiento anterior-
mente descrito (pero solo con blancos)y tapando con tapa de crisol solo 12 de ellos
(2 nuevosy10usados). Serepitio también la etapa de adicion de 4 mlde HNOs 7 mol/L
y el segundo calentamiento en mufla. Finalmente, las soluciones fueron llevadas a

15 mly medidas por ICP-MS.
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Figura 3.11. Concentraciones obtenidas para los blancos procesados por mufla. Los pun-

tos verdes representan los vasos usados, mientras que los amarillos los vasos nuevos.
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Figura 3.12. Comparacion de los valores de blancos de reactivos (afectados por factor de

dilucion) del tratamiento por muflay microondas.
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3.2.3.2. Analisis de los resultados

Los resultados se presentan en la Figura 3.11. Puede verse que el hecho de tapar los
vasos no parece reducir los valores de blanco. De hecho, en el caso del Pb parece
aumentarlo. Esto fue observado también en otros elementos, como Cu, Ag, Sn, Mg
y Na, entre otros. El analisis de los resultados para el Hg no es de mucha relevancia,
ya que como fue mencionado anteriormente, el mismo se volatiliza completamente
durante el calentamiento en mufla. En cuanto ala condicién enlaque se encontraba
elvidrio, puede verse que, en el caso del Cdy el Pb, los blancos de mayor concentra-
cion se obtuvieron generalmente para vasos usados, con su superficie desvitrifi-
cada. Esta tendencia fue observada para muchos otros elementos, como K, Mn, Cu,
Ni, Sb, entre otros. Parece ser que, a pesar del agresivo proceso de descontamina-
cion utilizado, la superficie del vidrio puede seguir conteniendo impurezas que son
luego liberadas durante el analisis. Teniendo en cuenta que la superficie del vidrio
se ataca relativamente rapido en mufla con algunos tipos de muestra (especial-
mente las de alto contenido de metales alcalinos) esto seria una limitante impor-
tante ala hora de implementar este sistema de tratamiento de muestra para deter-
minaciones ultratraza. Es importante notar que estos blancos son altos para una
técnica como ICP-MS, pero son adecuados para los niveles traza cuantificados por

técnicas menos sensibles, como FAAS.

3.2.1. Conclusiones sobre el tratamiento de muestras
por via secay via humeda

Enla Figura 3.12 se comparan los resultados obtenidos de los blancos de mufla con
los blancos de MW, teniendo en cuenta los factores de dilucion distintos (15 para
muflay 50 para MW). Puede verse claramente como para As, Cd y Pb los blancos de
MW son mucho mas bajos que los de mufla. Esta tendencia fue observada para la
gran mayoria de los elementos. Las excepciones son los elementos que tienden a

volatilizarse a la temperatura de la mufla.

Obtener menores valores de blanco implicaria suministrar ala mufla aire filtrado por
filtros HEPA o colocarla en unasala limpia clase 100. Sin embargo, esto requiere ins-

talaciones adicionales y un caudal de aire filtrado muy alto debido a que el uso de
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muflas requiere también de una extraccion constante de los humosy gases genera-
dos. A su vez, también deberia cambiarse frecuentemente el material de vidrio uti-

lizado para las digestiones por via seca, segun lo visto en la Seccion 3.2.3.

Finalmente, dado que no se obtuvieron las ventajas esperadas con el uso de diges-
tion via seca, y teniendo en cuenta que parala determinacion de Hg de todos modos
se deberian realizar digestiones en sistemas cerrados, se decidio desestimar el tra-
tamiento de muestras por via seca, y se continuo el trabajo con digestiones por via

humeda en sistema cerrado con microondas.

3.3. Meétodo para la cuantificacion de meta-
les totales

En esta seccion se describe el método finalmente adoptado para la cuantificacion

del contenido total de Pb, Cd, Asy Hg en las muestras de trigo, harinay arroz.

3.3.1. Procedimiento

3.3.1.1. Tratamiento de muestra

Si la muestra consiste en granos enteros, como en el caso del trigo y el arroz, se
debe realizar previamente una homogenizacion de una fraccion representativa de

la misma por molienda.

Se pesa 1g de muestra en recipiente de microondas y se adicionan 10 ml de
HNOz 7 mol/Ly Tml de H,0, 30%. Se cierra el recipiente y se coloca en horno micro-
ondas donde se le aplica un calentamiento con una rampa de temperatura de 15 mi-

nutos hasta 180 °C, manteniendo esta temperatura durante 15 minutos adicionales.

Una vez que el recipiente de microondas se encuentra a una temperatura menor a
60 °C, se lo abre y se trasvasa el contenido a tubo graduado de 50 ml. Se enjuaga el
recipiente de microondas con agua ultrapura, colectando los enjuagues en el tubo
que contiene la muestra. Finalmente se enrasa a 50 ml con agua ultrapura. Con cada
set de muestras tratadas se debe procesar al menos un blanco de reactivos para

correccion por blanco y una muestra fortificada para verificar la recuperacion.
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3.3.1.2. Medidainstrumental

Se enciende el instrumento y se sigue la secuencia de encendido recomendada por
el fabricante, incluyendo un precalentamiento, sintonizacién y optimizacién auto-
matica de los parametros de las lentes, tomando como referencia los parametros
establecidosenlaTabla 3.1. Se monitorean losis6topos mencionados enla Tabla 3.4
y se aplica la correccion de la senal por ISTD segun la Tabla 3.2. Entre mediday me-
dida se realiza un primer enjuague rapido en agua ultrapura para lavar el exterior de
lamanguera de muestra, sequido de un lavado durante 20 sequndos con HCI 5% (v/v)

y por ultimo lavado durante 40 segundos con HNOz 5% (v/v).

Se introducen, en orden creciente de concentracion, estandares multielementales
con concentraciones de 0; 0,1; 0,25; 1; 2; 5; 10; 25y 50 pg/L preparados en medio de
HNOs 0,7 mol/L por dilucion de estandares comerciales concentrados. EIl Hg solo se
incluye enlos estandares hasta 2 ug/L para minimizar el efecto de memoria. Es re-
comendable luego de medir el ultimo estandar, medir una solucién de lavado como
muestra para asegurarse el completo lavado del sistema. Se construyen las curvas
de calibrado aplicando una regresion con una ponderacion 1/y. Se elimina cualquier

punto que se desvie notoriamente de la tendencia lineal.

Una vez completadas las curvas de calibrado, se introducen las muestras, comen-
zando preferentemente por los blancos, continuando por las muestras y por ultimo
las muestras fortificadas. Las concentraciones obtenidas son corregidas por
blanco y finalmente se las afecta por el factor de dilucién, que involucra los 50 ml

finales y la masa exacta pesada para la digestion.

3.4. Validacion del método
3.4.1. Linealidad

Como fue mencionado anteriormente, una de las caracteristicas de la técnica de
ICP-MS es su extenso rango lineal que se extiende sobre varios 6rdenes de magni-
tud. Para el estudio de linealidad, se estudio el rango comprendido entre 0,1y
50 pg/L. Si bien el rango lineal indudablemente es mucho mas amplio, el rango de
trabajo seleccionado cubre ampliamente las concentraciones esperables en el tipo

de muestras analizadas. Se prepararon por triplicado soluciones estandar de 0; 0,1;
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0,25;1:5;10; 25y 50 pg/L en medio de HNO3 0,7 mol/L y fueron medidas de menor a
mayor concentracion en el instrumento. Con la respuesta instrumental (CPS,na-
it/ CPSisto) y aplicando una ponderacion 1/y, se calcularon las ecuaciones de las cur-

vas de calibrado.

Para verificar el correcto ajuste de un modelo lineal se realizé una prueba de caren-
cia de ajuste a través de analisis de la varianza. En la Tabla 3.9 se muestran los valo-
res p obtenidos para cada uno de los analitos, ajustando un modelo lineal con pon-
deracion 1/y. Como puede verse, todos los valores son mayores que 0,05, por lo que

no hay evidencia de una falta de ajuste para un nivel de confianza del 95%.

Tabla 3.9. Valores p obtenidos para la prueba de falta de ajuste

Elemento Valor p para la falta de ajuste
As 0,7642
Cd 01734
Hg 0,7339
Pb 0,5619

3.4.2. Limite de deteccidény cuantificacion

Enlos métodos aplicados al analisis al nivel de trazas y ultratrazas unos de los para-
metros mas importantes son el limite de deteccion (LOD)y de cuantificacién (LOQ).
Existen diversas aproximaciones para la estimacion de estos limites. Frecuente-
mente se analiza un numero adecuado de réplicas de una muestra blanco, es decir,
una muestra que no contienen el analito de intereés, se calcula la desviacion estan-
dar de losresultadosy se la multiplica por un factor adecuado [111]. Esto no siempre
esfactible, yaque puede no ser posible obtener muestras que no contengan analito.
En estos casos puede recurrirse al analisis muestras con un contenido del analito
proximo a estos limites o de blancos de reactivos que hayan atravesado todo el pro-

cedimiento analitico[111].

Para la estimacion de los LODs y LOQs del método se optd por esta ultima alterna-

tiva, yaque no es sencillo encontrar muestras con niveles no cuantificables de todos
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los analitos de interés con técnicas tan sensibles como ICP-MS, y ademas los blan-
cos preparados pudieron ser utilizados para la estimacion de los limites de otros

elementos no estudiados en este trabajo.

Paraello, se analizaron diezreplicas de blancos de reactivos que fueron procesados
en distintos dias en horno microondas. Estos blancos consistieron en 10 ml de HNOs
7 mol/Ly1mldeH,0,30%, que fueron sometidos al programa de microondas des-
criptoenlaSeccion 3.3.1.1, y llevados a 50 ml finales con agua ultrapura. Estos blan-
cos fueron medidos por ICP-MS, se calculo la desviacion estandar de las concentra-
ciones obtenidas y se las multiplico por 3y por 10 para el LOD y el LOOQ, respectiva-

mente. Los limites resultantes se muestran en la Tabla 3.10 con dos cifras significa-

tivas.
Tabla 3.10. Limites de deteccidn y cuantificacion
En solucién Final en muestra
Elemento LOD (pg/L) LOO (ug/L) LOD (ug/kg) LOO(ug/kg)
As 0,0m 0,036 0,54 1,8
Cd 0,0029 0,0097 0,15 0,49
Hg 0,0054 0,018 0,27 0,90
Pb 0,045 0,15 2,2 7.5

Los limites alcanzados son considerados satisfactorios y lo suficientemente bajos
para los analisis propuestos en este trabajo. Estos limites se encuentran amplia-

mente por debajo de los valores maximos permitidos mencionados en la Seccion 1.1.

Un caso que vale la pena mencionar es el del Pb. Si bien este elemento presenta una
muy elevada sensibilidad instrumental en téerminos de CPS por unidad de concen-
tracion, los limites alcanzados son mayores que para otros elementos. Esto se debe
a que se observo una mayor variabilidad en los blancos de Pb. El origen de esta va-
riabilidad se atribuyo a pequenas contaminaciones aleatorias provenientes del am-
biente de laboratorio. Este riesgo de contaminacion es practicamente ubicuo en el
analisis ultratraza. Si bien se trabajo bajo condiciones estrictas de limpieza, tanto
de ambiente como de reactivos y material de laboratorio, el Pb se presenté como el
elemento con mayor riesgo de sufrir contaminaciones esporadicas a niveles sub

ug/L, perjudicando la capacidad de deteccion.
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3.4.3. Efecto de matriz

El efecto de matriz puede definirse como un cambio en la senal instrumental oca-
sionado por componentes de la muestra distintos del analito [112]. La presencia de
efectos de matriz provoca errores sistematicos en la cuantificacion si esta se lleva
a cabo por calibracion externa, con estandares que no contienen la misma matriz
que las muestras. Las formas mas comunes de superar los efectos de matriz son
modificar la preparacion de la muestra (garantizando la descomposicién o separa-
cion de los compuestos interferentes) o adoptando estrategias de calibracién que
compensen el efecto de la matriz. En esta ultima categoria se incluyen las calibra-
ciones por adicion estandar, matrix-matching y estandar interno. Como se men-
ciono anteriormente, las espectrometrias multielementales permiten la correccion
por estandar interno, la cual debido a su simplicidad operativa respecto a adicion
estandar o matrix-matching, hace que sea una alternativa sumamente atractiva

para la cuantificacion.

Para evaluar la presencia de efectos de matriz en el método desarrollado, se com-
pararon las pendientes de curvas de calibracion preparadas sobre soluciones acuo-
sas acidificadas(estandares externos)y sobre muestras procesadas(adicion estan-
dar), cony sin correccion por ISTD. Para los estandares externos se prepararon so-
luciones estandarde 0; 0,1; 0,25; 1; 2; 5; 10; 25y 50 pug/L en medio de HNOz 0,7 mol/L.
Paralacalibracion poradicién estandar se tomo un digerido de una muestra de arroz
al cual se le adicionaron las mismas concentraciones nominales que a los estanda-
res externos. Los estandares resultantes fueron medidos por ICP-MS de manera al-

ternaday en orden creciente de concentracion.

Con las CPS obtenidas para los analitos se construyeron curvas de calibrado exter-
nasy por adicion estandar, ambas con ponderaciones 1/y. Este par de curvas repre-
sentan las calibraciones sin ISTD. Para la correccién por ISTD, como se menciono
enla Seccion 3.1.1, se dividieron las CPS del analito porlas CPS de su ISTD y se utili-

zaron estas relaciones como respuesta instrumental.

EnlaTabla 3.11 se presentan las pendientes obtenidas para cada una de las curvasy
la relacion porcentual entre las pendientes de las curvas por adicién estandary por

calibracién externa.

77



Tabla 3.11. Estudio de efecto de matriz. Comparacion de pendientesy uso de ISTD.

Sin estandar interno Con estandar interno

Externa Adicion estandar Relacion Externa Adicion estandar Relacion

(CPS/(ug/L)  (CPS/(ug/L)) % (1/(ug/L)) (1/(ug/L)) %
As  3,782E+03 3,893E+03 103 1,089E-02 1,102E-02 101
Cd 8,063E+03 8,129E+03 101 1,1770E-03 1,159E-03 99
Pb 6,221E+03 6,484E+03 104 9,845E-04 1,014E-03 103
Hg 1,335E+05 1,327E+05 99 2,M7E-02 2,076E-02 98

Como puede verse, los efectos de matriz obtenidos son muy pequefnos (<4%), los
cuales no justifican el uso de una técnica laboriosa como adicion estandar para la
calibracion. De estamanera se concluye que no hay efectos de matriz significativos,
y las cuantificaciones pueden ser Ilevadas a cabo por curvas de calibracion exter-
nas. Sibien el efecto de matriz no es significativo, se continud con eluso de ISTD ya
que este permite a su vez corregir deriva instrumental y pequenas fluctuaciones
que pueda haber durante la medida. El ensayo de efecto de matriz no fue repetido
con las demas matrices, sin embargo, en los ensayos de recuperacion de las demas
matrices se obtuvieron resultados adecuados, por lo que cabe esperar que estas

tampoco presenten efectos de matriz significativos (ver Seccion 3.4.4.1).

3.4.4. Veracidad

Segun el Vocabulario Internacional de Metrologia(VIM), confeccionado por el Comité
Conjunto para las Guias en Metrologia (JCGM), la veracidad de la medida est4 defi-
nida como la proximidad entre la media de un numero infinito de valores medidos
repetidos y un valor de referencia [113]. A su vez, el VIM también establece que la
veracidad de medida no es una magnitud y no puede expresarse numericamente,
que la misma esta inversamente relacionada con el error sistematico (pero no al
error aleatorio)y que no debe utilizarse el término “exactitud de medida” en lugar de
“veracidad de medida”y viceversa. Por su parte, la exactitud de la medida esta defi-
nida como la proximidad entre un valor medido y un valor verdadero de un mensu-
rando. En otras palabras, la exactitud contempla tanto los errores sistematicos

como los aleatorios, mientras que la veracidad solo esta asociada a los primeros.
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Elvalor estimado del error sistematico se conoce como sesgo [113]. Para su estima-
cion, se compara la media de los resultados de un método con un valor de referen-
cia. Para ello pueden utilizarse materiales de referencia, ensayos de recuperacion
sobre muestras adicionadasy/o lacomparacion con los resultados obtenidos por un

método de referencia[111].

Para esta validacion se realizaron ensayos de recuperacion, analisis de material de
referencia certificado y se analizaron muestras de un ensayo interlaboratorio inter-

nacional.

3.4.4.1. Ensayos de recuperacion
Para los ensayos de recuperacion se tomaron muestras de las distintas matrices
analizadas y, una vez ya pesadas en los recipientes de microondas, se fortificaron
con alicuotas del estandar multielemental y del estandar de Hg, de manera de obte-
ner concentraciones finales adicionadas en el rango de 0,25 pg/L a 10 pg/L en el
caso del estandar multielemental y desde 0,25 pg/L hasta 2 ug/L en el caso del Hg.
Como fue mencionado en la Seccion 3.1.b, el Hg fue estudiado hasta niveles mas
bajos debido a que las concentraciones elevadas presentan un fuerte efecto de me-
moria. Ademas, el tipo de muestras analizadas presentan concentraciones de Hg

Tabla 3.12. Porcentajes de recuperacion promedio y desviaciones estandar (media + sd)
para las distintas matrices y analitos estudiados

Conc. Conc.
adic. equiv. As Cd Hg Pb
(pg/L) (pa/kg)

0,25 12,5 102,9+£130  945+16,1 105,5+4,7  854+£13,3 60-115

1 50 109.0+£M,3 101,0+6,9 103,8+2,8 1055+154  60-115
10° 500° 103,7+3,3 101,6 £1,7 101,86 £2,6 96,113 80-110
0,25 12,5 N4,0£17,2  93,7+12,0 96,7+8,9 89,0 £14,6 60-115

Criterio de
aceptacion

Trigo

g 1 50 N2,2+15,9  100,7+5,2 895,9+5,8 101,1+£6,7 60-115
10° 500° 104,8+2,6 98,0+2,2 1025+ 2,4 96,9+1,6 80-10

5 0125 12,5 103,1+£14,3  102,9+8,1 100,615 10,2+30,2  60-115

e

s 1 50 104,7+ 4,9 98,6+ 3,1 98,2+53 101,2+10,7  60-115

T

10° 500° 106,3+7,0 99,0+6,2 103,8+5,9  101,4+8,5 80-110

@2 ug/LenelcasodeHg
®100 pg/kg en el caso de Hg
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bastante menores a este nivel. Este ensayo fue repetido diferentes dias y con dife-
rentes muestras. Se calcularon las recuperaciones promedio y las desviaciones es-
tandar de las mismas. Para decidir si las recuperaciones obtenidas eran aceptables
0 no, se adoptaron los criterios de aceptacion establecidos en la Guia de Requeri-
mientos de Performance para Métodos Estandar de la AOAC [114]. En esta guia se
establecen los valores de recuperacion promedio esperables de un analito en fun-
cion de la concentracion en que se encuentra. Para utilizar los valores de esta tabla,
la concentracion nominal adicionada debe ser afectada por el factor de dilucion del
meétodo, que en este caso es b0, ya que se pesa 1gy se llevaab0 ml. Es decir que
una adicion de 10 pg/L se corresponde a una concentracion de 500 pg/kg en mues-

tra.

La Tabla 3.12 presentalas recuperaciones promedioy las desviaciones estandar ob-
tenidas a distintos niveles para cada una de las matrices estudiadas, junto al criterio

de aceptacion para cada nivel.

A partir de los resultados de la Tabla 3.12, puede verse que se obtuvieron recupera-
ciones promedio dentro de los criterios de aceptacion para todas las matricesy ni-

veles estudiados.

3.4.4.2. Participacion en ensayos interlaboratorio

Se analizaron dos muestras de arroz pertenecientes a los ensayos interlaboratorio
Food Chemistry Proficiency Test 07324y Food Chemistry Proficiency Test 07314, or-
ganizados por Fapas®, Fera Science Ltd. (Sand Hutton, York, Reino Unido). En estos
ensayos se estudié el contenido de Cd, Pb, Asy Hg, ademas de As inorganico (el cual
sera discutido en el capitulo siguiente), en muestras de arroz pulido y arroz integral
pulverizados. Aproximadamente 100 laboratorios participaron de cada ensayo, apli-

cando distintas metodologias y técnicas para las determinaciones.

Las muestras recibidas fueron analizadas por triplicado con el método desarrollado
en esta tesis. Los resultados fueron enviados al organizador del interlaboratorio
quien realizo el analisis estadistico de los resultados de todos los laboratorios, in-
formando luego los valores asignados a cada analito, junto con su desviacion estan-
dar de proficienciay los valores z asignados a cada laboratorio. Segun es explicado

enelinforme delinterlaboratorio, para el valor asignado se calcul6 la media robusta,
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para la desviacion estandar de proficiencia se utilizé la relacion de Horwitz modifi-
cada(segunreportado por Thompson[115])y el valor z se calcul¢ para cada analitoy

laboratorio como:

X — Xq

Z:
Op

Donde x es el valorinformado por cada laboratorio para un dado analito, x, es el valor

asignado y o, es la desviacion estandar de proficiencia.

Bajo unadistribucion normal, aproximadamente el 95% de los valores se encuentran
enelrangode-2<z<?2, porloque selos considera resultados adecuados. Ocasio-
nalmente, con una probabilidad de aproximadamente el 5%, algunos valores pueden
aparecer en el rango de 2 <|z| < 3. Valores en este rango deben ser estudiados a la
luz de otros resultados para evaluar si realmente existe un sesgo o si son parte de la
distribucién normal. Valores z con |z > 3 son esperables solo con una probabilidad
de 0,33%, por lo que generalmente se los considera como indicadores de que los

resultados obtenidos no son adecuados.

Enla Tabla 3.13 se presentan los resultados obtenidos para ambos estudios interla-
boratorio, junto con los parametros estadisticos antes mencionados. Como con-

centracion hallada se expresa el promedio del triplicado analizado.

Tabla 3.13. Resultados de los ensayos interlaboratorio

Concentracion s Concentracién
Elemento asignada ( /”k ) hallada Valorz
(ug/kg) H979 (Hg/kag)
As 308 58,8 318 0,16
Interlaboratorio Cd 122 26,9 120 -0,09
07324
Hg 148 31,6 156 0,27
As 240 47,7 244 0,09
Interlaboratorio Cd 34,0 7,48 33,1 -0,12
07314
Hg 26,2 5,77 25,4 -0,14
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Como puede verse en la tabla, todos los valores hallados fueron muy proximos a los
valores asignados, resultando en |zl < 1 para todos los casos. Los resultados, por lo

tanto, son considerados satisfactorios.

3.4.4.3. Analisis de material de referencia certificado (CRM)

Como CRM se conté con el ERM-BC211, el cual consiste en arroz pulverizado que
tiene certificadas las concentraciones de As total, Asinorganicoy DMA. Para el pre-
sente metodo, solo es de utilidad el valor de As total, mientras que los valores de As
inorganico y DMA fueron usados en la validacién del método para analisis de espe-
ciacion. Cabe aclarar que este CRM no tiene certificadas las concentraciones de los

demas analitos estudiados.

El CRM fue analizado por triplicado por el método propuesto y los resultados de As
se encuentran enla Tabla 3.14. Enla Tabla 3.15 se presentan los valores informados

en el certificado del CRM, los cuales fueron usados para las pruebas estadisticas.

Tabla 3.14. Resultados del anélisis del CRM

Concentracion hallada

" (Mg/kg)
1 248,0
2 258,6
3 249,6
Media 252,71
Desviacion estandar 5,76

Tabla 3.15. Valores informados en el certificado del CRM

Pardmetro Valor
Valor certificado (ug/kg) 260
Incertidumbre (ug/kg) 13
Media(pg/kg) 260,182
Desviacion estandar (ug/kg) 16,347
n 78
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Para la comparacion de las concentraciones halladas con la certificada, en primer
lugar, se realizé un test-F para comparar la varianza informada en el certificado del
CRMconla obtenida de las mediciones realizadas en el laboratorio. La diferencia de
varianzas resulto estadisticamente no significativa (p = 0,28), por lo que se llevé a
cabo un test-t con una varianza pooleada para la comparacion de la media certifi-
cada con la media hallada. Este test-t mostro una diferencia estadisticamente no
significativa (p = 0,18), por lo que no hay evidencia de un sesgo significativo en la

determinacion de As por el metodo propuesto.

Enbasealoexpuestoenlasultimastres secciones, puede concluirse que el método

posee una veracidad adecuada, sin un sesgo significativo.

3.4.5. Precision

La precision de medida ha sido definida como la proximidad entre los valores medi-
dos obtenidos en mediciones repetidas de un mismo objeto, o de objetos similares,
bajo condiciones especificas[113]. Esta precision suele expresarse numéricamente
con medidas de dispersion tales como la desviacion estandar o el coeficiente de va-
riacion. Las “condiciones especificas” antes mencionadas no son un detalle menor,
ya que determinan el tipo de estimacion obtenida de la precision. Por un lado, se
tiene la repetibilidad de la medicion, la cual implica minimas variaciones en las con-
diciones de medicion (mismo analista, mismo instrumento, en un corto periodo de
tiempo), mientras que la reproducibilidad implica grandes variaciones en las condi-
ciones que se lleva a cabo la medida (laboratorios diferentes). Entre estos dos ex-
tremos se encuentra la precision intermedia, la cual representa la precision dentro
de un unico laboratorio, pero con mayor variabilidad en las condiciones de medicion

que la repetibilidad (distintos analistas, dias y/o instrumentos) [ 111].

En este trabajo se evalu¢ tanto la repetibilidad como la precision intermedia si-
guiendo las recomendaciones de EURACHEM[111], que propone un método para es-
timar ambas en simultaneo con un analisis de la varianza. Para ello, se analizan du-
plicados independientes de una muestra, maximizando la variacion de las condicio-
nes de medida entre duplicados de andlisis(analistas, dias, instrumentos, etc.). Este
meétodo tiene la ventaja de que aporta un numero de grados de libertad mas balan-

ceado paralaprecisionintermediay larepetibilidad que si se analizaun gran nimero
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de réplicas y pocos grupos de mediciones (como seria, por ejemplo, 7 réplicas du-

rante 3 dias distintos)[111]. Luego de aplicar ANOVA, se obtiene una tabla como la

siguiente:
Tabla 3.16. Tabla ANOVA modelo
Fuente de variacion Suma de cuadrados N Cuadrado medio F Valor-p
(SS) (MS)
Entre grupos SSe p-1 MSe=SSe/(p-1)  MS¢/MS;
Intra grupos SSi N-p MS; = SSi/(N-p)
Total SST =S8Se + SSi N-1

A partir de esta tabla, la repetibilidad puede ser estimada con la variabilidad dentro
de cada grupo, mientras que para la reproducibilidad intermedia se combina la va-

riabilidad intragrupo e intergrupo.

Para la repetibilidad (s;) se calcula la raiz cuadrada del cuadrado medio intragrupo

(MS)), el cual representa la varianza dentro de los grupos:

Sy = w/MSi
Para la precision intermedia primero se calcula la contribucion de los grupos a la

variabilidad como:

A continuacion, se combinan las variabilidades intragrupo e intergrupo para obtener

S, = ’srz + 5,2

Se analizaron duplicados de una muestra de arroz y una muestra de trigo en distin-

la precision intermedia(s):

tos dias, tanto de digestion como de medida instrumental, con distintos lotes de
reactivos, distintas curvas de calibrado y distintas condiciones de las lentes elec-
trostaticas optimizadas por el software. Si bien la precision no fue estudiada ex-
haustivamente paratodas las matrices, se eligieron estas dos matrices como repre-
sentativas de todas las estudiadas. Es razonable esperar una precision similar para

las demas matrices no evaluadas. Por otro lado, al momento de la validacion no se
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contd con muestras que arrojen concentraciones cuantificables de todos los anali-
tos. En el caso de la muestra de arroz, el Pb no fue cuantificable, mientras que en el
trigo el Hg no fue cuantificable. Como se vera mas adelante, la mayoria de las mues-
tras analizadas presentaron concentraciones no cuantificables para estos analitos.
Como es de esperarse, si se utilizan estos valores por debajo del limite de cuantifi-
cacion para el calculo, se obtienen imprecisiones inaceptablemente altas. Los re-
sultados de las mediciones se presentan en la Tabla 3.17. Los resultados de los

calculos de precision se presentan en la Tabla 3.18.

AOAC recomienda distintos niveles maximos de % RSO, como aceptables en funcion
de la concentracion del analito [114]. Para concentraciones en el orden de 1 ug/kg,
10 ug/kgy 100 pg/kg se establecen %RSD, maximos aceptables para la repetibilidad
de 30%,21% y 15%, respectivamente. Tomando el nivel de 10 ug/kg como referencia
para la muestra de trigo, puede verse que los valores de %RSD, obtenidos para As,
Cdy Pb se encuentran por debajo del maximo recomendado por AOAC (21%). El Hg
seria mas adecuado compararlo con el limite recomendado para concentraciones
de 1T ug/kg, sin embargo, como fue mencionado anteriormente, este analito se en-
cuentra por debajo del limite de cuantificacion en la muestra utilizada para el estu-
dio de precision, lo cual conduce al calculo de un %RSD; inaceptablemente alto de
30,1%. En el caso de la muestra de arroz, puede verse que los valores de 7%RSD; para
As, Cd y Hg se encontraron por debajo incluso del nivel mas estricto, correspon-
diente a 100 pg/kg (15%). Para el Pb se obtuvo un %RSD; elevado debido a que se

encontraba por debajo del LOQ.

En cuanto a los %RSD; no hay valores de referencia establecidos en la bibliografia
consultada, ya que generalmente se establecen los %RSD para la reproducibilidad
en lugar de la precision intermedia, la cual implica llevar a cabo ensayos interlabo-
ratorio para su estimacion. Sin embargo, para los analitos con concentraciones ma-
yores al LOQ, puede verse en la Tabla 3.18 que en la mayoria de los casos los valores
de %RSD, son solo ligeramente mayores que los %RSD, correspondientes. Incluso,
comparando los valores de %RSD, obtenidos con los valores maximos de %RSD, de
referencia, puede verse que ninguno de los valores obtenidos para la precision in-

termedia supera el limite establecido parala repetibilidad, el cual es mas estricto ya
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que no maximiza la variabilidad en las condiciones de andlisis (dias, lotes de reacti-

vos, etc.). Puede concluirse que la precision intermedia del método es aceptable.

Tabla 3.17. Resultados individuales de las réplicas analizadas para el estudio de

precision

Matriz Serie Concentracion (ug/kg)
As Cd Hg Pb
12,46 18,56 0,30 2014
1 9,23 19,27 0,26 22,26
1,27 18,85 0,70 21,37
’ 12,93 19,14 0,66 19,24
9,94 18,28 -0,22 21,05
’ 10,09 18,98 -0,22 23,92
Trigo A 9,29 19,23 0,00 21,15
11,91 19,20 0,07 23,17
10,23 18,58 0,29 26,02
° 10,04 19,35 0,37 21,85
12,54 18,29 0,44 37,39
° 11,74 18,16 0,35 29,00
12,19 17,84 0,51 2514
! 11,00 19,73 0,25 23,33
252,97 1,80 2,24 3,02
1 249,74 12,00 2,41 2,82
2371 12,29 1,91 4,48
’ 244,82 11,05 1,83 0,20
256,03 1,92 2,15 1,21
’ 254,38 1,49 2,22 4,19
Arror A 258,02 12,07 1,75 3,95
256,95 12,33 1,96 1,91
249,12 11,88 2,04 3,28
° 254,60 11,80 2,24 3,91
245,79 1,03 2,51 0,42
° 260,85 12,34 1,72 0,19
257,44 11,86 1,98 5,54
! 260,85 12,34 1,72 0.67
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Tabla 3.18. Resultados de los calculos de precision

Matriz Parametro As Cd Hg Pb
P{S;‘Eg;o 1,06 1882 0277 23,93

s(ug/kg) 1,257 0,615 0,081 2,835

Trigo so(pg/kg) 0,034 0296 0,281 3,821
si(ug/kg) 1,258 0,682 0,292 4,758

%RSD: .4 3,3 30,1 1.8

%RSD; .4 3,6 108,8 19,9

P{S;Eg;o 252,76 1,87 2,06 2,567

s(ug/kg) 8,392 0,298 0,270 1504

Arroz se(ug/kg) 4,795 0,301 0,087 0,925
si(ug/kg) 9,665 0,424 0,284 1,766

%RSD: 3,3 2,5 13,2 58,8

%RSD; 3,8 3,6 13,9 69,1

aConcentracion menor al LOO

3.4.6. Conclusiones del proceso de validacion

Como fue expuesto en las secciones anteriores, el método evaluado arrojo resulta-
dos satisfactorios en todos los parametros estudiados en el proceso de validacion,
y a partir de un trabajo muy minucioso pudieron obtenerse muy buenas cifras de
meérito paraniveles ultratraza. Puede concluirse entonces que el método se encuen-

tra validado y que puede ser aplicado al analisis de muestras.

3.5. Analisis de muestras

Elmeétodo desarrolladoy validado fue aplicado al analisis de las muestras descriptas
enlaSeccidn 2.3. Fue de particular interes ver como varian las concentraciones ob-
tenidas segun el tipo o grado de procesamiento de un dado cereal (pulido, molienda,
agregado de aditivos, etc). Los resultados seran presentados en figuras en las sub-
secciones siguientes, donde a su vez se los compara con los limites de detecciény
cuantificacion. Primeramente, se presentara un analisis visual de los datos y luego

se procedera a un analisis estadistico mas riguroso. Este ultimo se restringira a los
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casos donde las concentraciones se hayan encontrado por encima del limite de

cuantificacion.

3.5.1. Analisis estadistico

Para evaluar si existian diferencias estadisticamente significativas entre los distin-
tos tipos de muestra estudiados se aplicd ANOVA de un factor. Para ello, en primer
lugar, se verificaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad. Para esto se
aplico el test de Shapiro-Wilks sobre los residuos para verificar lanormalidad de los
mismosy el test de Levene sobre los conjuntos de datos para verificar su homoce-
dasticidad. Cuando se observaron violaciones de los supuestos, se evalud el uso de
transformaciones para que estos se ajusten a estas condiciones necesarias para
aplicar ANOVA. Para ello se evaluaron las transformaciones Log (x), 1/x, x"?, y 1/x"2.
Se aplicaron las transformaciones y se volvid a evaluar normalidad y homocedasti-
cidad. Si las hipotesis nulas de estos tests no eran descartadas, se aplico ANOVA
sobre los datos transformados. Cuando ANOVA resulto significativo, se aplico el test
de Tukey-Kramer como prueba post-hoc para establecer qué grupos presentaban
diferencias estadisticamente significativas entre si. Para todas las pruebas se uti-

lizo un nivel de significancia de 0,05.

Se evalud el uso de pruebas no parameétricas, como el test de Kruskal-Wallis con
test de Connor como prueba post-hoc, pero no siempre se cumplieron las condicio-
nes para este tipo de pruebas. Por este motivo se prefirio el uso de transformacio-
nes por sobre las pruebas no parameétricas. De todas maneras, se verificd que por

ambas vias se llegaba a conclusiones equivalentes en cada caso.

Uninconveniente que se encontro con el analisis de los resultados de las muestras
de arroz es que el nimero de muestras en cada categoria (tipo o variedad) estaba
bastante desbalanceado. Los disenos desbalanceados son menos robustos a viola-
ciones de los supuestos [116]y tienen menor poder estadistico, ya que la precisién
de los estimados es menor para las categorias que tienen menor numero de mues-
tras. Esto conduce a un menor poder para detectar diferencias entre grupos. En
cuanto al tipo de arroz, se conto con 14 muestras de arroz integral, 11 muestras de
arroz parbolizado y 21 muestras de arroz pulido. La situacién es un poco mas com-

plicada para el analisis de las variedades ya que del arroz Yamani se dispuso de solo
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4 muestras, del Doble Carolina 9y del Largo Fino 33. Del Arroz Glutinoso y del Corto
Japoneés solo se dispuso de una muestra de cada uno, lo cual imposibilita cualquier
prueba estadistica. Esta distribucion resulté asi ya que en el mercado la variedad
mas abundante por amplia mayoria es el Largo Finoy el tipo de arroz mas abundante
es el pulido. A su vez, las 4 muestras de arroz Yamani son integrales, las 9 muestras
de Doble Carolina son pulidos, mientras que entre las de Largo Fino se encuentran
integrales, parbolizadosy pulidos. Nuevamente, esta distribucion fue condicionada
por la disponibilidad comercial de muestras. Por este motivo tampoco fueron apli-

cadas técnicas multivariadas como ANOVA de dos vias.

Por otro lado, en el caso de las muestras de trigo, la distribucion de estas resulta en
un diseno perfectamente balanceado. Se conto con dos variables categoricas inde-
pendientes: ciclo (Largo o Corto)y lugar de produccion (Parana, Marcos Juérez o
Reconquista). En este caso los datos fueron analizados por ANOVA de dos vias. Este

analisis permite concluir también si existe una interaccion entre las variables.

3.5.2. Muestras de harina

EnlaFigura 3.13 se presentan los resultados obtenidos para los distintos elementos
y tipos de harina estudiados. En primera instancia, puede verse que la gran mayoria
delas muestras presentaron concentraciones no cuantificables de Hgy Pb. Ninguna
de las muestras presentd concentraciones por encima de los limites legales presen-

tados en el Capitulo 1.

3.5.2.1. Pb

En el caso del Pb, solo algunas muestras de harinas refinadas presentaron concen-
traciones cuantificables de este elemento, siendo todas las integrales menores al
LOO. El hecho de que la mayoria de las concentraciones estén por debajo del LOQ
limita lainterpretacion que puede hacerse sobre los resultados, pero estos parecen
sugerir que las harinas mas industrializadas pueden contener mayores concentra-
ciones de este metal. Dentro de las harinas leudantes ninguna muestra fue menor al
LOD, eincluso una de ellas mostro una concentracion bastante mas alta que las de-
mas. Vale la pena mencionar que se repitio el analisis de todas las muestras que
arrojaron resultados muy elevados para descartar la posibilidad de contaminacio-

nes durante el procesamiento de muestra
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Figura 3.13. Resultados del andlisis de las muestras de harina. Las lineas cortadas y pun-

teadas representan los LOQsy LODs, respectivamente. Las cruces representan las medias

aritméticasy las barras horizontales las medianas.
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3.5.2.2. Hg

Para el Hg vuelve a observarse este comportamiento donde todas las harinas inte-
grales fueron no cuantificables o no detectables, mientras que algunas muestras
refinadas presentaron concentraciones cuantificables. También es Ilamativo en el
caso de las harinas leudantes la presencia de muestras con concentraciones de Hg
mucho mas elevadas que las demas. Se observo también que la muestra que dio
aproximadamente 21 ug/kg de Pb, también contiene cuantidades cuantificables de
Hg, a un nivel de 8 pg/kg. Finalmente, es importante mencionar que las cuatro
muestras que contuvieron la mayor concentracion de Hg pertenecen a la misma
marca comercial. Todas las muestras de harina leudante con concentraciones de

Hg por debajo de 4 pg/kg son de otras marcas.

No se observo esta misma tendencia en otros tipos de harina, ya que las muestras
de harinas 000 y 0000 de esta marca no arrojaron concentraciones cuantificables.
Los valores cuantificados para harina 000 y 0000 presentados en la Figura 3.13 son
de otras marcas. Es posible entonces que el elevado contenido de Hg en estas hari-
nas leudantes provenga de los aditivos alimentarios usados por esta marcay no de
la propia harina. Segun el CAA[117]y la reglamentacion de MERCOSUR[118], las ha-
rinas acondicionadas pueden contener hasta un maximo de 4,5% de bicarbonato de
sodio y 2% de diversos fosfatos, expresados como P;0s, entre otros aditivos. Los
limites maximos de contaminantes establecidos en el CAA para los aditivos alimen-
tarios son bastante elevados, encontrandose la gran mayoria de las veces en el or-
dendelos mg/kg. Es posible entonces que los aditivos tengan una contribucion sig-
nificativa al contenido final de elementos tdxicos en harinas leudantes. Mas estu-
dios serian necesarios para confirmar esta hipotesis. Particularmente de interes

seria llevar a cabo analisis quimicos sobre los aditivos utilizados.

3.56.2.1. As

Conrespectoalosresultados obtenidos para As, todas las muestras dieron concen-
traciones cuantificables. Haciendo un analisis visual, la harina leudante parece ser
la de mayores concentraciones. Las 3 concentraciones mas altas entre las harinas
leudantes corresponden a una misma marca, aungue esta también presenté mues-

tras con concentraciones mas bajas. Nuevamente, es posible que el incremento en
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las concentraciones de As se deba a los aditivos utilizados. En la Seccion 3.1.3, se
menciono que las harinas leudantes podrian llegar a tener interferencias ArCl* por la
sal agregada, sin embargo, en esa misma seccidn se menciond también que te-
niendo en cuenta las senales de **Cl registradas, no se espera tener dicha interfe-

rencia sobre la medicion del As.

Existe a suvez un valor atipicamente alto entre las harinas integrales, la cual se tra-
taba de una muestra que declaraba provenir de produccion agroecolégica. En una
comunicacion telefonica con el productor de la empresa, se consulto si utilizaban
cascarilla de arroz como enmienda organica para la produccion de trigo. El produc-
tor declard que no utilizaban cascarilla de arroz directamente, si no lecho de galli-
nero, el cual frecuentemente contiene esta. Sin embargo, también menciono que la
ultima vez que se aplico esta enmienda fue aproximadamente 6 anos antes de la ad-
quisicion de la muestra en cuestion. El productor tambien menciono que el mismo
molino que se utiliza para la produccion de harina de trigo se usa para producir ha-
rina de arroz. Es posible entonces que el origen del elevado contenido de As (res-
pecto a las otras muestras) se deba a una contaminacion cruzada con arroz. No se
observaron concentraciones anormalmente altas de los demas elementos para esta

muestra.

3.56.2.2. Cd

En cuanto al Cd, ademas de que todas las muestras fueron cuantificables, parece
existiruna tendenciainversa que la de los demas elementos, donde las harinas mas
refinadas tienen un menor contenido de este metal. En granos de trigo con conte-
nidos de Cd mucho mas altos, se ha demostrado que, si bien el Cd se encuentra mas
concentrado en las capas mas externas del grano (que son removidas durante su
refinamiento), presenta una distribucion mas homogénea que otros elementos
como el As [119,120]. Teniendo en cuenta esto, se deberia haber visto esta misma
tendencia de forma mas marcada para el As, pero este no fue el caso. De todas ma-
neras, este tipo de analisis con los datos presentes solo es tentativo, ya que las
muestras de harina estudiadas fueron probablemente producidas a partir de distin-

tos lotes de granos de trigo.
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Una de las muestras de harina integral presento una concentracion inusualmente
alta de Cd. Esta muestra es una harina que declara ser de produccién organicay fue
la Unica analizada de este tipo y marca, por lo que no es posible hacer inferencias

sobre este resultado.

Finalmente, al contrario que con los elementos anteriores, las harinas leudantes no

parecen tener mayores concentraciones de Cd que las demas harinas refinadas.

3.5.2.1. Analisis estadistico

El analisis estadistico fue aplicado a los elementos Cd y As, ya que fueron cuantifi-
cables en todas las muestras. Para el analisis no se incluy6 la muestra de harina
agroecologica en el caso del Asy en el caso del Cd no se incluy6 la harina organica.
Estos datos se alejaban marcadamente de la tendencia mostrada por las demas
muestras, y dado que habia una diferencia real entre estasy las demas muestras (el
método de producciony la posibilidad de contaminacion cruzada), se decidid no in-
cluirlas para evitar sesgar los resultados. En la Tabla 3.19 se presentan los resulta-
dos de los test de Shapiro-Wilksy Levene para estos elementos sin aplicar transfor-

maciones.

Tabla 3.19. Tests de Shapiro-Wilks y Levene para las muestras de harina

Shapiro-Wilks Levene

Elemento (normalidad) (homocedasticidad)
Valor p Valor p
As 0.02607 0,1840
Cd 0,01079 0,6985

En ambos casos los residuos siguen una distribucion que no es normal (Shapiro-
Wilks, p=0,02607y p=0,01079), por lo que se evaluaron las transformaciones antes
mencionadas. Para los dos elementos una transformacion logaritmica resulto ade-
cuada. En la Tabla 3.20 se muestran los resultados de los tests aplicados con los
datos transformados, y enla Figura 3.14 se presenta una comparacion grafica de los
datos originales y los transformados. Puede verse que con la transformacion se
consigue que se cumpla el supuesto de la normalidad, mientras que se mantiene la
homocedasticidad. Estos datos transformados son los que son utilizados para

ANOVA.
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Concentracion (ug/kg)

Tabla 3.20. Tests de Shapiro-Wilks y Levene para las muestras de
harina con los datos transformados logaritmicamente

Shapiro-Wilks Levene
Elemento (normalidad) (homocedasticidad)
Valor p Valor p
As
0,1659 0,9331
Transf: log
Cd
0,1338 0,2677
Transf: log
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Figura 3.14. Concentraciones de As en harinas. (a) datos originales, (b) datos transformados

En la Tabla 3.21 se resumen los resultados obtenidos del ANOVA y las pruebas de
Tukey-Kramer sobre los datos transformados. En cuanto al As, quedd demostrado
que la harina leudante es estadisticamente diferente de las demas, mientras que el
resto de las harinas no pueden ser distinguidas entre ellas. Con respecto al Cd, la
harina integral es estadisticamente diferente de la harina 0000 y de la harina leu-
dante, perono dela 000. A suvez, tambiéen la harina 000y 0000 presentan una dife-

rencia estadisticamente significativa con un p = 0,043.
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Tabla 3.21. Resultados de ANOVA y test de Tukey-Kramer para Asy Cd en harina.

ANOVA Tukey-Kramer
Elemento —_— Contraste
Valor p Valor p
Integral - 0000 0,417
Leudante - 0000 7,6 E-06
As 000 - 0000 0.21
] 1,22 E-05
Transf: log Leudante - Integral 1,45 E-03
000 - Integral 0,981
000 - Leudante 3,25 E-03
Integral - 0000 2,45 E-04
Leudante - 0000 0,904
Cd 000 - 0000 0,043
] 1.41E-04
Transf: log Leudante - Integral 1,26 E-03
000 - Integral 0,220
000 - Leudante 0,158

3.5.2.2. Correlaciones

Se evalud también si existia alguna correlacién entre las concentraciones de As 'y
Cd. Enla Figura 3.15 se presentan los datos de concentracion de As en funcidn de
concentracion de Cd. No se observé ninguna correlacion significativa entre estas

variables por regresion lineal simple (p > 0,05 en todos los casos).

3.5.1. Muestras de arroz

Enla Figura 3.16 se muestran los resultados obtenidos para cada elemento segun el
tipo y variedad de arroz. Al igual que con la harina, todas las muestras tuvieron con-
centraciones cuantificables de Cd y As. A su vez, la gran mayoria de las muestras
presentaron concentraciones de Hg por encima del LOQ. Para el Pb, la mayoria de
las muestras presentaron concentraciones no cuantificables. Nuevamente, nin-
guna de las muestras presento niveles de Cdy Pb por encima de los permitidos por
las legislaciones mencionadas en el Capitulo 1. El caso del iAs se discute en el capi-

tulo siguiente.
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Figura 3.15. Grafico de dispersion de las concentraciones de Cd y As. Las lineas punteadas
representan las rectas de regresion obtenidas por minimos cuadrados. La recta punteada

gris representa la regresion sobre todos los datos.

3.5.1.1. As

Como eraesperado, el caso del As en el arroz se diferencia totalmente de los demas.
Las concentraciones son notablemente mas altas que las de los demas elementos,
e incluso que las del propio As en las muestras de harina. Se puede observar que las
concentraciones de As tienden a ser mas altas en los arroces integrales y parboliza-
dos que en los pulidos. Sin embargo, también se encuentran arroces pulidos con

concentraciones excepcionalmente altas de As.

No parecen verse grandes diferencias entre variedades. Los arroces pulidos Doble
Carolina presentaron concentraciones similares que los Largo Fino, y en ambos ca-
sos se observaron valores atipicamente altos. Por su parte, los arroces integrales
de variedad Yamani presentaron concentraciones similares que los Largo Fino, aun-

que en uno de ellos se hallé un valor muy elevado de 1154 pg/kg.
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Figura 3.17. Resultados de As en arroz con las muestras de dos marcas discriminadas

Analizando estos resultados elevados, se vio que la mayoria de estos pertenecian a
arroces de la misma marca. Enla Figura 3.17 se presentan los mismos datos que en
la Figura 3.16, pero senalando esta marca en particular. Puede verse que 4 de los 6
valores que podrian considerarse atipicos son de la misma marca. A su vez, los 3
valores de esta marca que no serian atipicos presentaron concentraciones relativa-
mente altas. Por otra parte, los otros dos valores elevados que restan también per-
tenecieron a una misma marca, sin embargo, las demas muestras de esta parecen
tener concentraciones mas homogéneamente distribuidas. Vale la pena mencionar
que el analisis por marcas comerciales puede llegar a estar sesgado ya que de varias

marcas solo se dispone de menos de 3 muestras.

3.5.1.1. Pb

Muy pocas muestras de arroz presentaron concentraciones cuantificables de Pb.
Muchas muestras fueron menores al LOD, e incluso se observan valores negativos
debido a la imposibilidad de diferenciar la senal del ruido de fondo. No se observan
valores que se desvien de la tendencia como si se observo con las muestras de ha-

rina. Las muestras cuantificables tampoco tuvieron en comun ninguna cualidad,
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como podria ser la marca o la variedad de arroz. Debido a la elevada incertidumbre
en los valores de concentracion por debajo del LOD/LOQ, no es posible hacer mas

inferencias sobre estos datos.

3.5.1.2. Hg

En el caso del Hg, a diferencia de la harina, la mayoria de las muestras fueron cuan-
tificables. Enarroz pulido, se tuvo una muestra por debajo del LOQ y una por debajo
del LOD. La muestra no detectable fue la Unica que se tenia de Arroz Glutinoso,
mientras que la no cuantificable fue un arroz de variedad Doble Carolina. Para los
calculos, estos valores fueron tomados tal cual, ya que se considerd que era la me-
dida que menos sesgaria la estimacion de los parametros poblacionales. De todas

maneras, su proporcién es pequena respecto de las muestras totales.

Los distintos tipos de arroz no parecen tener diferencias muy marcadas en el con-
tenido de Hg. Tampoco parecen haber diferencias entre las variedades. Si bien casi
todas las muestras tuvieron cantidades de Hg cuantificables, estas son menores

gue los valores esporadicamente altos encontrados en harinas leudantes.

Entre las muestras de Doble Carolinay Yamani se encuentra un valor en cada caso
que esmasalto que los demas. Se trata de las mismas muestras de estas variedades
que presentaron valores atipicos para As, las cuales a su vez provenian de una

misma marca comercial.

3.56.1.3. Cd

Para el Cd se observa claramente una diferencia entre variedades. Dentro del grupo
de los pulidos, los de variedad Doble Carolina parecen tener concentraciones me-
nores que los Largo Fino, mientras que en los integrales los de variedad Yamani (a
pesar de la poca cantidad de muestras) parecen tener menos Cd que los Largo Fino.
Por otro lado, teniendo en cuenta solo los de variedad Largo Fino, no parece haber
una diferencia sustancial entre los tipos de arroz. En general, las concentraciones

halladas se encuentran en el mismo orden que en las muestras de harina.

Nuevamente, los dos valores mas elevados en las muestras de arroz parbolizado y

uno de los dos valores mas elevados en el arroz integral correspondieron a la marca
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comercial que arrojo valores elevados de As. A su vez, el valor mas alto entre los Do-

ble Caralina fue la misma muestra que presentd valores altos de As 'y Hg.

3.5.1.4. Analisis estadistico
Serealizo un analisis estadistico sobre los resultados de As, Cdy Hg en las muestras
de arroz. En este caso se tuvieron dos variables categoricas para agrupar los datos:
la variedad (Largo Fino, Doble Carolina o Yamani)y el tipo de arroz(integral, pulido o
parbolizado). Sobre las variedades Corto Japonésy Arroz Glutinoso no se realizaron
pruebas estadisticas ya que solo se disponia de una muestra de cada una.

Tabla 3.22. Tests de Shapiro-Wilks y Levene parala comparacion de mues-
tras de arroz segun variedad.

Shapiro-Wilks Levene

Elemento Variedad (normalidad) (homocedasticidad)
Valor p Valor p
LFvs.DC 4,872 E-06 0,8288
As LFvs.Y 0,0055 0,4410
LFvs.DC 0,0547 0,04701
o LFvs.Y 0,5005 0,3230
LFvs.DC 0,1462 0,3794
9 LFvs.Y 0,0726 0,7436

Dado que de la variedad Doble Carolina solo se disponia de arroces pulidos y de la
variedad Yamani solo se disponia de arroces integrales, en primer lugar, se testeo si
estas variedades presentaban diferencias estadisticamente significativas con la
variedad Largo Fino de cada tipo y para cada elemento. Para ello, primero se verifi-
caron los supuestos de ANOVA, y se aplico una transformacion si era necesario. En
la Tabla 3.22 se muestran los resultados de las pruebas de normalidad y homoce-
dasticidad. En el caso del As, para ambas comparaciones fue necesario aplicar
transformaciones, mientras con el Cd fue necesario hacerlo en la comparacion de
los Largo Fino con los Doble Carolina. Con el Hg, en el test de Shapiro-Wilks de la
comparacion LF vs. Y, se obtiene un valor p proximo al nivel de significancia. Sin
embargo, se comprobo que los resultados de la comparacion posterior son equiva-
lentes con transformacion o sin ella, por lo que se informan los resultados sin trans-

formacion.
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Tabla 3.23. Tests de Shapiro-Wilks y Levene para la comparacion de mues-
tras de arroz segun variedad con transformaciones.

Shapiro-Wilks Levene

Elemento Variedad (normalidad) (homocedasticidad)
Valor p Valor p
As LFvs.DC 0,4863 0,4562
Transf: 1/x LFvs.Y 0,0832 0,4557
Trancs‘:: oo LFvs.DC 0,2941 0,1635

Enla Tabla 3.23 se indican las transformaciones utilizadas en los casos que fueron

necesariasy los resultados de los tests de verificacion de supuestos.

A continuacion, para la comparacion se usaron test t. En la Tabla 3.24 se resumen
los resultados de estas pruebas. Como fue previsto por el analisis visual de los da-
tos, el Cd presentd diferencias estadisticamente significativas segun la variedad de
arroz. Enambos casos la variedad Largo Fino tiene mayores concentraciones de Cd.
Porsuparte, Asy Hgno presentaron diferencias estadisticamente significativas en-

tre variedades.

Tabla 3.24. Tests t entre las variedades de muestras de arroz usando las
transformaciones mencionadas enla Tabla 3.23

Pulido Integral
(Largo Finovs. (Largo Finovs.
Elemento Doble Carolina) Yamani)
Valor p Valor p
As 0,9769 0,3599
Cd 6,34 E-04 2,58 E-03
Hg 0,8076 0,8212

Una vez comparadas las variedades, se procedio a comparar las concentraciones
entre los tipos de arroz. Para ello, en se agruparon los datos de Asy Hg de las distin-
tas variedades ya que, como fue mostrado, estas no presentaron diferencias signi-
ficativas. En el caso del Cd, se compararon solamente los datos de la variedad Largo

Fino entre los diferentes tipos de arroz.

Al'igual que con las muestras de harina, en primer lugar se verifico la normalidad y
heterocedasticidad, y en caso de que fuera necesario se aplicaron transformacio-

nes. Los resultados de estas pruebas se muestran en la Tabla 3.25, donde puede
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verse que nuevamente en el caso del As no se cumple el supuesto de normalidad.
Aplicando una transformacion 1/x"? se logra tener una distribucion normal de los re-
siduos y se mantiene la homocedasticidad. El valor p del test de Shapiro-Wilks para
el Hg se encuentra al limite del nivel de significancia usado. Sin embargo, se com-
pararon los resultados que se obtienen de ANOVA aplicando o no una transforma-
cion a estos datosy se verifico que se llegaba a las mismas conclusiones.

Tabla 3.25. Tests de Shapiro-Wilks y Levene para la comparacion
de muestras de arroz segun tipo.

Shapiro-Wilks Levene

Elemento (normalidad) (homocedasticidad)
Valor p Valor p
As 9,53 E-08 0,5336
Transﬁf]/x”2 0.8127 01154
Cd 0,0870 0,7594
Hg 0,0677 0,7944

Tabla 3.26. Resultados de ANOVA Yy test de Tukey-Kramer para As, Cdy Hg en arroz.

ANOVA Tukey-Kramer
Elemento —_— Contraste
Valor p Valor p
As Parbolizado - Integral 0,9850
(Todaslas 534 E-04 Pulido - Integral 1,60 E-03
variedades) Pulido - Parbolizado 5,80 E-03
cd Parbolizado - Integral -
(Solo variedad 0,981 Pulido - Integral -
Largo Fino) Pulido - Parbolizado -
Hg Parbolizado - Integral -
(Todaslas 0,522 Pulido - Integral -
variedades)

Pulido - Parbolizado -

Aplicando ANOVA a estos datos se obtuvieron los resultados de la Tabla 3.26. En
esta tabla se incluyen también los resultados del analisis post hoc. Solo As presento
diferencias significativas entre los tipos de arroz. A su vez, las diferencias de con-
tenido de As entre pulidos e integrales y pulidos y parbalizados fueron estadistica-

mente significativas. Como se vio en el analisis presentado en la Seccion 3.5.3.1, los
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arroces pulidos tienden a tener menos As que los demas. Vale la pena mencionar
que en el caso del Cd si se incluian en el ANOVA las muestras de la variedad Doble
Carolina, el valor p resultaba ser de 0,07. Este es muy proximo al nivel de significan-
cia usado, pero las diferencias observadas en realidad se deben a la variedad y no al
tipo de arroz. Al haber solo muestras de arroz pulido de la variedad Doble Carolina, y
al tener esta variedad menor contenido de Cd, el analisis por tipo de arroz llevaria a

la conclusion errénea de que los arroces pulidos tienen menos Cd.

3.5.1.5. Correlaciones

Aligual que conlas muestras de harina, se estudio si existian correlaciones entre los
elementos cuantificables. Sin embargo, en este caso el analisis es bastante mas
complejoya que se tienen dos variables categoricas para agrupar las muestras (tipo
dearrozyvariedad), y el nimero de elementos cuantificables es 3 en lugar de 2. Esto
da un total de 21 correlaciones posibles. A continuacion se describiran solamente
los casos que parecen presentar una tendencia en los datos y en los que se obser-

varon correlaciones significativas (p < 0.05).

En primerlugar, intentando correlacionar los datos sin discriminar las muestras por
variedad o tipo, solo se observd una correlacion entre el As y el Hg, con un
p =0,0065, pero conun R?=0,1563 y un R%ustadco = 0,1372. Entre el Asy el Hg también
se encontraron correlaciones paralos arroces yamani(p = 0,0166; R?=0,9670 y R%s-
tado = 0,9508) y los parbolizados (p = 0,0484; R? = 0,3664 y R%justaso = 0,2961). Sin em-
bargo, como puede verse enla Figura 3.18, en el caso del arroz Yamanila correlacion
puede estar condicionada por el bajo numero de muestras, mientras que enlosarro-
ces parbolizados sino estuviese lamuestra que tiene lamayor concentracion de Hg,
la correlacion no seria significativa (p = 0,1751). Por este motivo los resultados de
estos analisis de correlacion dividiendo las muestras segun las variables categori-

cas deben ser tomados con cautela.

Continuando con el Hg, se observo una correlacion con el Cd solo en los arroces Do-
ble Carolina(p = 0,0458; R? = 0,4565 y R%ustad0 = 0,3789). Sin embargo, nuevamente,
sino estuviese el punto de mayor concentracion de ambos elementos, el valor p se-

ria de 0,786; conlo cual la correlacién no seria significativa.
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En cuanto a la correlacion entre el Asy el Cd, los arroces parbolizados presentaron
unp=0,0272, R?=0,4351y R%justado = 0,3723 y los arroces Doble Carolina p =0,00298,
R?=0,7386 y R%justado = 0,7013. Nuevamente, si en los arroces parbolizados no estu-
viese presente el punto de mayor concentracion, la correlacion pierde significancia
estadistica (p = 0,511). En cambio, en los arroces Doble Carolina, a pesar de que hay
un valor outlier en las concentraciones de As, esta correlacion es significativa aun
sin este valor. Mas aun, un modelo logaritmico parece ajustar razonablemente bien
estos datos (p = 0,00035, R? = 0,8559 y R%ustad0 = 0,8353). Este se encuentra repre-
sentado enla Figura 3.18 con linea cortada.

Todas las muestras Arroces Integrales Yamani Arroces Parbolizados
Hg=f(As) ) ° Hg=f(As) Hg=f(As)

O, o
'y
. y=0,0025x + 2,0391 y=0,0032x+0,5665 y=0,0054x +1,399
Pulidos Doble Carolina Arroces Parbolizados Pulidos Doble Carolina
Hg=f(Cd) Cd=f(As) Cd=f(As)

° y=2,0236In(x)- 86,6574
y=0,8151x + 0,0687 y =0,0233x + 3,9475 y=0,005x +2,4312

Figura 3.18. Correlaciones significativas encontradas en los datos de arroz

3.5.2. Muestras de trigo

Los resultados obtenidos para las muestras de trigo se presentan en la Figura 3.19.
Puede verse que en general se obtuvieron concentraciones mas altas que las que
fueron observadas para las harinas (Figura 3.13). Es llamativo que las concentracio-
nes fueron bastante mas elevadas en los granos de trigo que en las harinas integra-
les, siendo que estas ultimas consisten basicamente de granos de trigo pulveriza-

dos. Es posible que la diferenciaradique en que antes de la molienda comercial alos
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granos de trigo se les hace unalimpieza, mientras que los granos de trigo analizados
en este trabajo fueron molidos tal como fueron recibidos. Aun asi, los niveles halla-

dos no superan los valores de las legislaciones presentadas en la Seccién 1.1.

3.56.2.1. As

Se puede ver claramente en la Figura 3.19 que el lugar de produccion tiene un gran
impacto enelcontenido de As. Las muestras de Parana alcanzaron concentraciones
notablemente altas teniendo en cuenta las concentraciones observadas anterior-
mente para las harinas. Las muestras de las demas regiones presentaron menor
contenido de As, aunque siempre por encima del LOQ. Por otro lado, el efecto del

ciclo parece ser mucho menor.

3.5.2.2. Hg

Todas las muestras, excepto una, presentaron concentraciones no cuantificables
de Hg, mientras que algunas otras se encontraron entre el LOD y el LOQ y muchas

por debajo del LOD. No es posible realizar mayores analisis sobre estos resultados.

3.56.2.3. Cd

Losresultados de Cd también mostraron una fuerte dependencia del lugar de origen
de las muestras. En este caso las mayores concentraciones se observan en las
muestras de Marcos Juarez, mientras que las de Reconquista fueron las de menor
concentracion. Las muestras de Marcos Juarez a su vez parecen tener una influen-
cia segun el ciclo, mientras que las de las demas regiones no. Nuevamente, la ma-
yoria de las muestras presentaron concentraciones mas elevadas que las harinas
integrales analizadas anteriormente, a excepcion de las de Reconquista que pre-

sentaron valores similares.

3.5.2.4. Pb

En el caso del Pb también se observaron concentraciones mas altas que las vistas
anteriormente en el caso de las harinas y el arroz, donde la mayoria de las muestras
fueron no cuantificables. En el caso de este elemento, nuevamente parece que las
muestras de Marcos Juarez tienen concentraciones mas elevadas que las demas
regiones, aunque la diferencia no es tan marcada como en los casos anteriores. El

ciclono parece tener unainfluencia clara en el caso de este elemento.
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Figura 3.19. Resultados del analisis de las muestras de trigo. Las lineas cortadas y puntea-

dasrepresentanlos LOQsy LODs, respectivamente. Las cruces representan las medias

aritmeéticasy las barras horizontales las medianas.
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3.5.2.1. Analisis estadistico

Como fue mencionado en la Seccion 3.5.1, las muestras de trigo forman un diseno
balanceadoy los resultados fueron analizados por ANOVA de dos vias. En este ana-
lisis se estudio la significancia estadistica de las variables Lugar, Cicloy un término
deinteraccion entre ellas para cada elemento. Se estudiaron los elementos que fue-

ron cuantificables en la gran mayoria de las muestras, es decir As, Cd y Pb.

Primeramente se verificaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad
como fue hecho también en secciones anterioresy se evalud lanecesidad de utilizar
transformaciones. Enla Tabla 3.27 se presentan los resultados de estos tests para
los datos originales ademas de los datos de As y Pb transformados, donde fue nece-

sario aplicar transformaciones.

Tabla 3.27. Tests de Shapiro-Wilks y Levene para las muestras de trigo

Shapiro-Wilks Levene
Elemento (normalidad) (homocedasticidad)

Valor p Valor p

As 9,07 E-05 0,0019

As 0,914 0,7015
Transf: log

Cd 0,1572 0,2930

Pb 1.51E-04 0,8473

Pb 078 0,2746
Transf: log

Una vez verificados los supuestos, se realizaron los analisis de varianza y pruebas
post-hoc correspondientes. En la Tabla 3.28 se encuentran los resultados de los
ANOVA multifactoriales realizados. Como fue evidente enla Figura 3.19, las mayores
variaciones se dan seqgun el lugar de produccion. Esta variable resulto estadistica-
mente significativa, en mayor o menor medida, para los tres elementos estudiados.
Elvalor p de lavariable Ciclo solamente fue ligeramente menor a 0,05 en el caso del
Cd. En Asy Pb esta variable no fue significativa. Sin embargo, en el caso del As se

observa que lainteraccion entre el cicloy el lugar es significativa.
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Tabla 3.28. Resultados de ANOVA para As, Cd y Pb en muestras de trigo.

ANOVA
Elemento Factor
Valor p
Ciclo 0,3240
As
Transt: log Lugar 3,04 E-15
Interaccion Ciclo-Lugar 0,0052
Ciclo 0,0486
Cd Lugar 2,81E-08
Interaccion Ciclo-Lugar 0,2123
Ciclo 0,18
Pb
Transf: log Lugar 0.027
Interaccion Ciclo-lLugar 0,382

A continuacion se analizaron los contrastes de la variable Lugar. La variable Ciclo

solo posee dos niveles, porlo que no es necesario aplicarle este mismo analisis. Los

resultados se encuentran en la Tabla 3.29. En el caso del As y el Cd, los tres sitios

fueron claramente distinguibles entre si. En cambio, para el Pb solo Paranay Marcos

Juarez fueron estadisticamente diferentes.

Tabla 3.29. Resultados del test de Tukey-Kramer para la variable Lugar en las

muestras de trigo

Tukey-Kramer

Elemento Contraste
Valor p
Parana - Marcos Juarez 1,59 E-1
As Reconquista - Marcos Juarez 519 E-06
Transf: log
Parana - Reconquista 2,33 E-14
Parana - Marcos Juarez 2,44 E-05
Cd Reconquista - Marcos Juarez 1,96 E-08
Parana - Reconquista 0,0135
Parana - Marcos Juarez 0,0209
Pb Reconquista - Marcos Juarez 0,4204
Transf: log
Parana - Reconquista 0,2579
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3.5.2.2. Correlaciones

Se estudio la presencia de correlaciones entre las concentraciones de Pb, Cd y As
enlas muestras, sin embargo, no se evidencio ninguna correlacion significativa. En

la Figura 3.20 se presentan los graficos de dispersion obtenidos.
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Figura 3.20. Graficos de dispersion obtenidos con los datos de las muestras de trigo
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Capitulo 4
Especiacion



4. Especiacion

En este capitulo se describe el desarrollo, validacion y aplicacion del méetodo em-
pleado para el analisis de especiacion de As en las muestras estudiadas. Se enfatizo

el estudio de la preparacion de muestray la posterior separacion cromatografica.

Durante el desarrollo de esta parte del trabajo hubo inconvenientes técnicos con el
equipo, por lo que algunos ensayos no pudieron ser llevados a cabo. Se completo la
optimizacion y validacion del método para muestras de arroz, pero no se alcanzo a
validar para muestras de harina y trigo. A su vez, se alcanzd a analizar todas las
muestras de arroz excepto dos arroces parbolizados y se analizaron de forma preli-

minar algunas harinas.

4.1. Extraccion

4.1.1. Optimizacién multivariada

Como fue mencionado en la Seccion 1.3.2 se han reportado diversas estrategias de
extraccion. Entre ellas, las extracciones en medio acido parecen ser las mas efi-
cientes, y particularmente el HNOs parece ser el mas conveniente. Similarmente a
lo que ocurre con la determinacion de metales totales, el HNOs no introduce nuevas
interferencias espectrales, no causa obstrucciones en los conos del instrumento y

es de facil purificacion por destilacion subboiling.

Para el estudio de la eficiencia de extraccion se hizo énfasis en la temperatura y en
la concentracion de acido utilizado. Se tom6 como base un método de extraccion
reportado en bibliografia el cual tiene una elevada eficienciay no ocasionaintercon-
version de especies [47,48]. Sin embargo, este método emplea una concentracién
de HNO3z de 0,28 mol/L, la cual se observé que puede interferir con la posterior se-

paracion cromatografica ocasionando corrimientos de los tiempos de retencion.

Sibien las extracciones pueden ser realizadas en sistemas relativamente sencillos,
como bloques de calentamiento [48], se decidio utilizar el horno microondas para
aprovechar la capacidad del sistema cerrado de calentar la mezcla extractante por

encima de su punto de ebullicion.
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4.1.1.1. Diseno experimental

Serealizo un diseno experimental del tipo factorial 2x2 al cual se le agrego un punto
central que fue replicado 4 veces para realizar una optimizacion multivariable de las
condiciones. El objetivo de la optimizacion fue obtener la maxima eficiencia de ex-
traccion con la minima concentracion de acido posible. Se consideraron dos facto-
res: la concentracion del HNOs y la temperatura. Para la concentracion del HNOs se
establecieron como niveles bajo y alto concentraciones de 0,07 mol/Ly 0,28 mol/L,
respectivamente. Para la temperatura como nivel bajo se utiliz 100 °C y como nivel
alto 150 °C. Con estos niveles el punto central queda definido con una concentracion
de HNO3z de 0,175 mol/L y una temperatura de 125 °C. En la Figura 4.1 se resume gra-
ficamente la distribucion de las experiencias. El diseno fue llevado a cabo 4 veces
con 4 muestras de arroz diferentes, por lo que para el analisis estadistico se incluyo
asuvezlavariable “muestra“(arroz 1, arroz 2, arroz 3, o arroz 4) como variable cate-

gorica.

0,07; 150 0,28; 150

0,175; 125

Temperatura (°C)

0,07; 100 0,28;100

Concentracion de HNOz(mol/L)

Figura 4.1. Experiencias llevadas a cabo para la optimizacion de la extraccion.

Parallevar a cabo cada extraccion se peso 1g de muestra enrecipiente de microon-
das y se le adicion6 10 ml de la solucion de HNOs correspondiente. La mezcla fue
ligeramente agitada antes de ser cerrada y colocada en el horno microondas. Se
aplico un programa de calentamiento con una rampa de 10 minutos hasta la tempe-

raturadeseadayun mantenimiento de esta durante 30 minutos adicionales. Unavez
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frio, el contenido del recipiente es transferido a tubo de centrifuga de 15 mly centri-
fugado a 2000 rpm durante 5 minutos. Si el extracto no es analizado inmediata-
mente, es transferido a otro tubo para separarlo del sélido y es almacenado a 4 °C

por no mas de 24 h.

Los sobrenadantes obtenidos de las distintas extracciones fueron diluidos tomando
T mly llevandolos a 25 ml con HNQOz 0,7 mol/L y luego el contenido de As total (tAs)
fue medido por ICP-MS con las condiciones descriptas en la Seccion 3.1. La dilucion
fue llevada a cabo para reducir la posible interferencia de C disuelto en las solucio-
nes de extraccion. La ausencia de estainterferencia fue comprobada analizando di-

luciones de extractos fortificados con As.

Se calcul¢ la eficiencia de extraccion comparando la concentracion de As total pre-
sente en el sobrenadante luego de cada extraccion con el contenido de As de cada
arroz, el cual fue determinado previamente como fue descripto en el Capitulo 3.
Aplicando el factor de dilucién correspondiente y haciendo la relacion entre estas
concentraciones se calculo la eficiencia de extraccion porcentual para cada extrac-

cion.
4.1.1.2. Resultados

No se observaron grandes diferencias en las eficiencias de extraccion con las dis-
tintas condiciones ensayadas. Ademas de las variables principales, se evaluo la sig-
nificancia estadistica de un término de interaccion entre la temperatura y la con-

centracion de HNOs. Enla Tabla 4.1 se presenta la tabla ANOVA de los resultados.

Puede verse que ninguna de las variables result¢ estadisticamente significativa. Se

intentd ajustar modelos con un menor numero de variables para verificar si alguna

Tabla 4.1. Tabla ANOVA para la optimizacion de la extraccion

Grados de Suma de Cuadrado

Variable libertad Cuadrados Medio Valor Valorp
Conc. HNOs 1 37,81 37,810 1,4828 0,2347
Temperatura 1 1,60 1,605 0,0629 0,8040
Muestra 3 31,61 10,638 0,4133 0,7449
Co?fﬁt';giggne)mp 1 6,41 8,414 0,2516 0,6204
Residuales 25 637,46 25,498
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de ellas se volvia significativa, pero no fue el caso. Puede concluirse entonces que
la eficiencia de extraccion no varia significativamente enlos rangos estudiados. Es-
tas eficiencias a su vez fueron consideradas adecuadas. Enla Figura 4.2 se presen-
tan las eficiencias de extraccion obtenidas en funcidn de la temperatura y la con-
centracion de HNOs. Como puede verse, no existen grandes diferencias en la efi-
ciencia entre los distintos tratamientos, tal como fue concluido del analisis estadis-

tico presentado en la Tabla 4.1.
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% 20 0,175 mol/L 125°0

qLI:J . ® 0,28 mol/L ©150°C
75 100 125 150 75 0 007 014 021 028 035

Temperatura(°C) Concentracion de HNOs(mol/L)

Figura 4.2. Representacion grafica de los resultados obtenidos de la optimizacion multiva-

riada de la extraccion.

Teniendo en cuenta estos resultados, se decidié tomar como optimas una tempe-
ratura de 125 °C y una concentracién de HNOs de 0,14 mol/L. Si bien podrian haberse
seleccionado temperaturas y concentraciones mas bajas, se observo que con las
condiciones mas suaves (0,07 mol/Ly 100 °C)los extractos resultaban méas viscosos
y dificiles de centrifugar. Esto a su vez dificulta la posterior filtracion previa ala in-
yeccion en el HPLC. Almismo tiempo se aprovecho la robustez que ofrecen las con-
diciones del punto central frente a pequenos cambios en la temperatura o concen-
tracion del acido. Finalmente, se verificd que en estas condiciones no hay intercon-
version de especies analizando muestras fortificadas, porlo que el uso de condicio-

nes extraccion mas suaves no seria necesario en este caso.
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4.1.2. Optimizacion del tiempo de extraccidén

4.1.2.1. Estudio univariado

Conlas condiciones 0ptimas halladas en la seccidn anterior, se evaluo si era posible
reducir el tiempo de extraccion a valores menores que 30 minutos. Para ello, se
tomd una muestra de arroz integral (que se considerd que podia ser la matriz con
mayores dificultades para la extraccion) y se le realizaron extracciones por tripli-
cado manteniendo la temperatura de 125 °C durante 5, 15y 30 minutos. Los extrac-
tos obtenidos fueron centrifugadosy, dado que la dilucién de Tml en 25 ml aplicada
en la Seccion 4.1.1 no present¢ efecto de matriz, se evalud el uso de una dilucién
menor, tomando 2 ml y llevandolos a 10 ml con HNO3 0,7 mol/L. Se prepararon adi-
cionalmente de la misma manera 3 soluciones (una por cada tiempo de extraccion)
a las cuales se les adiciono una concentracion nominal de 10 pg/L de As. A todas
estas soluciones se les cuantifico el contenido de As total y tambien el contenido de
C. Las soluciones fortificadas fueron utilizadas para evaluar la presencia de efecto
de matriz al medir As total sobre el extracto, el cual puede contener una gran canti-

dad de C disuelto.

4.1.2.2. Resultados

En primer lugar, en la Tabla 4.2 se presentan los resultados obtenidos para la medi-
cion del contenido de C. Estas concentraciones refieren a la dilucion final que se
realizo, esdecir, no tienen factores de dilucion aplicados. Como puede verse, el con-
tenido de C en esta dilucion es elevado y esta vez si resulto en un efecto de matriz
que fue observado con las muestras adicionadas. La tendencia observada para la
recuperacion puede deberse a la combinacion de dos factores. Por un lado, el ele-
vado contenido de C presente en todas las soluciones eleva marcadamente la senal

Tabla 4.2. Concentracién de C y recuperacion de As adicionado en los extractos
analizados para la optimizacion del tiempo de extraccion

Tiempo Concentracionde C Recuperacién de As
(minutF:)s) (media + sd) adicionado
(mg/L) (%)
5 6879 + 368 180
15 7182 +150 175
30 7825 + 396 17
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del As, dando recuperaciones mayores al 100%. Pero, por otra parte, con los tiem-
pos de extraccion mas altos aumento el contenido de materia disuelta, porlo que se

puede dar una supresion de la senal.

Debido a este fuerte efecto de matriz, a los resultados obtenidos se les aplico un
factor para corregir el mismo. Cabe mencionar que, si bien el analisis directo de los
extractos resulta en efecto de matriz, esto posteriormente no fue observado en el
meétodo HPLC debido a la separacion cromatografica. Esto se expone en la Sec-
cion 4.5.3.

100

80 s
60

40

20

Eficiencia de extraccion(%)

0 10 20 30 40
Tiempo de extraccion(minutos)

Figura 4.3. Eficiencias de extraccion obtenidas a diferentes tiempos.

EnlaFigura4.3 se presentanlas eficiencias de extraccion obtenidas, corregidas por
recuperacion. Se observan mayores eficiencias con los tiempos de extraccion mas
largos. A su vez, la precision también parece ser mejor con la extraccion de 30 mi-
nutos, sin embargo, este resultado puede no ser concluyente debido a que el nu-
mero de réeplicas es bajo para comparar estadisticamente desviaciones estandar.

Por estos motivos se decidio continuar con la extraccion de 30 minutos.

Sibienla eficiencia de extraccion parece aumentar con el tiempo, tiempos mayores
no fueron evaluados ya que se consideraron poco practicos. En estos ensayos se
alcanzaron eficiencias de extraccion del 90%, las cuales fueron consideradas ade-
cuadas. Luego de la validacion del método usando esta extraccion, durante el ana-
lisis de muestras se obtuvo una eficiencia de extraccion promedio del 92% para los

arroces integralesy globalmente para todos los tipos de arroz del 94%.
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4.2. Estudio de la separacion cromatogra-
fica
Como fue mencionado en la Seccién 1.3.3, las especies As(I11), As(V), DMAy MMA son
acidos debiles, por lo que pueden separarse facilmente a pH neutro o ligeramente
alcalino por mecanismos de intercambio aniénico. Los pKa de estas especies se
presentan enla Tabla 4.3. La columna cromatografica mas utilizada para esta sepa-

racion es la Hamilton PRP-X100, la cual esta compuesta por un soporte de poliesti-

reno divinilbenceno (PS-DVB) funcionalizado con grupos amonio cuaternarios.

Tabla 4.3. pKa de las especies de As mas comunes en cereales

Especie pKa1l pKa 2 pKa 3 Referencia
Acido arsenioso 9,2 12,1 12,7 [16]
Acido arsénico 2,3 6.8 1.6 [16]
Acido monometilarsénico 4,1 8,7 - [16]
Acido dimetilarsinico 6.2 - - [16]

Encuanto afases maoviles, unaalternativa parallevar a cabo esta separacion son los
dicarboxilatos. Estos tienen las ventajas de la facilidad con la que pueden ser des-
compuestos en el plasmay su excelente poder de elucion. Por estarazon, se decidio
estudiar la performance cromatografica de estos eluyentes para esta separacion.
Enestaseccion se describira el estudio de estos eluyentes parala separacion de las
cuatro especies de As de interés en medio acuoso neutro. Al final de esta seccion
se describiran también los resultados obtenidos en medio acido. Estos resultados
han sido publicados recientemente [121]. En anexos se encuentra una copia de este

articulo.

Los dicarboxilatos estudiados fueron oxalato, malonato, succinato, glutarato, adi-
pato, tartronato, malato, tartratoy ftalato. Estos pueden clasificarse en tres grupos
segun su estructura: acidos dicarboxilicos lineales (LDA), acidos dicarboxilicos li-
neales hidroxi-sustituidos (LDA-OH) y acidos dicarboxilicos aromaticos. En la Fi-
gura 4.4 se muestra la estructura de cada uno de los acidos y en la Tabla 4.4 se

muestran sus pKa.
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De estos dicarboxilatos, los primeros cinco(oxalato, malonato, succinato, glutarato,
adipato) pertenecen ala serie de los acidos dicarboxilicos lineales. Estos fueron se-
leccionados para estudiar el efecto del largo de la cadena alifatica en la separacion.
Unincremento en la longitud de la cadena alifatica también incrementa la hidrofo-
bicidad de lamolécula, lo cual puede afectar suinteraccion con la fase estacionaria.
El tartronato, malato y tartrato son analogos hidroxi-sustituidos del malonato y el
succinato, lo cual altera sustancialmente la hidrofobicidad de la moléculay su inter-
accion con la fase estacionaria. Finalmente, el ftalato presenta un anillo aromatico,

lo cual lo hace completamente distinto de los demas eluyentes estudiados.

Tabla 4.4. pKa de los acidos dicarboxilicos estudiados

Compuesto pKa1l pKa 2 Referencia
Acido oxalico 1,25 3,81 [122]
Acido maldnico 2,85 5,70 [122]
Acido succinico 4,21 5,64 [122]
Acido glutarico 4,34 5,22 [123]
Acido adipico 4,43 5,41 [124]
Acido tartronico 2,38 4,76 [125]
Acido mélico 3,40 5.1 [122]
Acido tartérico 2,98 4,34 [122]
Acido ftalico 2,94 5,43 [122]

4.2.1. Condiciones experimentales

Las separaciones cromatograficas fueron llevadas a cabo bajo condiciones isocra-
ticas con cada fase movil a una concentracion de 10 mmol/L, pH 8,33 + 0,03, a tem-
peraturaambiente y un caudal de 1 ml/min. Para la preparacion de las fases maviles
se peso una cantidad adecuada del 4cido correspondiente y se llevd a un poco me-
nos del volumen final con agua ultrapura. Una vez que el acido se disolvié completa-
mente, se ajusté el pH con pHmetro, adicionando NH4OH 10% (v/v). En el caso de los
acidos poco solubles como el adipico, la adicion de NH,OH comenzd antes de la di-
solucion total. La forma desprotonada del acido es generalmente mucho mas solu-
ble que el 4cido en su forma neutra. Finalmente se lleva a volumen final con aguay

se filtra a través de filtros de nylon de 0,45 pm.
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Figura 4.4. Acidos dicarboxilicos estudiados como eluyentes.
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Al pH de 8,33 todos los acidos dicarboxilicos estudiados se encuentran totalmente
desprotonados con una carga de -2, lo cual simplifica el analisis de los resultados
obtenidos. A suvez, a este pH una pequena fraccion del As(ll) se encuentra despro-
tonado (pKa 9,2), lo cual permite algo de interaccidn con la fase estacionaria. Por
ultimo, durante este trabajo se vio que este pH elevado era util para neutralizar el
medio acido proveniente de los extractos de muestras. La fase estacionaria es un
intercambiador anionico fuerte, por lo que su carga es independiente del pH. Antes
de las pruebas, la columna fue equilibrada con fase movil por al menos 30 minutos a
un caudal de Tml/min(lo cual corresponde a aproximadamente 15 volumenes de co-

lumna).

Se utilizaron estandares multiespecie de 10 pg/L de As(IIl), DMA 'y As(V)y 4 pg/L de
MMA preparados en medio de agua ultrapuray en HNOs 0,14 mol/L. EI MMA fue adi-
cionado al estandar multiespecie a una menor concentracion para asegurar sufi-
cienteresolucion del pico de DMA bajo las condiciones estudiadas. De este estandar
multiespecie se inyectaron 100 pyL por corrida cromatografica. Se monitored la se-
nal del isétopo "As con un tiempo de integracién de 1s con las condiciones de ins-

trumentales mencionadas en el capitulo anterior.

4.2.2. Factores cromatograficos

Los factores cromatograficos estudiados fueron el factor de retencion (k), la efi-
ciencia, representada por el nimero de platos tedricos (N), y el factor de asimetria
(As). El calculo de estos factores esta basado en las recomendaciones de la IUPAC
[126]. Enla Figura 4.5 se muestraun pico cromatografico ideal y una representacion
grafica de distintas magnitudes utilizadas en los calculos. Los calculos correspon-

dientes seran descriptos en las secciones siguientes.

4.2.2.1. Factor deretencion

Elfactor de retencién (k) es calculado como la relacion entre el tiempo de retencion
ajustado (t’r) y el tiempo muerto (ty), donde tv es el tiempo requerido para eluir un
componente que no esretenido por la fase estacionariay t'res la diferencia entre el

tiempo de retencion del analito (tg)y tu:

k:i_tR_tM
tm tm
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Figura 4.5. Pico cromatografico gaussiano y las distintas magnitudes utilizadas en los

calculos.

Elfactor de retencion k es una medida del tiempo que el componente de la muestra
reside en la fase estacionaria respecto al tiempo que reside en la fase movil [126].
El tiempo muerto fue determinado como el tiempo de retencion de la arsenobe-
taina, que no es retenida por intercambio anionico y que fue determinada anterior-

mente en el analisis de muestras de pescado [127].

4.2.2.2. Factor de asimetria
El factor de asimetria (As) es una forma de cuantificar la desviacién de la forma real
del pico de la forma ideal gaussiana[126]. Se han propuesto diferentes maneras de
cuantificarlaasimetriade un pico, sinembargo, [IUPAC recomienda calcular Ascomo
el ancho del pico(f+b)dividido dos veces el ancho del frente del pico(f), medido a un
10% de la altura del pico:
_f+b
s = 2f
En un pico perfectamente simétrico, como el de la Figura 4.5, f y b son iguales, por
lo que As es 1. Un pico donde f > b resulta en As < 1, y se dice que el pico presenta
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“fronting”. En cambio, un pico donde f <bresultaen As>1y el pico presenta “tailing”.

El tailing es mucho mas comun que el fronting.

Las desviaciones del pico gaussiano ideal generalmente se deben a interacciones
secundarias del analito con la fase estacionaria, distintas a la interaccion en la que
se basa la separacion. Por ejemplo, en intercambio ionico se pueden presentar de
forma secundariainteracciones de tipo fase reversa o interacciones hidrofilicas. En
HPLC-ICP-MS, ademas de las interacciones secundarias, el gran volumen muerto de
la camara de spray puede aumentar significativamente la asimetria y el ancho de
pico [128]. En este trabajo se utilizd siempre el mismo nebulizador y camara de

spray, por lo que las diferencias observadas son solamente debidas a los eluyentes.

4.2.2.3. Numero de platos tedricos

El numero de platos tedricos(N) es una cantidad indicativa de la eficiencia de la co-
lumna paraunadada separacion[126]. Laformula para el calculo de N toma distintas
expresiones dependiendo de la altura en la que se mide el ancho del pico. En este
trabajo se utilizo la expresion que mide el ancho del pico a la mitad de la altura de

este:

2

N—5545<tR)
=5 W

El uso de N como una medida de la eficiencia cromatografica implica que los picos
son gaussianosy, porlotanto, simétricos. Como seravisto enlas secciones siguien-
tes, los picos obtenidos no cumplen estrictamente esta condicion. Sin embargo, pi-
cos perfectamente simetricos y gaussianos son raramente obtenidos en cromato-
grafia liqguida. A pesar de no cumplir esta condicion, los resultados obtenidos del
calculo de N reflejan correctamente las tendencias observadas comparando visual-
mente los cromatogramas obtenidos. Teniendo en cuenta esto, se decidi¢ utilizar

de todas maneras N como un indicador de la eficiencia de la separacion.

4.2.3. Calculos semiempiricos

Se realizaron algunos calculos semiempiricos para comparar las polarizabilidadesy

los mapas de potencial electrostatico de los dicarboxilatos y las especies de As es-
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tudiadas. Todos los calculos fueron llevados a cabo en Gabedit 2.5.1[129] con MO-
PAC2016 [130] usando el Hamiltoniano PM7 [131]. Las optimizaciones fueron lleva-
das a cabo usando el modelo COSMO de solvatacién implicita para agua (e =78.39).

Los mapas de potenciales electrostaticos fueron creados con Jmol [132].

4.2.4. Resultados

Marcadas diferencias fueron obtenidas con las distintas fases moviles estudiadas.
Primeramente, se presentaran los resultados obtenidos para la separacién con el
estandar preparado en agua ultrapuray al final se comentara sobre los resultados

obtenidos con medio acido.

La Figura 4.6 presenta los cromatogramas obtenidos con cada dicarboxilato. Para
el ftalato, se inyectaron estandares de las especies individuales ya que de lo contra-
rio no se obtenia resolucion suficiente. Los resultados de los factores cromatogra-

ficos calculados son discutidos en las siguientes secciones.

4.2.4.1. Factor deretencion

Como se puede observar en la Figura 4.7, las mayores diferencias en términos de k
fueron presentadas por el As(V), que es el analito mas retenido. Cabe sefnalar que
con las condiciones utilizadas en este trabajo (pH = 8,33), y teniendo en cuenta los
pKa presentados enla Tabla 4.3, el As(ll) se presenta mayoritariamente en su forma
neutra. Segun la ecuacion de Henderson-Hasselbalch, aproximadamente sélo el
12 % del acido arsenioso se disocia a un pH de 8,33; por lo que esta especie no es
fuertemente retenida por intercambio anionico. A pesar de esto, se produce cierta
retencion, haciendo que este analito eluya cerca del tiempo muerto, pero no en el

mismo.

En cuanto a la serie de los LDA, k disminuye con la longitud de la cadena alifatica,
desde el malonato hasta el adipato. Varias hipotesis podrian explicar este feno-
meno: (a)la longitud de la cadena de carbonos permite que el anién interactue con
mas de un intercambiador aniénico al mismo tiempo, (b) la flexibilidad de las cade-
nas mas largas permite la interaccion de las dos cargas del anién con un unico in-
tercambiador, (c) esta misma flexibilidad podria facilitar el desplazamiento del di-

carboxilato de un sitio activo a otro, y (d) la hidrofobicidad de la cadena alifatica
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Figura 4.6. Cromatogramas obtenidos con los distintos dicarboxilatos. Las intensidades

fueron normalizadas al pico mas alto en cada cromatograma.
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reduce larepulsion generada por el soporte polimérico al anion, permitiendo un ma-
yor acercamientoy unainteraccion mas fuerte. El comportamiento de fase reversa
de esta fase estacionaria ha sido reportado en la literatura, indicando que aproxi-
madamente solo uno de cada 7 grupos fenilo del soporte polimérico esta funciona-
lizado [133]. Ademas, se ha demostrado que esta fase estacionaria es capaz de se-
parar analitos mediante mecanismos puramente de fase reversa [133]. Por otro
lado, el oxalato presenta un k mucho menor al esperado en funcion de la tendencia
mostrada por el resto de los LDA. Esto se debe probablemente al pequeno tamano
de este anion, lo cual hace que tenga una mayor densidad de cargay, en consecuen-
cia, un mayor poder de elucién. Esta mayor densidad de carga se puede ver clara-
mente enla Figura 4.8, donde se ilustran los mapas de potencial electrostatico ob-

tenidos de los calculos semiempiricos.

Los LDA-OH presentaron un comportamiento particular. El tartronato y el malato
presentaron valores de k méas bajos que sus contrapartes no sustituidas (es decir,
tartronato frente a malonato y malato frente a succinato), mientras que el tartrato
present¢ valores ligeramente mas bajos que el succinato para arseniato y MMA, y
ligeramente mas altos para arsenito y DMA. Observando los mapas de potencial
electrostatico presentados en la Figura 4.8, se puede observar que el efecto induc-
tivo aceptor del grupo hidroxilo deslocaliza parte de la carga negativa de los carbo-
xilatos, resultando en una menor densidad de carga sobre el anion. Este efecto de-
beria reducir el poder de elucién del anién, sin embargo, esto no se observa en la
mayoria de los casos. Es posible que el mayor poder eluyente de los acidos sustitui-
dos se deba a su mayor polarizabilidad en relacion con sus homadlogos no sustitui-
dos. Como puede verse en la Tabla 4.5, los resultados de los calculos de polarizabi-
lidad indican un incremento en esta propiedad para los acidos sustituidos. No obs-
tante, lamayoria de los valores de k obtenidos en esta separacion son relativamente
pequenos, al igual que las diferencias observadas, lo que complica la interpretacion
de los resultados obtenidos. Para una mejor comprension del efecto de los sustitu-
yentes -0OH, seria interesante en futuros estudios analizar el efecto de los sustitu-

yentes -OH en la separacion con analogos sustituidos de glutarato y adipato.

La separacion realizada con ftalato presentd los valores de k mas bajos. Para carac-
terizar cada uno de los analitos, se tuvieron que inyectar estandares de las especies
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Oxalato Malonato Succinato Glutarato Adipato

Tartronato Malato Tartrato Ftalato

Acido arsenioso Arsenito Arsenato Arsenato
(neutro) (una carga) (unacarga) (dos cargas)

Monometilarsonato ~ Monometilarsonato Dimetilarsinato
(una carga) (dos cargas) (una carga)

Partial charge
-0.84 0.00 0.84

Figura 4.8. Mapas de potencial electrostatico de los dicarboxilatos y las especies de As

presentes a pH 8,33.

individuales en lugar del estandar multiespecie, ya que el As(lll), DMA y MMA coelu-
yen como un unico pico distorsionado. Lainyeccion de las especiesindividualmente
dio como resultado picos cromatograficos con el mismo orden de elucion obser-
vado con el resto de los dicarboxilatos (arsenito, DMA, MMA, arsenato). La presencia
del grupo aromatico cambia notablemente la forma en que interactua con los anali-
tos y la fase estacionaria. El anillo aromatico del ftalato puede interactuar con los
anillos aromaticos del PS-DVB a traves de interacciones 1i-Tt e interacciones hidro-

fobicas. Esto aumenta marcadamente la afinidad de este compuesto por la fase
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Tabla 4.5. Polarizabilidades de los dicarboxilatos y las especies de As a pH 8,33

Compuesto Carga Polarizabilidad (A°)
Oxalato -2 6,108
Malonato -2 7,832
Succinato -2 9,747
Glutarato -2 11,661
Adipato -2 13,565

Tartronato -2 8,610
Malato -2 10,421
Tartrato -2 11,262
Ftalato -2 17,060

Acido arsenioso 0 5,073
Arsenito -1 5,337
Dimetilarsinato -1 8,667
Monometilarsonato -1 7,568
Monometilarsonato -2 7,129
Arsenato -1 6,245
Arsenato -2 5,934

estacionaria. Por otra parte, al estar los dos carboxilatos en posicion orto, las cargas
negativas estan muy proximas entre si, generando una alta densidad de carga, como
se puede observarenlaFigura 4.8. Ademas, como se indicaenla Tabla 4.5, el ftalato
también presentala mayor polarizabilidad de todos los aniones estudiados. La com-
binacion de todos estos factores da como resultado factores de retencion excep-

cionalmente bajos.

4.2.4.2. Factor de Asimetria

Los resultados obtenidos para los factores de asimetria se presentan en la Fi-
gura 4.9. Cabe aclarar que no se estudio la asimetria de los picos de MMA. El uso de
una menor concentracion de MMA en el patron multiespecie provoco que en varios
cromatogramas el pico de MMA no se resolviera lo suficiente del pico del DMA para
calcular su ancho al 10% de la altura del pico. La concentracion mas baja de esta
especie en el estandar fue necesaria para garantizar una resolucion suficiente del

pico de DMA en las condiciones utilizadas, el cual fue considerado de mayor interés.
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A pesar de esto, se espera que el comportamiento de MMA en términos de asimetria

se encuentre entre el de especies inorganicas no metiladas y el DMA.
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Figura 4.9. Factores de asimetria para arsenito (triangulos), DMA (circulos)y arsenato (cua-

drados)con las diferentes fases moviles.

Conrespectoalaserie delos LDA, se puede observar que, para las especies inorga-
nicas arsenitoy arsenato, la asimetria del pico aumenta con lalongitud de la cadena
carbonada. Esto se debe al aumento de las interacciones hidrofobicas secundarias
que tienen los LDA de cadena larga con el soporte polimeérico. En contraste, DMA,
una especie menos hidrofilica que las especies inorganicas, mostro una ligera dis-
minucion en la asimetria con la longitud de la cadena de carbono de los LDA. Esto
sugiere que DMA puede presentar interacciones secundarias de fase reversa con la
fase estacionaria. Los LDA de cadena larga presentan mayores interacciones de
fase reversa con el soporte polimérico, por lo que compiten de manera mas efi-

ciente con el BMA por estos sitios, dando como resultado una menor asimetria.

En el caso de los LDA-OH, es evidente para el arsenato que la presencia de los gru-
pos -0OH reduce la hidrofobicidad de la cadena carbonada de la molécula, limitando
las interacciones hidrofébicas y resultando en una asimetria similar a la del oxalato.

Por su parte, el arsenito presenté un comportamiento peculiar. El tartronato resulto
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en menos asimetria que el malonato, similaralo que se observo con el arsenato. Sin
embargo, el malato present¢ la misma asimetria que el succinato y el tartrato una
asimetria aun mayor que el succinato. Se ha descrito la formacion de un complejo
arsenito-tartrato, similar al complejo Sb(lll)-tartrato [134]. La formacién de este
complejo podria explicar la mayor asimetria obtenida con el tartrato, ya que modifi-
caria la forma en que interactla con la fase estacionaria. No se ha informado de la
formacidén de un complejo similar con el malato, sin embargo, es posible que las di-
ferencias con el arsenato en términos de asimetria también se deban al hecho de
que el arsenito a pH 8,33 se encuentra principalmente en su forma neutra, el 4cido
arsenioso, que tiene unainteraccion diferente con la fase estacionaria. BMA mostré
factores de asimetria relativamente bajos con los LDA-OH, que al ser mas hidrofili-
cos que sus analogos no sustituidos podrian haber dado como resultado picos mas
asimetricos. Es posible que la mayor polarizabilidad de los aniones sustituidos haya
compensado su hidrofilia en la interaccion con el DMA. Evidentemente, el compor-

tamiento de los LDA-OH no es tan sencillo como el de los LDA.

El ftalato presento una marcada asimetria para las especies inorganicas, mientras
que la de DMA fue relativamente baja. Las especies inorganicas presentan mayor-
mente interacciones de intercambio anionico e hidrofilicas, a diferencia del DMA'y
el anion ftalato que también presentan interacciones secundarias con el PS-DVB.
Esto dacomo resultado factores de asimetria similares a los de los LDA mas largas,

a pesar de que el ftalato tiene una alta densidad de carga.

4.2.4.3. Namero de platos tedricos

Enla Figura 4.10 se puede observar que la eleccion del dicarboxilato a utilizar tiene
un marcado impacto en la eficiencia cromatografica. Para los LDA, se observa una
disminucién en la eficiencia cromatografica con la longitud de la cadena alifatica
para arsenito, MMA 'y especialmente para arsenato. Se puede observar como la efi-
ciencia del arsenato se reduce casi 4 veces al pasar de oxalato a adipato. El malo-
nato se desvia ligeramente de la tendencia establecida por los otros LDA para el ar-
senato, sin embargo, esta desviacion no se observa para las otras especies. La ra-
zon de este comportamiento no es clara. Por el contrario, el DMA presenté un ligero

aumento de eficiencia con la longitud de la cadena carbonada. Esto esta en linea
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con lo que se discutio anteriormente sobre la interaccion hidrofobica del DMA 'y los

LDA de cadena larga con el soporte polimérico.

Nuevamente, la interpretacion de los resultados obtenidos con los dicarboxilatos
sustituidos con hidroxi no es sencilla. Para el arsenitoy el arsenato, los LDA-OH pre-
sentaron mayor eficiencia, excepto en el caso del arsenito con el tartrato, que como
se menciono en el apartado anterior, forma un complejo con esta especie. El MMA
también presentd mayores eficiencias que con los dicarboxilatos no sustituidos, ex-
cepto en este caso para el malato, que presento una eficiencia similar a la del suc-
cinato. Finalmente, el DMA presentd mejores eficiencias con tartronato y malato,
perounaligeradisminucion con tartrato. Aunque estas diferencias en eficiencia en-
tre dicarboxilatos sustituidos y no sustituidos son observables, no son tan marcadas

como las del arsenato.

Finalmente, el ftalato mostro una eficiencia relativamente alta para la mayoria de
las especies, con la excepcion del arsenito. La alta polarizabilidad y densidad de
carga son posiblemente la causa de la alta eficiencia para el arsenato, mientras que

el caracter no polar del anillo aromatico da como resultado una alta eficiencia para
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Figura 4.10. Numero de platos teoricos para arsenito (triangulos), DMA (circulos), MMA

(rombos)y arsenato (cuadrados)con las diferentes fases moviles.
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el DMA. EI MMA, al ser una especie que puede considerarse intermedia entre estas
otras dos, presento un resultado similar al del arsenato. Por otro lado, el arsenito
presento eficiencias similares alos LDA de cadena media, y en general esta especie
mostro eficiencias bajas para todos los aniones estudiados. Esto se debe principal-
mente alhecho de que, al pH estudiado, un porcentaje muy bajo del arsenito disuelto

estarealmente ionizado, estando la mayor parte presente como acido arsenioso.

4.2.4.4, Efecto del agregado de metanol a la fase movil

Como fue mencionado anteriormente, la presencia de C en el plasma puede aumen-
tar la respuesta de varios elementos, entre ellos uno de los mas afectados es el As.
Esto puede constituir una interferencia o puede ser aprovechado como una ventaja

para aumentar la sensibilidad.

Se evalud el efecto del agregado de un 1% (v/v) de metanol a la fase movil. Para ello
se corrio un estandar multiespecie de 20 pg/L cony sin agregado de metanol en la
fase movil. Este ensayo se hizo en paralelo con ensayos de elucion gradiente con
succinato y oxalato, los cromatogramas obtenidos corresponden a la separacion
con un gradiente de succinato. Estos resultados se muestran en la Figura 4.11, y
como puede verse, se obtiene un marcado ascenso de la senal sin afectar la sepa-

racion cromatografica.

o B —— Sin MeOH
S
S Con MeOH
< b
4
(%)
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Figura 4.11. Influencia de la adicion de metanol a la fase movil sobre la sensibilidad del As
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4.2.4.5. Ensayos con inyecciones en medio acido

La discusion presentada en las secciones anteriores corresponde a los resultados
obtenidos con el estandar preparado en agua ultrapura. Dado que las extracciones
de las muestras se realizan en medio acido, se evalu6 tambiéen la performance de la
separacion al inyectar un estandar en medio HNO3 0,14 mol/L, como es el de los ex-

tractos.

Un problema que se encontro con estas experiencias fue que los cromatogramas de
inyecciones sucesivas no siempre sonreproducibles, como puede verseenla Figura
4.12. También se observé que con algunos eluyentes el pico del As(V) se dividia en
dos o se distorsionaba. Estos inconvenientes hacen imposible obtener valores con-
fiables de los factores cromatograficos estudiados. Se calcularon los factores para
algunos casos y se observaron tendencias similares a las observadas con el estan-
dar preparado en agua, pero no resulto posible llevar a cabo un analisis exhaustivo

de todos los dicarboxilatos como fue hecho con el estandar neutro.

25000 ~ D Primera inyeccion
Adipato Segunda Inyeccion

MA
20000 -
Arsenito
15000 A
MMA
10000 -
Arsenato
5000
/f\\7Z§\\\ -
4

CPS ®As

0 2 ) NG 8 10
Tiempo (min)
25000 ~ Pri . )
rimera inyeccion
Oxalato DMA Segunda inyeccion
20000 - :
Arsenito
(2]
St 15000 - MMA Arsenato
&
¢ 10000 -
5000 -
0
0 1 2 3 4 5§ 6 7 8
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Figura 4.12. Cromatogramas obtenidos con inyecciones sucesivas del estandar preparado
en HNOs 0,14 mol/L
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Debido a que la separacion en medio acido era de especial interés, se evaluo si el
uso de un gradiente de elucion con mayores concentraciones permitiria solucionar
estosinconvenientes. Laelucion con un gradiente también tendria la ventaja de que
permitiria reducir el tiempo de corrida y mejorar la forma del pico del As(V), que es
fuertemente retenido. Se selecciono el oxalato para optimizar un gradiente ya que
se considero que fue el que presento la mejor performance, ademas de que se des-

compone facilmente en el plasma.

La optimizacion fue llevada a cabo por pruebay error, configurando un programa de
gradiente, observando el cromatograma obtenidoy ajustando los tiemposy concen-
traciones de eluyente para obtener una correcta resolucion de todos los picos. La
concentracion de oxalato fue variada entre 5y 40 mmol/L. Cuando se alcanzo una
separacion adecuada, se inyectaron sucesivamente estandares de distintas con-
centraciones para obtener una curva de calibrado y verificar la estabilidad de los
tiempos de retencion.

Tabla 4.6. Gradiente de elucion optimizado
con oxalato a pH 8,33

Concentracion de

Tiempo (min) oxalato (mmol/L)

0,00 5
1,50 5
2,00 40
4,00 40
4,01 5
6,60 5

Enla Tabla 4.6 se presenta el gradiente optimizado y en la Figura 4.13 se presentan
los cromatogramas obtenidos de la inyeccion consecutiva de estandares acidifica-
dos. Se incluye también en la Figura 4.13 el gradiente de elucion desplazado en el
eje x teniendo en cuenta el tiempo muerto. Como puede verse, se obtiene una ex-

celente repetitividad en los tiempos de retencion con el gradiente optimizado.
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Figura 4.13. Cromatogramas obtenidos sucesivamente con estandares multiespecie pre-

parado en medio de HNO3 0,14 mol/L y el gradiente optimizado.

Enla Figura 4.14 se comparan los cromatogramas obtenidos con elucidn gradiente
y la segunda inyeccion de la elucion isocratica para el estandar acidificado. Puede
verse que el uso de gradiente resulta también en una mejor resolucion entre los pri-
meros tres picosy una elucion méas rapida del As(V). A su vez, se obtiene un pico mas
esbelto para el As(V).

25000 1 —— Elucion isocratica

— Elucién gradiente
20000 A
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Figura 4.14. Comparacion de la separacién obtenida con elucion gradiente e isocratica

para el estandar acidificado.
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Enla Tabla 4.7 se comparan los factores cromatograficos calculados para los cro-
matogramas de la Figura 4.14. Puede verse que los factores de asimetria aumenta-
ron con el gradiente y el numero de platos tedricos para el arsenito se redujo ligera-
mente. Sin embargo, estos Ultimos aumentaron marcadamente para el As(V) y el
MMA. Sibien la performance para el As(Ill) fue ligeramente perjudicada, las ventajas
antes mencionadas de la elucion gradiente justifican ampliamente su uso.

Tabla 4.7. Factores cromatograficos obtenidos con elucién
gradiente e isocratica para el estandar acidificado

Elucién Especie k As N
As(I11) 0,137 1,28 1703
DMA 0,397 1,38 2161
[socratica
MMA 0,581 1,20 2568
As(V) 2,000 1,35 1502
As(Il) 0,162 1,94 1404
DMA 0,642 1,33 2138
Gradiente
MMA 1,137 1,43 4691
As(V) 1,637 1,54 7317

4.2.4.6. Influencia del Cly el C presente en el extracto

Con la separacion por gradiente optimizada en la seccidn anterior, se evalu¢ si el
carbono y el cloro presente en los extractos podrian llegar a presentar interferen-
cias. Como ya fue mencionado, el Cl puede formar la especie “°Ar®*Cl que se solapa
isobaricamente con el ®As, mientras que el C puede favorecer la ionizacion del As
en el plasma. Durante la corrida cromatografica las concentraciones de C y Cl que
ingresan al plasma no son constantes. Los compuestos organicos e inorganicos no
ionicos o cationicos eluyen en el tiempo muerto, mientras que los anidnicos presen-
tan una cierta retencion. Esto afecta tanto al C como al Cl. Por este motivo, en pri-
mer lugar se observo a qué tiempos de retencion se obtienen las mayores senales
para *Cl y BC con extractos de muestras. Para ello se inyect6 un extracto de una
muestra de arroz y uno de una muestra de harina leudante y se registro la senal a
m/z 13y 75, correspondientes a *Cy As, respectivamente. Los cromatogramas re-

sultantes se muestran en la Figura 4.15. Como puede verse, hay un pico de C que

136



eluye en el tiempo muerto de la columna, antes del pico del As(lll). Este pico proba-
blemente se deba a moléculas neutras generadas durante la extraccion, como mo-
nosacaridosy oligosacaridos producto de la hidrolisis del almiddn, entre otras. Esto
no supone una interferencia ya que no coeluyen con ninguna especie de As. Al final
del cromatograma también se observa un pequeno aumento en la linea de base del
"C debido al gradiente de elucién utilizado. Esto tampoco interfiere con el andlisis,

ya que se repite en todas las muestras y estandares.
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Figura 4.15. Cromatogramas obtenidos para muestras de arrozy harina registrando las

sefnalesam/z13y 75

En cuanto a la interferencia del Cl, se reqgistro la sefial a m/z 35 (*Cl) de la muestra
de harina leudante (que se espera que tengan las mayores concentraciones de Cl)
junto con las de ®As y "C. Los cromatogramas obtenidos se presentan en la Fi-
gura 4.16. Alli puede verse que existe un pico de *Cl (probablemente cloruro) que
coeluye parcialmente con el As(V). Esto podria suponer una interferencia si este Cl
es capaz de formar “°Ar®®*ClI*. Para verificar esto, con un estandar multiespecie de As
conteniendo 1 mg/L de CI" preparado a partir de HCI se buscé una condicién en la
cual el As(V)y el CI" no coeluyan. Se encontré que con un estandar no acidificado
corrido con oxalato 10 mmol/L, pH 8,33, de maneraisocratica, los picos de As(V)y CI
no coeluian. El cromatograma obtenido bajo estas condiciones tambiéen se presenta

en la Figura 4.16. Como puede verse en la ampliacion de la linea de base, el Cl" no
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generd una senal en el cromatograma del As, es decir que 1mg/L de Clno presenta-
ria interferencias sobre el As. La muestra de harina dio una senal de Cl de aproxima-
damente la mitad que el estandar de 1Tmg/L, y a su vez cuando se obtuvieron croma-
togramas de *Cl para otras matrices se obtuvieron sefnales aun mas bajas, por lo

que no se espera que la presencia de Cl en los extractos suponga una interferencia.
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Figura 4.16. Cromatogramas obtenidos para una muestra de harina leudante y un estandar

de Asy Clregistrando las senalesam/z 35y 75

4.2.4.7. Conclusiones

Observando las tendencias presentadas por los LDA, es claro que los aniones de ca-
dena mas corta son mas ventajosos. Solo DMA mostro una pequena mejora en el
rendimiento con LDA mas largos. Los LOA mas cortos también tienen la ventaja de
que se descomponen facilmente en el plasma, evitando la formacion de depdsitos
carbonosos, incluso despues de largos tiempos de medida. Para los dicarboxilatos
mas cortos de esta serie, es decir, oxalato y malonato, se puede observar que el oxa-
lato presenta mejores eficiencias y menores asimetrias para las especies inorgani-
cas. Por el contrario, el malonato da como resultado menos asimetria para el DMA,

pero sacrifica el rendimiento para las especies inorganicas.

De los eluyentes estudiados, los dicarboxilatos sustituidos con hidroxi dieron bue-
nos resultados para la mayoria de las especies. Sin embargo, el malato y el tartrato
mostraron altos factores de asimetria para el arsenito, y especialmente el tartrato

resulto en una eficiencia muy baja para esta especie. Aunque el tartronato mostro
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excelentes resultados en todos los factores cromatograficos estudiados, es un
compuesto poco comun y mucho mas costoso que el resto de los dicarboxilatos.
Ademas, mostro una linea base marcadamente alta de aproximadamente 5000 CPS,
mientras que se obtuvieron lineas base de menos de 100 CPS con los otros eluyen-
tes. Esto dio como resultado un mayor ruido, lo que es perjudicial para el limite de
deteccion. El reactivo utilizado fue el de mayor pureza disponible comercialmente,
sin embargo, probablemente no sea lo suficientemente puro para aplicaciones ana-

liticas.

En cuanto al ftalato, su alto poder de elucion permitiria utilizarlo en cantidades muy
pequenas, lo que seria beneficioso para reducir el riesgo de depositos de C en los
conos, sobre todo teniendo en cuenta que este anion tiene una mayor proporcion
de C que los demas. Sin embargo, el uso de una baja concentracion limita la capaci-
dad buffer de la fase moavil, la cual es especialmente importante si se inyectan
muestras a un pH muy distinto al de la fase mavil. Por otro lado, aunque presento
una alta eficiencia para la mayoria de las especies, los factores de asimetria para las

especies inorganicas fueron bastante altos, especialmente para el arsenato.

Considerando la discusion de los parrafos anteriores, la eleccion de una fase movil
como optima en este caso dependera de qué especies se consideren prioritarias.
Sin embargo, puede considerarse al oxalato como una buena solucion de compro-
miso, ya que presentd un muy buen desempeno paratodaslas especies, se descom-
pone facilmente en el plasmay se puede obtener comercialmente con una alta pu-
reza. Ademas, se obtuvo un buen poder eluyente, similar al del fosfato, pero con la
ventaja de la facilidad de descomposicidn en el plasma, como el carbonato. Tam-
bién, con eluso de un gradiente de elucidn, se pudo lograr una excelente estabilidad

en los tiempos de retencidn, incluso inyectando soluciones en medio acido.

La presenciade C enlos extractos no resulto en una interferencia ya que este eluyo
mayormente como un pico en el tiempo muerto, separado de los analitos. A su vez,
la adicion de 1% (v/v) de metanol a la fase mévil para aumentar la sensibilidad del As

puede en cierta forma amortiguar la diferencia en el contenido de C entre muestras
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y estandares. Finalmente, se demostro que los niveles de Cl presentes en los ex-
tractos no resultarian en interferencias en la determinacion, a pesar de coeluir par-

cialmente con el arsenato.

4.3. CorreccionconlISTD

Talcomo ocurre con la determinacion del contenido total, en el analisis de especia-
cion puede aplicarse la correccion por estandar interno y hay distintas formas de

hacerlo.

Una forma es incluir en las muestras y los estandares una misma concentracion de
una especie que no esté presente en las muestrasy corregir la senal segun la varia-
cion en el area del pico de esta especie entre distintas inyecciones. Esto pocas ve-
ces es aplicable debido a la necesidad de disponer de un estandar de una especie
gue no esté enla muestra, siendo que la disponibilidad de estandares para especia-

cion es bastante limitada.

Otraformaesinyectar, através de unsistemadeinyeccionen flujo poscolumna, una
especie del elemento en un tiempo de retencion donde no eluyan otras especies,
por ejemplo, en el tiempo muerto. Esto tiene la ventaja de que pueden usarse espe-
cies presentes en la muestra, ya que se puede seleccionar el tiempo al que aparece
el ISTD programando la inyeccion. Sin embargo, es necesario disponer de equipa-

miento adicional acoplado al equipo para llevar a cabo esta inyeccion poscolumna.

Finalmente, otra opcion denominada “correccion punto a punto”’, que fue la usada
en este trabajo, consiste en ingresar al plasma de manera constante una concen-
tracion de un elemento diferente al que se esté especiando y usarlo como ISTD (por
ejemplo, Ge para el As). Para aplicar este método es necesario registrar la sefal a
dos m/z diferentes. Esto puede suponer un problema, ya que la cromatografia es
unatécnicaresueltaeneltiempoylos ICP-MS basados en cuadrupolo no son detec-
tores simultaneos, sino secuenciales. Es decir que en el tiempo que se esta regis-
trando ?Ge no se esta registrando ®As y viceversa, y el cuadrupolo debe estar cam-
biando de masa constantemente. Esto, sin embargo, yano supone un gran problema
en equipos modernos que permiten operar rapidamente con tiempos de residencia

(dwell time) muy cortos.
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De manera similar a lo descripto en la Seccion 3.1.1, a través de una unién T se com-
bind el eluido de lacolumna con una solucidon que contiene Ge, el cual fue usado para
corregir la senal del As. Se registro la sefial am/z 75(7°As) con un tiempo de integra-
cion de 1sy am/z 72 (?Ge) con un tiempo de integracion de 0,1 s. Finalmente, se
utiliza como senal analitica larelacion entre las CPS del As y las del Ge. Estarelacion
es usada para construir los cromatogramas, los cuales ya estaran corregidos por
ISTD. Este método, al corregir punto por punto, no solo contempla la deriva instru-
mental entre un cromatograma y otro (como seria el caso de los métodos basados
enun pico de ISTD), sino que también podria compensar diferencias de sensibilidad
que se den solo para determinados rangos de tiempo dentro del cromatograma,
como podria ser la coelucion con especies quimicas que supriman o aumenten la
senal delanalito. Esto obviamente depende de que el ISTD se comporte de igual ma-

nera que el analito, o al menos lo mas similarmente posible.

4.4, Método para el analisis de especiacion
de As

En esta seccion se describe el método finalmente adoptado para el analisis de es-

peciacion de As en las muestras estudiadas.

4.4.1. Procedimiento

4.4.1.1. Tratamiento de muestra

Si la muestra consiste en granos enteros, como en el caso del trigo y el arroz, se
debe realizar previamente una homogenizacion de esta por molienda. Se pesalgde
la muestra homogeneizada en recipiente de microondas y se adicionan 10 ml de
HNO3z 0,14 mol/L. Se cierra el recipiente y se coloca en horno microondas donde se
le aplica un calentamiento con una rampa de temperatura de 10 minutos hasta

125 °C, manteniendo esta temperatura durante 30 minutos adicionales.

Una vez que el recipiente de microondas se encuentra a una temperatura menor a
60 °C, se lo abre, se trasvasa el contenido a tubo graduado de 15 mly se centrifuga a
al menos 2000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante es filtrado a través filtros
jeringa de PVDF de 0,45 pm o 0,22 um, descartando la primera alicuota filtrada. El

filtrado se colecta en viales de HPLC de propileno y ya puede ser inyectado en el
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equipo. Con viales de vidrio se observaron picos intensos de As(V), a pesar de dis-
tintos intentos de descontaminarlos. Si no se analiza inmediatamente, el sobrena-
dante puede sertransferido a otro tuboyalmacenarse por no mas de 24 horasa 4 °C.
Ocasionalmente, luego de este almacenamiento se observa un precipitado blanco,
posiblemente producto de la retrogradacion del almidén. En este caso se repite la
centrifugacion y se analiza el sobrenadante. Con cada set de muestras tratadas se
debe procesar al menos un blanco de reactivos para correccion por blanco y una

muestra fortificada para verificar la recuperacion.

4.4.1.2. Separacion cromatografica

Para la separacion se utiliza una columna Hamilton PRP-X100(250x2.1 mm, 10 pm)y
una precolumna Hamilton PRP-X100(20x2.1mm, 10 um). Se preparan dos soluciones

de fase movil:

A. Metanol 1% (v/v)

B. Oxalato de amonio 40 mmol/L, pH 8,33, en metanol 1% (v/v)

Puede partirse de oxalato de amonio o de acido oxalico, se disuelve la masa corres-
pondiente en un volumen de agua ultrapura proximo al volumen final y se ajusta el
pH con NH,OH. El metanol se adiciona antes de llevar a volumen. Ambas fases mo-

viles son filtradas a traveés de filtros de nylon de 0,45 um.

Para la separacion se utiliza un caudal de 1 ml/min y el gradiente presentado en la
Tabla 4.8. Se inyecta un volumen de 25 pl. Entre inyecciones se realiza un lavado
automatico de la aguja con isopropanol 10% (v/v). La salida de la columna es conec-
tada a una pieza T donde se combina con la solucién de ISTD y luego ingresa direc-

tamente al nebulizador del ICP-MS.

4.4.1.3. Medidainstrumental

Se enciende el instrumento y se sigue la secuencia de encendido recomendada por
el fabricante, incluyendo un precalentamiento, sintonizacion y optimizacion auto-
matica de los parametros de las lentes, tomando como referencia los parametros
establecidos enla Tabla 3.1. En este caso, previamente se debe ajustar la velocidad
de la bomba peristaltica de manera que el caudal de la solucion de sintonizacion se

asemeje al caudal proveniente del HPLC.
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Tabla 4.8. Programa de gradiente de elucién

Tiempo Concentracibnde Fasemoévil Fase movil
(min) oxalato (mmol/L) A(%) B(%)
0,00 5 87,5 12,5
1,50 5 87,5 12,5
2,00 40 0 100
4,00 40 0 100
4,01 5 87,5 12,5
6,50 5 87,5 12,5

Unavezsintonizado el instrumento, se seleccionan para monitoreo las m/z 72 (ISTD)
y 75(analito), contiempos de integracion de 0,1sy 1s, respectivamente. Como senal
analitica se utiliza la relacion entre las CPS obtenidas paralasm/z 75y 72. Los picos
cromatograficos son detectados automaticamente por el software, pero debe con-
firmarse la correcta integracion de cada uno de ellos y ser corregida manualmente

si fuese necesario.

Se corren, en orden creciente de concentracion, estandares multiespecie con con-
centraciones de 0; 1; 5; 10y 20 pg/L preparados en medio de HNO3z 0,14 mol/L. Se
construyen las curvas de calibrado aplicando una regresion con una ponderacion

1/y.

Una vez completadas las curvas de calibrado se inyectan las muestras. Las concen-
traciones obtenidas son corregidas por blanco y finalmente se las afecta por el fac-
tor de dilucion, que involucra los 10 ml de extracto y la masa exacta pesada para la

extraccion.

4.5. Validacion HPLC-ICP-MS
4.5.1. Linealidad

Para evaluar la linealidad se prepararon estandares multiespecie de 0; 1; 5; 10y

20 pg/L por triplicado y fueron analizados por el método propuesto.

Las areas resultantes luego de la correccion punto a punto por ISTD fueron usadas
parala construccion de curvas de calibrado con ponderaciones 1/y para cada espe-
cie. A través de un analisis de la varianza se calculo el valor p asociado a la falta de

ajuste. Enlasiguiente tabla se presentan los valores p obtenidos para cada especie.
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Tabla 4.9. Valores p obtenidos para la prueba de falta de ajuste

Especie Valor p para la falta de ajuste
As (I11) 0,6621
DMA 0,1032
MMA 0,1852
As(V) 0,4655

Todos los valores p obtenidos son mayores que 0,05, por lo que un modelo lineal no

presenta carencia de ajuste para un nivel de confianza del 95%.

4.5.2. Limites de detecciony cuantificacion

Parala estimacion del LOD y el LOQ se conté con una muestra de arroz con un con-
tenido muy bajo de As. Esta muestra presento picos cromatograficos para las espe-
cies As(ll), DMA y As(V), por lo que fue utilizada para la estimacién de los limites de
estas especies. Dado que esta muestra no presento¢ pico cromatografico de MMA,
se decidio utilizar otramuestra parala estimacion de los limites de esta especie. No
se emplearon blancos de reactivo para la estimacion de estos limites ya que se con-
siderod que la integracion de la linea de base (es decir, cuando no hay pico cromato-
grafico)no representaria correctamente la variabilidad en la extracciony en la inte-

gracion de un pico de baja concentracion.

Serealizaron 7 réplicas independientes de ambas muestras antes mencionadas, se
calcularon sus concentraciones y desviaciones estandar, y estas ultimas fueron
multiplicadas por 3y 10 para el célculo del LOD y el LOQ, respectivamente. Los re-

sultados obtenidos se muestran enla Tabla 4.10.

Tabla 4.10. Limites de deteccidny cuantificacion

En solucién Final en muestra
Especie LOD (ug/L) LOO (pg/L) LOD (pg/kg) LOO (ug/kg)
As(I11) 0,134 0,447 1,34 4,47
DMA 0,021 0,069 0,21 0.69
MMA 0,048 0,160 0,48 1,60
As (V) 0,130 0,434 1,30 4,34
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Estos limites se pueden considerar adecuados para la determinacion de especies
de As anivel de ultratrazasy para el control de iAs en arroces comerciales segun los

limites actualmente establecidos mencionados en la Seccion 1.1.

4.5.3. Efecto de matriz

Para evaluar la posible existencia de efecto de matriz se compararon las pendientes
de dos curvas de calibrado para cada especie de As. Una de ellas construida con
estandares externos (en HNOz 0,14 mol/L)y la otra por adicion estandar, preparada
sobre extractos de una muestra de arroz. Las curvas de calibrado se realizaron con
5 niveles de concentracion: 0; 1; 5; 10 y 20 pg/L. Se utilizdé una correccion punto a
punto conel ISTD?Ge y atodas las curvas de calibrado se les aplicé una ponderacion
de 1/y. Enla Tabla 4.11 se presentan las pendientes obtenidas con cada curva de ca-

libradoy la relacion porcentual entre ellas.

Tabla 4.11. Estudio de efecto de matriz. Comparacion de pendientes.

Pendiente
Externa Adicion estandar Relacion %
(1/(ug/L)) (1/(ug/L))
As(I11) 1,038E+04 1,029E+04 99
DMA 1,251E+04 1,257E+04 101
MMA 1,332E+04 1,290E+04 97
As(V) 1,248E+04 1,281E+04 103

Los efectos de matriz obtenidos son pequefos (<3%), lo cual no justifica agregar al
meétodo lacomplejidad de la calibracion por adicion estandar o matrix-matching. De

esta manera se concluye que el método no tiene efectos de matriz significativos.

45.4. Veracidad

Una de las dificultades en el analisis de especiacion es la poca disponibilidad de me-
dios para el aseguramiento de la veracidad del método. Por un lado, la oferta de ma-
teriales de referencia certificados para el contenido de especies quimicas es muy
limitado. Los CRMs disponibles generalmente poseen certificacion solo para algu-
nas especies(DMA, AsB, MeHg*) o suma de ellas(iAs)y la disponibilidad de matrices
es limitada. Por otra parte, los ensayos interlaboratorio son escasos, limitandose

generalmente a los casos que presentan limites legales (como el iAs en arroz). La
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situacion es aun mas compleja para el caso de las especies que no se encuentran
disponibles comercialmente como estandares certificados o sustancias puras
(como es el caso de los arsenoazucares, entre muchos otros), lo cual limita la apli-

cabilidad de ensayos de recuperacion.

Para la presente validacion se contd con un CRM con concentraciones certificadas
de DMA y iAs, se participd de dos ensayos interlaboratorio para iAs y se realizaron

ensayos de recuperacion de las cuatro especies de arsenico estudiadas.

4.5.4.1. Ensayos de Recuperacion

Para los ensayos de recuperacion, una vez pesadas las muestras en los recipientes
de microondas, fueron adicionadas con los estandares de las especies estudiadas,
de manera de obtener concentraciones finales de 2; 10y 20 ug/L, las cuales se co-
rresponden a concentraciones de 20; 100y 200 pg/kg. Los ensayos de recuperacion
reportados son sobre muestras de arroz. Nuevamente se adoptaron los criterios de

aceptacion de AOAC para la evaluacion de las recuperaciones obtenidas [ 114 ].

Los resultados de estos ensayos se presentan en la Tabla 4.12, donde se muestra la
recuperacion promedio, su desviacion estandary el criterio de aceptacion adoptado
paracadacaso. Como puede verse, todaslas recuperaciones obtenidas fueron ade-

cuadas segun los criterios de aceptacion adoptados.

Tabla 4.12. Recuperaciones porcentuales promedio + desviacion estandar para el anali-
sis de especiacion de muestras de arroz

Conc. Conc.

adic.  equiv. As(1ll) DMA MMA As(V) Criterio de

(ba/l)  (hg/kg) aceptacion
2 20 1048+136 942+59 950450 101,6+7.9 60-115
10 100 1021+131 90,465 936+52 956+59 80-110
20 200 97,1+33  91.8+71 941+40 905+863 80-110

4.5.4.2. Ensayos Interlaboratorio
Como fue mencionado en el capitulo de metales totales, se particip6 de dos ensayos
interlaboratorio que incluian la determinacion de iAs en una muestra de arroz inte-
graly unade arroz pulido. Ambas muestras fueron analizadas por triplicadoy la con-

centracion de iAs se obtuvo como la suma de las concentraciones obtenidas de
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As(Il1)y As(V). Los resultados del andlisis se evaluaron mediante el calculo del para-
metro z, como fue mencionado en la Seccion 3.4.4.2. En la Tabla 4.13 se muestran
los resultados obtenidos del anélisis, como asi también los valores asignados (x.) y

la desviacion estandar de proficiencia (o).

Tabla 4.13. Resultados del analisis y estadisticos informados en los interlaboratorios

Concentracion Concentracién
. . Op Valorz
Analito asignada (La/ka) hallada romedio
(L9/kg) H9'%g (ug/kg) P

Interlaboratorio 253.5

07324 iAs 254 50,0 249,2 -0,078
(Arroz Pulido) 2477
200,3

Interlaboratorio
07314 iAs 189 38,8 196,7 0,274
(Arroz Integral) 2019

Como puede verse, las concentraciones halladas son muy proximas a las asignadas.
Los valores z obtenidos se encuentran dentro del rango -2 <z < 2, por lo que son

considerados satisfactorios.

4.5.4.3. Analisis de Material de Referencia Certificado

Como se menciond¢ anteriormente, el material de referencia ERM®-BC211 utilizado
en este trabajo posee certificadaslas concentraciones de tAs, iAsy DMA. Enla Tabla
4.14 se presentan los valores informados en el certificado, los cuales fueron usados
para las pruebas estadisticas. EI CRM fue analizado por triplicado por el metodo
HPLC-ICP-MSy los resultados se presentan en la Tabla 4.15. El contenido de iAs fue

calculado como la suma de las concentraciones de As (l11)y As (V).

Tabla 4.14. Valores informados en el certificado del CRM

Valor
Pardmetro

DMA iAs

Valor certificado (ug/kg) 19 124

Incertidumbre (ug/kg) 13 1
Media(pg/kg) 118,867 123,758
Desviacion estandar (ug/kg) 14,235 12,838

n 48 78
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Tabla 4.15. Resultados del analisis del CRM

Concentracion hallada (ug/kg)

N
DMA iAs
1 103,9 124,0
2 110,7 130,6
3 107.0 123,8
Media 107,2 125,6
Desviacion estandar 3,41 4,42

Para la comparacion estadistica de los valores obtenidos con los certificados, en
primer lugar, se realizé un test-F para efectuar la comparacion de la varianza infor-
mada en el certificado del CRM con la obtenida de las mediciones realizadas en el
laboratorio. Con este test no se observo una diferencia estadisticamente significa-
tiva entre las varianzas (p = 0,27 y p = 0,18 para iAs y DMA, respectivamente), por lo
que se llevaron a cabo tests-t con varianzas pooleadas para la comparacion de me-
dias. Estos tests arrojaron como resultado diferencias estadisticamente no signifi-
cativas entre las medias informadas en el certificado y las halladas en el laboratorio
(p=0,81yp=0,17 paraiAsy DMA, respectivamente), por lo que este ensayo no evi-

dencio un sesgo significativo en el método para estos analitos.

Teniendo en cuenta lo expuesto en estas ultimas secciones, puede concluirse que

el método no tiene un sesqgo significativo, confirmandose su veracidad.

45.5. Precision

Para el estudio de precision se realizé una experiencia similar a la llevada a cabo

para el método de metales totales.

Se realizaron determinaciones por duplicado en seis dias diferentes(n=12)y a los
resultados obtenidos se les realizé un analisis de varianza de un factor. Luego se
procedio al célculo de la desviacion estandar relativa porcentual para la repetibili-
dad (%RSD;)y la reproducibilidad intermedia (%RSD;) como fue descripto en la Sec-
cion 3.4.5. Los resultados individuales de las determinaciones se presentan en la
Tabla 4.16, mientras que en la Tabla 4.17 se presentan los resultados de los calculos

estadisticos.
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Tabla 4.16. Resultados individuales de las réplicas analizadas para el estu-
dio de precision

Concentracion (ug/kg)

Serie
As (1) DMA MMA As (V)
52,04 90,80 5,06 22,50
1 51,90 90,82 4,26 20,72
39,36 93,48 6.02 20,40
’ 47,27 104,62 5,72 20,58
49,37 103,43 6.04 15,16
’ 50,68 107,14 6.26 15,27
65,67 106,45 4,59 18,90
’ 55,65 108,19 4,7 19,31
54,02 101,71 5,30 18,15
° 51,17 99,10 4,87 18,00
58,22 14,46 4,58 19,78
° 58,45 19,32 4,56 20,94
Tabla 4.17. Resultados de los calculos de precision
Parametro As (ll1) DMA MMA As(V)
Promedio (ug/kg) 51,98 103,29 5,16 19,14
sr(Hg/kg) 2,458 3,779 0,285 0,628
sp(Hg/kg) 4,859 8,386 0,654 2,236
si(ug/kg) 5,446 9,198 0,713 2,323
%RSD: 4,7 3.7 5.5 3,3
%RSD: 10,5 8.9 13,8 12,1

Como fue mencionado en el capitulo anterior, AOAC recomienda distintos criterios
de aceptacion para la repetibilidad en funcion de la concentracion del analito. Para
niveles de Tug/kg, 10 ug/kg, 100 ug/kg y 1000 pg/kg se han establecido valores ma-
ximos de %RSD; de 30%, 21%, 15% y 11%, respectivamente. Puede verse que los
7%RSD; se encuentran todos por debajo incluso del valor mas estricto de 11%. En
cuanto alos %RSD,, como fue mencionado en el capitulo anterior, no hay valores de

referencia establecidos. Sin embargo, todos los valores se encontraron por debajo
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del 15% establecido para la repetibilidad a nivel de 10 pg/kg. EI As(ll1) y el DMA tam-
bién se encontraron por debajo del valor de 11% establecido para un nivel de
100 pg/kg. Teniendo en cuenta que lareproducibilidad intermedia abarca una mayor
variabilidad en las condiciones de medida que la repetibilidad, estos valores son

considerados satisfactorios.

4.5.6. Conclusiones del proceso de validacion

Como fue expuesto en las secciones anteriores, el método evaluado arrojo resulta-
dos satisfactorios en todos los parametros estudiados en el proceso de validacion.
Puede concluirse entonces que el método se encuentra validado para muestras de

arrozy que puede ser aplicado al analisis de las mismas.

4.6. Analisis de muestras

El método validado fue usado para el analisis de las muestras de arroz mencionadas
en la Seccion 2.3. Originalmente se planted llevar a cabo el analisis de especiacion
tanto para las muestras de arroz, como para las de trigo y harina. Sin embargo, de-
bido a desperfectos técnicos del instrumento, no se pudo continuar con los analisis
de las demas matrices. A su vez, no se alcanzaron a analizar 2 de las muestras de

arroz parbolizado.

Nuevamente, se analizaron los resultados en funcion del tipo y variedad de arroz.
Los resultados se presentan en las subsecciones siguientes primeramente de ma-
nera general y luego con un analisis estadistico detallado. Este ultimo se restringira
a los casos donde las concentraciones se hayan encontrado por encima del limite
de cuantificacion. Respecto a este analisis estadistico, se tuvieron las mismas con-

sideraciones que las mencionadas en la Seccion 3.5.1.

4.6.1. Muestras de arroz

Como fue mencionado en Introduccion, durante el analisis de muestras de arroz se
detectaron en practicamente todas ellas la presencia de picos cromatograficos que
no coincidian en tiempo de retencién con los estandares. En la Figura 4.17 se pre-
senta el cromatograma de una muestra de arroz integral superpuesto con el de un
estandar multiespecie de b ug/L. Pueden observarse 3 picos de especies descono-

cidas, denominadas Unkl, Unk2 y Unk3. En general, Unk2 estuvo presente en todas
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las muestrasy con picos de mayor tamano que Unkly Unk3. Estas ultimas no fueron

observadas en todas las muestras.

20000 - Muestra
DMA Estandar
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Figura 4.17. Cromatograma de una muestra de arroz integral con especies desconocidasy

un estandar multiespecie de 5 pg/L.

Una de las ventajas de ICP-MS es que permite lo que se conoce como Calibracion
Independiente del Compuesto (Compound Independent Calibration, CIC)[135]. Esta
se basa en que el sistema responde de igual manera a un determinado elemento in-
dependientemente del compuesto que esté formando y permite estimar la concen-
tracion de una especie calibrando el sistema con otra distinta. Esto tiene algunas
limitaciones. Por ejemplo, si es usado en cromatografia con elucion gradiente y el
compuesto de referencia y el cuantificado por CIC eluyen a tiempos muy distintos,
el gradiente puede modificar sustancialmente el medio en el que ingresan al equipo.
Podrian darse cambios en las propiedades de la solucién que afectan a la nebuliza-
cion o diferencias en la ionizacion debido a distintas concentraciones de C en el
plasma, entre otras. A pesar de esto, CIC es una alternativa muy util para estimar la
concentracion de especies de las cuales no se dispone de estandar o no se conoce
suidentidad. CIC fue usado en este trabajo para estimar las concentraciones de las
especies desconocidas encontradas en las muestras de arroz. Para cuantificar las

especies Unkl1, Unk2 y Unk3, se usaron las curvas de calibrado de As{l11), BMA y As(V),
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respectivamente, ya que eran las especies que mas cercanamente eluian en cada
caso. Encuantoaloslimites de detecciény cuantificacion para estas especies, solo
la especie Unk2 se encontro presente en una de las muestras usada para la estima-
cion de estos limites. Por lo tanto, para Unk2 se dispone de una estimacion certera
del LODy el LOQ, pero para Unkly Unk3 no. Para estos ultimos dos casos, se decidio
adoptar los limites de los compuestos usados para CIC, es decir, As(lll)y As(V). En

cuanto a Unk2, se obtuvo un LOD de 0,67 pg/kgy un LOQ de 2,2 ug/kg.

En la Figura 4.18 se representan las concentraciones obtenidas para As(ll), DMA,
MMA y As(V) en las muestras analizadas junto con sus limites de deteccion y cuanti-
ficacion, y la mediay mediana por tipo de arroz. A su vez, enla Figura 4.19 se mues-
tran de manera similar los resultados obtenidos para las especies desconocidasy el

iAs, calculado como la suma del As(lll)y el As(V).

4.6.1.1. Especiesinorganicas

En general, las concentraciones halladas de As(V)fueron menores que las de As(l11).
Todas las muestras presentaron concentraciones de As(lll) cuantificables, mientras
que muchas muestras de arroz pulido presentaron concentraciones de As(V)por de-
bajo del limite de cuantificacion. A pesar de esto, todas estas muestras tuvieron

concentraciones detectables de As(V).

En cuanto al As(Ill), las muestras de arroz pulido parecen tener menores concentra-
ciones de esta especie, especialmente las de variedad Doble Carolina que parecen
tener niveles ligeramente menores que los Largo Fino, salvo por un valor elevado
entre los Doble Carolina. Una de las muestras de arroz parbolizado present6 una
concentracion relativamente alta de As(Ill). En esta muestra también se habia ha-
llado una de las mayores concentraciones de As total (551 yg/kg). Entre los arroces

Yamaniy Largo Fino no parecen haber diferencias notables.

Respecto al As(V), hay una diferencia clara entre los tipos de arroz, donde la mayoria
de los pulidos se encuentran entre el LOD y el LOQ, mientras que los integrales y
parbolizados fueron todos cuantificables, excepto uno. En cuanto a variedades, los
integrales Largo Fino presentaron algunos valores extremos mas elevados que los
Yamani, pero no parece haber una diferencia obvia entre ellos. Respecto alas varie-

dades de los pulidos tampoco parece ser obvia una diferencia, ademas de que la

152



Concentracion (ug/kg)

Concentracion (ug/kg)

160

120

80

40

1000

800

600

400

200

70
As(lll)
L 60
50

40

30

® 10

LOQ/LOD

Arroz
integral

Arroz Arroz
pulido parbolizado

100

DMA
80
60
40
20

b ¥
’ o LOQ/LOD

Arroz
integral

®largoFino

Arroz Arroz
pulido parbolizado

® Arroz Glutinoso Yamani

As (V)
o
o
(]
®
__ .____LQO_ ®
o
LOD
¢ -
.
r
8s o
_______ el g | ________ 10O
ol ' LOD
Arroz Arroz Arroz
integral pulido parbolizado
MMA
o
o
% X
. .
¢ o
& ® ______L00/LOD
Arroz Arroz Arroz
integral pulido parbolizado

Corto Japonés Doble Carolina
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ladas por tipo, sin discriminar por variedad.
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mayoria de las muestras estan por debajo del LOQ, por lo que un analisis de estos

valores no es confiable.

ConeliAs se observanresultados similares alos anteriores. Los arroces pulidos cla-
ramente presentan una menor concentracion de iAs que los integrales y parboliza-
dos. Respecto a las variedades, no parece haber una diferencia clara entre ellas.
Ninguna de las muestras supero los limites legales mencionados en la Seccion 1.1
sobre arroz destinado al consumo de adultos. Si se observaron cinco muestras con
contenidos de iAs mayores a 100 pg/kg, que es el limite establecido para arroz des-
tinados a la produccion de alimento para lactantes y ninos de corta edad. Cuatro de
estas cinco fueron arroces integrales y la ultima fue un arroz parbolizado. A pesar
de que solo b muestras superaron el valor de 100 pg/kg, como puede verse clara-
mente en la Figura 4.19, otras muestras también estuvieron muy proximas a este
valor. Por ejemplo, entre 80 pug/kg y 100 pg/kg se encuentran otras siete muestras:

cuatro arroces parbolizados, dos integrales y un pulido.

4.6.1.2. Especies organicas

Los resultados para las especies organicas de As (DMA y MMA) presentaron varios
valores atipicamente altos. DMA pudo ser cuantificado en todas las muestras, mien-
tras que el MMA solamente en una muestra se encontré por debajo del LOQ. Nueva-
mente, los arroces pulidos parecen tener menores concentraciones que los demas,
aunque también se encuentran entre ellos valores atipicamente altos. Entre las va-
riedades Largo Finoy Doble Carolina no parece haber una diferencia evidente. A su
vezlos Yamanipresentaron concentraciones similares alos Largo Fino, salvo porun
valor atipicamente alto. La distribucién de los datos es muy similar para ambas es-
pecies, aunque de MMA se observan concentraciones un orden de magnitud meno-
res que de OMA. Esto se debe a que, como sera mostrado posteriormente, estas

especies estan correlacionadas.

4.6.1.3. Especies desconocidas

Como fue mencionado anteriormente, se detectaron 3 picos cromatograficos cuyos
tiempos de retencion no coincidian con los de los estandares disponibles. De estas

especies, denominadas Unk1, Unk2 y Unk3, Unk2 fue detectada en todas las mues-
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tras, mientras que Unkly Unk3 solamente en muestras de arroces integral y parbo-
lizados. Estas ultimas especies se observaron en concentraciones muy bajas, al-
canzando como maximo concentraciones de 6,2 ug/kgy 3,7 ug/kg para Unkly Unk3,
respectivamente. En cambio, Unk2 se encontrd en concentraciones comparables al
MMA, llegando hasta 63,5 ug/kg. Esta especie también se presentd en menores con-

centraciones enlos arroces pulidos, como las demas especies.

Enla Seccion 4.7 se describen los estudios que se llevaron a cabo sobre laidentidad
de Unk2.

4.6.1.4. Analisis estadistico

Se llevo a cabo un analisis estadistico analogo al presentado en el capitulo anterior,
donde en primer lugar se compararon para cada analito las variedades de arroz y
luego los tipos de arroz. Por simplicidad se omitiran las tablas de los test de norma-
lidad y homocedasticidad. Estas fueron verificadas en cada caso, y en la mayoria de

los casos fue necesario aplicar transformaciones.

Tabla 4.18. Test t entre las variedades de muestras de arroz

Pulido Integral
) (Largo Fino vs. . (Largo Fino vs.
Especie Doble Carolina) Especie Yamani)
Valor p Valor p
As(ll1) As(ll)
(Transf: log) 0.5822 (Transf: no) 0,5368
Unk2 Unk2
(Transf: log) 0.7606 (Transf: log) 0,7301
DMA DMA
(Transf: 1/x) 0,9482 (Transf: log) 0,1880
MMA MMA
(Transf: log) 0.5049 (Transf: log) 0,2190
(Transf: no) 0.6735 (Transf: no) Q.114
iAs iAs
(Transf: log) 0,4131 (Transf: no) 0,5575

EnlaTabla4.18 se presentanlos resultados de los test t aplicados para comparar las
variedades de arroz respecto a su contenido de distintas especies de arsénico. Nin-
guna de las especies mostro diferencias significativas en su concentracion res-

pectoalavariedad de arrozanalizada. Por este motivo, para comparar los diferentes
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tipos de arroz se ignoraron las variedadesy los datos de distintas variedades dentro

de un mismo tipo de arroz fueron considerados en conjunto.

Se procedio de manera similar para el analisis de los distintos tipos de arroz, verifi-
cando en primer lugar la homocedasticidad y la normalidad de los datos. En el caso
de la serie de datos de iAs, la presencia de un valor atipico entre los arroces parbo-
lizados hizo que no se pueda obtener normalidad ni homocedasticidad con ninguna
de las transformaciones evaluadas. Se evalud el analisis estadistico cony sin este
valor, y en ambos casos se obtuvieron las mismas conclusiones. Finalmente este
valor no fue incluido para no violar los supuestos de normalidad y heterocedastici-
dad. Por otro lado, enlaserie de datos de As(V)un gran numero de muestras de arroz
pulido dieron valores menores al LOQ, pero no asi los arroces integrales y parboliza-
dos. Se decidio entonces solamente comparar para esta especie los arroces inte-
gralesy los parbolizados. Consecuentemente, debido a que son solo dos series de

datos las que se estan comparando, el ANOVA se reduce aun test t.

Los resultados obtenidos del analisis se muestran en la Tabla 4.19. En todos los ca-
sos se ven diferencias significativas seqgun el tipo de arroz (ANOVA). En general, se
observa que casi siempre es diferenciable el arroz pulido del arroz integral, pero no
el integral del parbolizado, como fue visto con el analisis grafico de los datos. En el
caso del As(V), el iAs y el MMA también resulté significativa la diferencia entre el pu-
lidoy el parbolizado, mientras que en el resto de las comparaciones pulido-parboli-
zado la diferencia estuvo muy proxima al nivel de significancia adoptado (0,05). En
el caso de Unk2, ANOVA fue significativo pero los contrastes del analisis post hoc
no alcanzaron a serlo, aunque los contrastes del arroz pulido se encuentran cerca

del nivel de significancia.

Se evaluaron también los datos con métodos no parametricos como el test de Krus-
kal-Wallis y el test de Conover. En general, los resultados fueron analogos a los pre-
sentados enlaTabla 4.19. Como diferencia, se puede mencionar que el test de Krus-
kal-Wallis no fue significativo para Unk2 (p = 0,05103), mientras que si lo fue por
ANOVA (p = 0,0382). De todas maneras, estos dos valores son muy préximos y solo

cambia la conclusion debido a que el nivel de significancia fue establecido a 0,05.

157



Tabla 4.19. Resultados de ANOVA y test de Tukey-Kramer para el analisis de es-

peciacion de distintos tipos de arroz.

ANOVA Tukey-Kramer
Especie Contraste
Valor p Valor p
Parbolizado - Integral 0,9980
As(ll1) .
(Transf: log) 0,0242 Pulido - Integral 0,0440
Pulido - Parbolizado 0.0783
Parbolizado - Integral 0,9908
Unk2 .
(Transf: log) 0,0382 Pulido - Integral 0,0703
Pulido - Parbolizado 0,0982
Parbolizado - Integral 0,9356
DMA .
(Transf: 1/x2) 8,32 E-03 Pulido - Integral 0,0m2
Pulido - Parbolizado 0,0696
Parbolizado - Integral 0,6288
MMA .
(Transf: log) 8,67 E-04 Pulido - Integral 8,48 E-04
Pulido - Parbolizado 0,0449
As(V) Parbolizado - Integral 0,2957
(Transf: log) - Pulido - Integral -
Testt Pulido - Parbolizado -
Parbolizado - Integral 0,9150
(Tra:é?_ o) 3,09 E-08 Pulido - Integral 7,80 E-06
Pulido - Parbolizado 4,67 E-04

4.6.1.5. Correlaciones

En cuanto a correlaciones, debido numero de especies y tipos de arroz, se obtiene

un gran numero de posibles correlaciones. Todas las posibles correlaciones se en-

cuentran resumidas en la Figura 4.20. En esta Figura se representan todos los da-

tos, sin discriminar si estuvieron por encima del LOD o del LOQ. En la parte inferior

de la matriz se muestran los graficos de dispersion de cada par de especies, conlos

tipos de arroz codificados por color. Por otro lado, en la parte superior se presentan

los valores obtenidos para cada correlacion(r de Pearson)portipo de arrozylaglobal

(especificada como “Corr”), junto con un cédigo que especifica su significancia es-

tadistica (***: p <0,001; **: p<0,01; *: p<0,05; -: p<0,1).
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Se observan algunas correlaciones muy claras, como la del DMA y el MMA, y la de
estas con el As total. La mayoria de las especies estan correlacionadas en cierta
medida con el contenido de As total, aunque no todas tan claramente como el DMA
y el MMA. En el caso del iAs se da una correlacion clara hasta los 500 pg/kg de As
total, y luego el contenido de iAs es menor al esperado seqgun esta tendencia. EliAs
y el As(lll)aparecen correlacionadosya que el iAs es calculado como lasuma del As(V)
y el As(lll), y este ultimo se encuentra en mayores concentraciones que el As(V).
También se observa una cierta correlacion entre las especies desconocidas, aun-
que estos resultados deben ser tomados con precaucion ya que Unkly Unkd tienen
un gran numero de muestras no detectables y/o no cuantificables. A diferencia de

DMA 'y MMA, As(lll)y As(V)no presentan una correlacion entre ellos.

Es interesante ver también el porcentaje de una determinada especie o grupo de
especies respecto del As total. Enla Figura 4.21 se presenta la proporcién porcen-
tual de iAs y de DMA en funcion del As total. Como puede verse, la proporcion de iAs
disminuye mientras que la de DMA aumenta con el As total. Si bien la concentracion
de ambas especies esta correlacionada positivamente con el As total, el DMA au-
menta mas rapidamente que el iAs a medida que aumenta el As total. Esto hace que
el DMA seala especie dominante en los arroces de mayor contenido de As, mientras

que la proporcion de iAs disminuye, a pesar de que su concentracion aumente.

100 100

iAs DMA
80 80 ®
60 1 &9 60 2.0
< > o
Q R o o
S 40 ’i" s 40  J
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Figura 4.21. Relaciones entre el contenido de As total y las proporciones porcentuales de

iAsy DMA para las distintas muestras de arroz.
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Para otras especies no se observan tendencias tan claras y parecen ser mas inde-
pendientes del contenido de As total. Por ejemplo, la proporcién de MMA de la ma-
yoria de las muestras se encontro entre 4%y 9%, sin una tendencia clara. Para Unk2
la mayoria de las muestras se encontraron en una proporcién menor al 7%, pero al-

gunas muestras presentaron valores de entre 10% vy 20%.

4.6.2. Muestras de harina

Como fue mencionado anteriormente, el método para el analisis de especiacion no
pudo ser aplicado al analisis de las muestras de harinay trigo debido a dificultades
técnicas con el instrumento. Sin embargo, antes de esto se lograron hacer algunos
analisis preliminares con este tipo de muestras, porlo que se discutiran brevemente

los resultados cualitativos de estos ensayos.

Enla Figura 4.22 se incluyen los cromatogramas de algunas de las muestras de ha-
rina que fueron analizadas aplicando el método validado para arroz. Se observa una
clara predominancia de las especies inorganicas As(lIl) y As(V), aungue también se
observaron pequenos picos de DMA en algunas muestras. MMA no fue detectado en
ninguna de ellas. Enlas muestras de harina leudante se observd una predominancia
del As(V) en la especiacion. En los demas tipos de harina se observaron sefales
aproximadamente equivalentes para As(IIl)y As(V). Como fue mencionado en la Sec-
cion 3.5.2, las harinas leudantes presentaron concentraciones mas elevadas de As
total que las demas. También se mencion¢ que el origen de esto podia ser la presen-
ciade Asy otros elementos enlos aditivos usados parala elaboracién de las mismas.
Las diferencias en la especiacion también podrian sugerir lo mismo, ya que la pre-

dominancia de As(V)solo fue observada en las harinas leudantes.

Por otro lado, en la parte superior de la Figura 4.22 se encuentra el cromatograma
de la muestra de harina integral que habia presentado una elevada concentracion
de As total, y que habia sido procesada en un molino que también procesaba arroz.

Pueden verse picos bien definidos de As(lll)y As(V), ademas de un pico de DMA.

La predominancia de las especies inorganicasy la diferencia del perfil de especia-

cién entre harinas leudantes y convencionales amerita continuar con los estudios
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de especiacion de estas muestras en el futuro. A su vez también es de interés con-
tinuar con el anélisis de especiacion de las muestras de trigo, que mostraron con-
centraciones marcadamente diferentes segun la region de produccion. Estas dife-

rencias podrian reflejarse tambien en el perfil de especiacion.

As(I11)
As(V)
§w DMA
E/_) Integral tAs: 67 pg/kg
(@)
Leudante tAs: 14 ug/kg
0000 Ntk
000 //\,\/\mw’..—fj\\tﬁfip Hg/kg
Integral wpg/kg
0 1 2 3 4 5 6

Tiempo(min)

Figura 4.22. Cromatogramas obtenidos del analisis de distintos tipos de harina. A la dere-
cha del cromatograma se incluye el contenido de As total determinado anteriormente para

estas muestras.

4.7. Estudios sobrelaidentidad de Unk2

Durante el analisis de las muestras de arroz, como ya ha sido expuesto, se encon-
traron 3 picos correspondientes a especies desconocidas. Uno de ellos, el de la es-
pecie denominada Unk2, se encontré en concentraciones relativamente altas, elu-
yendo entre el As(lll)y el DMA. Por este motivo se decidieron llevar a cabo distintas

experiencias para obtener informacion sobre la estructura de esta especie.

4.7.1. Oxidacion con H202

Como fue mencionado en la introduccion, es conocida la existencia de los analogos

trivalentes del DMA y el MMA [18] y también de especies con 4tomos de azufre en
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lugar de oxigeno (tioladas) [41,43]. Estas especies son generalmente inestables y

son oxidadas por el H,0,[136,137], lo cual resulta Util para probar su presencia.

EnlaFigura 4.23 se presentan dos cromatogramas correspondientes a dos extrac-
tos de una misma muestra de arroz. Uno de ellos fue realizado como fue descripto
enlaSeccion4.4.1.1, y el otro de manera similar, pero adicionando un 1% (v/v)de H,0,
alasolucion extractante. Puede verse en la figura que el As(lll) fue oxidado comple-
tamente a As(V), pero el pico de la especie desconocida esta presente en ambos
cromatogramas. Esta experiencia indica Unk2 no parece ser simplemente un ana-
logo trivalente o tiolado de las otras especies, ya que deberia haberse transformado

durante la extraccion con H»,0,.

12000 Extracto de Arroz
DMA
Extracto de Arroz
10000 con H202
8000 As(V)
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¢, 6000
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2000
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0
0 1 2 3 4 5 6
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Figura 4.23. Cromatogramas de extracciones de una muestra de arroz cony sin H202 en el

extractante

4.7.2. Comparacion con extractos de algas marinas

Otro grupo de compuestos que puede formar el As son los arsenoazucares. Estos
suelen estar presentes en organismos marinos, especialmente en algas y moluscos
[138,139]. Los cuatro arsenoazucares mas frecuentes son los que se encuentran re-
presentados en la Figura 1.1, aunque se ha identificado una gran variedad de ellos

[139,140]. Segun la bibliografia, bajo condiciones de intercambio aniénico algunas
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de estas especies en ocasiones eluyen en tiempos de retencién que son similares a
los de Unk2, particularmente el comunmente llamado arsenoazucar fosfato
[140,141]. Aun no se dispone de estandares comerciales de estas especies, pero se
conoce qué arsenoazucares se encuentran comunmente en determinadas algas.
Por ejemplo, en el alga Wakame (Undaria pinnatifida), se ha reportado que se en-
cuentran concentraciones elevadas de varios arsenoazucares, incluido el ar-

senoazucar fosfato [142].

Se decidi¢ entonces analizar una muestra de esta alga para comparar los tiempos
de retencion de los picos de los arsenoazucares con los de UnkZ2, particularmente el
del arsenoazucar fosfato. El objetivo de este ensayo no fue obtener una extraccion
cuantitativa, sino obtener estas especies en solucion para comparar su elucién con

Unk2.

Seadquirié una muestra comercial de alga wakamey se someti¢ ados procedimien-
tos de extraccion. Para ambas extracciones se peso 1 g de alga pulverizada y se
agregaron 10 ml de extractante. Enun caso se utilizé la extraccion del método desa-
rrollado(Seccion 4.4.1.1), y en el otro caso se hizo una extraccion con agua utilizando
lamisma rampa de temperatura. Se llevo a cabo esta extraccion con agua ya que los
arsenoazucares pueden degradarse bajo condiciones de extraccion acida dando lu-
gar ainterconversiones entre ellos[139]. En paralelo se realizo la extraccion de una
muestra de arroz siguiendo el método validado. Debido al alto contenido de As de
las algas, estos extractos fueron diluidos antes de ser inyectados. Se realizé una di-
lucion de Ten 25 para el extracto acuosoy 1en 50 para el extracto acido, llevando en
ambos casos a volumen con HNO3 0,14 mol/L de manera de tener el mismo compor-
tamiento cromatografico que la muestra de arroz. Los cromatogramas resultantes
de este analisis se muestran en la Figura 4.24. En estos cromatogramas se ve que
los extractos de alga no presentaron un pico que coincida con el de la especie Unk2.
En el extracto con agua se ve claramente un pico que eluye después del DMA. En
funcién de los tiempos de retencién presentados en bibliografia, este muy proba-
blemente sea el arsenoazucar fosfato, que suele eluir ligeramente antes o después
del DMA[140,142]. En el extracto acido se ve una disminucién de este pico y un au-
mento del BMAYy las especies no retenidas, probablemente debido a hidrolisis. Tam-
bién se ve una disminucién del pico de As(V). Es posible que exista una especie enla
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muestra de alga que coeluya con el As(V)y se hidrolice en medio acido, o bien que el

As(V)sufra una reduccion con la matriz durante la extraccion.

12000 I
\ —— Wakame, extracto
\ acuoso
\ —— Wakame, extracto
10000 1 acido
\
“ DMA —— Muestrade arroz
|
. \
8000 As(IIl)y especies | “ Arsenoazucar
no retenidas ‘ “ fosfato
2 ‘\
= .
5 6000
-
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4000
2000
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0 1 2 3 4 5 6
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Figura 4.24. Cromatogramas obtenidos con una muestra de alga Wakame conteniendo ar-

senoazUcaresy una muestra de arroz conteniendo Unk2.

Con este ensayo se pudo comprobar que la especie Unk2 no se trata de ninguno de
los arsenoazucares presentes en el alga wakame (arsenoazulcares fosfato, gliceroly
sulfonato[142]). Tampoco es probable que se trate de otros arsenoazucares, ya que
estostienentiemposderetencion mucho mayores que Unk2, o no sonretenidos por

intercambio aniénico [140].

4.7.3. Analisis por HPLC-ESI-MS/MS

Adiferenciade ICP-MS, laionizacion por electrospray acoplada a espectrometria de
masa permite obtener informacion estructural del analito a traves de la m/z del ion
moleculary del analisis de sus fragmentaciones. Como fue mencionado en la Sec-
cion 1.4, durante el desarrollo de esta tesis fue publicado un reporte de una nueva
especie de As en muestras de arroz de Estados Unidos [97]. Esta especie presenta
un comportamiento cromatografico similar a Unk2 y resistencia a la descomposi-

cion por H,0,. Esta especie, denominada acido dimetilarsonildimetilarsinico
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(DMADMA)y cuya estructura se encuentra en la Figura 4.25, fue caracterizada por
espectrometria de masa de altaresolucion, la cual permite determinar exactamente
la férmula molecular de los iones generados. Esta técnica, sumada al analisis de
productos de reacciones de tiolacion y metilacion llevadas a cabo por los autores,

les permiti¢ elucidar la estructura del compuesto presentada enla Figura 4.25.

oL/ \ .0
As\/A\s
OH

Figura 4.25. Estructura del acido dimetilarsonildimetilarsinico

Teniendo los datos de la masa de esta especiey las fragmentaciones reportadas, se
decidio llevara cabo estudios por HPLC-ESI-MS/MS para evaluar si Unk?2 se trata del

mismo compuesto.

4.7.3.1. Preconcentraciony clean-up

Debido a la relativamente baja concentracion de Unk?2 frente a otros componentes
de lamatriz, se llevd a cabo una preconcentraciony clean-up por extraccion en fase
sélida (SPE) con resinas de intercambio aniénico. El objetivo de esta etapa no fue
obtener una recuperacion cuantitativa, si no obtener una solucion con una mayor
concentracion de la especie desconociday unamenor concentracion de otros com-

puestos presentes en el extracto.

Las resinas utilizadas fueron Resintech SBGT1P-0OH-ID, que son resinas esféricas ba-
sadas en un gel de poliestireno funcionalizado con grupos amonio cuaternario, un
diametro de particula de entre 297 umy 1190 um. Estas se encuentran inicialmente
en modo OH"y cuentan con un indicador acido-base incorporado en la resina que
virade azulaamarillo al desplazarse los OH". Durante este trabajo se observo que las
resinas en modo OH" tienen una tendencia a adsorber CO; del aire, por lo que antes
de ser usadas fueron regeneradas con NaOH 1 mol/L y luego enjuagadas con agua

ultrapura hasta que el pH del eluido no variaba.

Para la llevar a cabo la SPE se colocaron 20 g de resina humeda regenerada en una
columna cromatografica de vidrio con un diametro interno de 1,5 cm. A continua-

cion, se cargaron 50 ml de extracto de la muestra con mayor contenido de Unk?2
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(63 pg/kg), el cual fue previamente centrifugado, ajustado a pH =9 con NH,OH y fil-
trado con papel de filtro. EI pH fue ajustado para asegurar que las especies de As se
encuentren desprotonadas y sean retenidas por la resina. Luego se pasaron 30 ml
de NH,OH 0,5% (v/v) para eluir los compuestos no retenidos de la columna. Por Ul-
timo, se eluyenlos compuestosretenidos con una solucion de HNO3 0,14 mol/L. Esta
solucion neutraliza las especies retenidas que tengan caracter basico, liberandolas
del intercambiador aniénico. De esta ultima elucion se colectaron 20 alicuotas de
5ml. A estas alicuotas se les midio el pH y por ensayos realizados previamente con
estaresina, ya se sabia que la mayor parte del As eluye en las primeras alicuotas con
pH =1, por lo que estas fueron las utilizadas para los analisis posteriores. Estas ali-
cuotas fueron llevadas a pH entre 8 y 9(ya que al parecer esta especie es mas esta-
ble en pH basico [97])y fueron congeladas a hasta su analisis luego de no méas de 7

dias.

4.7.3.2. Analisis instrumental

Con las alicuotas obtenidas de la SPE se realizaron diversas pruebas por
HPLC-ESI-MS/MS. Estas experiencias fueron llevadas a cabo durante una estadia
de una semana en el Departamento de Quimica del Litoral, perteneciente al Centro
Universitario Regional (CENUR) Litoral Norte de la Universidad de la Republica, en

Paysandu, Uruguay.

Una de las principales dificultades encontradas es que la publicacion que reporta el
descubrimiento de esta especie no especifica las condiciones instrumentales utili-
zadas en el espectrometro de masa. Por este motivo se tuvieron que hacer varias

pruebas preliminares con distintas condiciones en el MS.

En primer lugar, se uso6 oxalato de amonio 5 mmol/L; pH = 8,3; metanol 3% (v/v);
Tml/min; de formaisocratica como eluyente parareproducir las condiciones usadas
en HPLC-ICP-MS. Se uso un volumen de inyeccion de 50 pL. La especie UnkZ2 eluye
enuntiempo de retencion donde el gradiente aun no comenzo, por lo que en princi-
pio este no seria necesario. Se aumentd también la cantidad de metanol, ya que las
fases moviles con mayor porcentaje de solvente organico volatil favorecen la sensi-
bilidad en ESI-MS. Se hicieron ensayos para optimizar el Declustering Potential (DP)

del MS buscando el ion molecular del DMADMA a una m/z = 259 en modo SIM. Sin
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embargo, luego de algunas corridas cromatograficas ocurrio una obstruccion en el
MS, probablemente debido al oxalato de la fase movil. ESI es una fuente de ioniza-
cion muy suave, por lo que es posible que la fuente no tenga la energia suficiente

para descomponer el oxalato.

Sedecidid no continuar con los ensayos con oxalatoy se utilizo una fase movily con-
diciones mas comunmente usadas en las medidas de rutina del instrumento. En
particular se usé formiato de amonio 5 mmol/L; pH = 6,5; metanol 10% (v/v); a un
caudal de 0,6 mlI/min. Estas condiciones de elucion claramente son mas débiles que
las anteriormente usadas, por lo que los tiempos de retencion seran mucho mayo-
res. Por un lado, el formiato de amonio posee una Unica cargay es mas debil como
eluyente que el oxalato, y por otro lado se utilizd un caudal mas bajo. Sin embargo,

esto fue necesario para prevenir nuevas obstrucciones.

Debido a que no se conocia exactamente el comportamiento cromatografico bajo
estas condiciones, se decidio buscar en primer lugar el ion molecular del DMA
(m/z=139), ya que es esperable que la especie Unk2 eluya en un tiempo cercano al
DMA. En modo SIM se encontrd un pico de m/z =139 después de los 30 minutos, el
cual fue confirmado que se trataba de DMA al fortificar el extracto y observar un au-
mento en el area del pico. A continuacion, se busco simultaneamente también el ion
molecular del DMADMA am/z =259y se observo un pico que coeluia con el DMA. Se
hicieron tres corridas consecutivas con distintos valores de DP: 40,70y 100 V. Enla
Figura 4.26 se muestranlos cromatogramas obtenidos. Los cromatogramas corres-
pondientes a m/z =139 fueron desplazados verticalmente para facilitar la visualiza-
cion. Am/z=259 se observan dos picos en los cromatogramas, uno que coeluye con
el DMA y uno cerca del comienzo del cromatograma. El pico al comienzo del croma-
tograma, cercano al tiempo muerto, probablemente resulte de la fragmentacion de
algun componente de la matriz, ya que su intensidad aumenta con el DP. El pico que
coeluye con el DMA en cambio se observa con un DP 6ptimo de entre 40y 70V, dis-
minuyendo su intensidad con 100 V. Se observa una inestabilidad con los tiempos
de retencidén con inyecciones sucesivas, sin embargo el tiempo de retencion luego

se estabilizd en 31 minutos.
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Figura 4.26. Cromatogramas obtenidos a distintos DP monitoreando las m/z 139y 259

Utilizando un DP de 70 V se buscaron los fragmentos producidos por este pico de
m/z =259 con distintas energias de colision (30, 45y 60 eV). En la Figura 4.27 se
muestran los espectros MS/MS obtenidos. La mayoria de las senales observadas
han sido reportadas para el DMADMA, sin embargo, aparecen como senales predo-
minantes las m/z 147 y 177, las cuales no estan presentes en el espectro de biblio-
grafia [97]. Tomando como base la estructura del DMADMA se intentd asignar es-
tructuras que correspondan a estas m/z, pero sin éxito. Otro inconveniente que se
encontro es que, teniendo en cuentala coelucion con el DMA, no se puede descartar
que lasenalam/z =259 corresponda en realidad a un producto de condensacion del

DMA formado en la fuente segun la siguiente reaccion:

T ' T
H3C—/f\s—OH + HO—,?\s—CHg — H3C—/?\S—O—AT\5—CH3 + H0
CHg CHs CH;  CHs
PM = 137,9662 u.m.a. PM =257,9218 u.m.a.
[M+H]* = 138,9740 u.m.a. [M+H]* = 258,9297 u.m.a.
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Figura 4.27. Fragmentos obtenidos del ion precursor a m/z =259
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Entrabajos donde se estudio DMA por MS se observaron senales de m/z=259 al usar
estandares puros de esta especie, o que confirma que esta reaccion puede ocu-
rrir[143-146]. Al serisémeros similares y al contar con espectros de baja resolucién,
partiendo de la estructura de este producto de condensacion es posible que se ob-
tengan fragmentos similares a los del DMADMA, por lo que en principio esto no per-
mite discernir entre estas dos especies. A partir del producto de condensacion tam-

poco se pudieron explicar losiones de m/z 177y 147.

Con estos resultados aun no es posible confirmar que Unk2 efectivamente se trate
de DMADMA. Mas pruebas serian necesarias para esta confirmacion, y particular-
mente valioso seria el analisis por espectrometria de masa de alta resolucion, que
permitiria asignar de forma univoca la formula molecular de las senales del espectro

de masa.
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5. Conclusiones

Esta tesis presenta el desarrollo de dos métodos analiticos: uno para la determina-
cion de Pb, Cd, Asy Hg a niveles ultratrazas y otro para la especiacion de As, ambos
aplicados a muestras de cereales. El estudio riguroso de los puntos criticos que con
frecuencia afectan las medidas analiticas a niveles ultratrazas, tales como blanco
analitico, efecto de memoriay efecto de interferencias, permite dimensionar la di-

ficultad para establecer métodos que garanticen la calidad analitica de la medida.

La optimizacion de los tratamientos de muestra y de los tiempos de medicion, lle-
vada a cabo de manera exhaustiva a los fines de lograr, principalmente, maximizar
la vida util de un equipo de elevado costo de mantenimiento y operativo como es el

ICP-MS, fue alcanzada sin sacrificar performance analitica.

En cuanto a la determinacion del contenido total de elementos quimicos, a las ven-
tajas de utilizar un sistema cerrado asistido por microondas para realizar la diges-
tion, como son los bajos valores de blanco, buena reproducibilidad y rapidez opera-
tiva, se sumaron los estudios con relacion a la presencia de C residual. Las pruebas
realizadas permitieron concluir que el método puede aplicarse sin posteriores in-

convenientes por interferencias de C disuelto.

También se determind que bajo las condiciones utilizadas el Cl presente natural-
mente en las muestras no provocaria interferencias sobre la determinacion de As,
como podria esperarse por la formacion de ArCl*. Ademas, se estudio el efecto de
memoria para el Hg, y el mismo pudo ser minimizado con una secuencia de lavado
con HCly HNO3s y manteniendo las concentraciones de los estandares por debajo de

los 2 pg/L.

El método fue validado, obteniéndose excelentes cifras de merito, y fue aplicado al
analisis de muestras de arrozy harina de mercado y a muestras de trigo producidas
en distintas regiones. Con los resultados obtenidos se aplicaron pruebas estadisti-
casyseobservarondiferencias significativas en algunos casos segun variedad, tipo
0 lugar de produccion. En el caso de las muestras de arroz, se observaron niveles
cuantificables de As, Cd y Hg en la mayoria de las muestras, mientras que en trigoy

harina solo Asy Cd se hallaron en niveles cuantificables en todas las muestras. El As

173



se encontro en niveles bastante mas altos en el arroz (desde 77 pg/kg hasta 1154
ug/kg) que en la harina(hasta 30 pug/kg, excepto un valor atipico de 57 pg/kg), mien-
trasque el Cd se presentd enniveles similares enambos tipos de muestra(alrededor
de 10 pg/kg). EI Hg fue cuantificable en muchas muestras de arroz, aunque en nive-
les de aproximadamente 3 pg/kg. Respecto a las muestras de trigo se observaron
grandes variaciones segun el sitio de produccion, mostrando las muestras de Pa-

rana un mayor contenido de Asy las de Marcos Juarez un mayor contenido de Cd.

Por otro lado, se desarrollé un método para el analisis de especiacion de As en las
muestras antes mencionadas. Se optimizo la extraccion, encontrandose como op-
timo el uso de HNO3 0,14 mol/L a una temperatura de 125 °C durante 30 minutos en
horno microondas. Con estas condiciones se obtuvieron eficiencias de extraccion
promedio del 94% sin evidencia de interconversion de especies. Tambiéen se estu-
dio en detalle la separacion cromatografica, proponiendose el uso de dicarboxilatos
como eluyentes. Se pudo analizar también como la estructura de estos influye en la
performance cromatografica de las distintas especies de As estudiadas. Los mejo-
resresultados fueron obtenidos con oxalato de amonio como eluyente, y realizando
un gradiente de elucion desde 5 mmol/L hasta 40 mmol/L se logro una muy buena
separacion cromatografica en 6,5 minutos para las cuatro especies de As estudia-
das. Esta separacion a su vez se mostro sumamente robusta en los tiempos de re-

tencion frente a inyecciones de extractos acidos.

Este método fue validado para las muestras de arroz. En estas muestras pudieron
observarse diferencias en el patron de especiacion segun el tipo de arroz estudiado,
siendo particularmente distinto el de los arroces pulidos. Durante el analisis de es-
tas muestras, se encontraron 3 picos cromatograficos correspondientes a especies
desconocidas. Se realizaron diversas pruebas con el objetivo de obtener mas infor-
macion sobre la estructura de la especie desconocida que se encontrd en mayor
concentracion. Mas ensayos son necesarios para confirmar su identidad, pero se
confirmoé que no se trata de un analogo tiolado o trivalente de las especies mas co-
munes, ni tampoco alguno de los arsenoazucares mas conocidos. En cuanto a las
muestras de harina, se observé una predominancia de las especies inorganicas

As(l1)y As(V).
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Finalmente, es meritorio mencionar que ante la situacion actual de revision de los
valores de ingestas tolerables para Pb y As inorganico por parte de JECFA, ambos
meétodos cuentan con la potencialidad de poder ser utilizados ante escenarios re-

gulatorios mas estrictos para estos elementos en arrozy trigo.
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