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Resumen

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue desarrollar,
optimizar y validar una técnica analitica para la determinacion de plomo a
niveles traza en muestras ambientales y bioldgicas. El sistema analitico
para la determinacion de plomo incluye el acoplamiento del analisis por
inyeccion en flujo (FIA) a la unidad de generacion de hidruros (HG) con
fluorescencia atomica (AFS) como técnica de deteccion. Debido a que la
generacion del hidruro de plomo (plumbano) es mas eficiente para plomo
(1V) que para plomo (Il) y que su reaccion de formacion depende en gran
medida de las condiciones experimentales utilizadas y de la adicion de
aditivos que mejoran su eficiente generacion, se implementaron y
compararon dos meétodos; uno utilizando peroxido de hidrégeno (H203) vy
otro ferricianuro de potasio (K3z[Fe(CN)s]), ambos como agentes
oxidantes. La investigacion desarrollada incluyé la optimizacion de
variables de operacion del equipo de fluorescencia atémica; flujo del gas
argon, volumen de muestra, velocidad de inyeccion. La concentracion de
todos los reactivos utilizados fue también optimizada. Se llevé a cabo un
estudio de iones interferentes en ambos procedimientos. ElI método
seleccionado fue el que utiliza al Kz[Fe(CN)s] como agente oxidante, ya
que se obtuvieron mejores prestaciones analiticas, con un limite de
deteccién y cuantificaciéon de 0.03 pg L™y 0.5 pg L™, respectivamente.
La precision fue caracterizada por un valor de RSD de 1.14%, mientras
que la frecuencia de analisis fue de 70 inyecciones por hora. Con este
método se llevaron a cabo los experimentos posteriores. Los resultados
obtenidos mostraron que los dos métodos presentaron poca tolerancia a
iones interferentes que se encuentran comunmente en muestras
ambientales y biologicas, tales como arsénico, cobre, fierro y cromo,
entre otros. Esto condujo la investigacion hacia el estudio de agentes

enmascarantes y su rol en la generacion del plumbano en presencia de
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los iones mencionados anteriormente. Los enmascarantes seleccionados
para este estudio fueron: ioduro de potasio (Kl), L-cisteina (LC) y 1,10-
fenantrolina (FEN), que son los mas utilizados en estudios de
interferencias realizados para otros elementos que generan hidruros. La
bibliografia para plomo en este rubro es casi inexistente. Los resultados
de la adicibn de los agentes enmascarantes en la generacion del
plumbano fueron satisfactorios para los iones interferentes de As, Cu y
Fe, elevando sus limites de tolerancia. Sin embargo, ningun agente
enmascarante tuvo efecto sobre el ion Cr. La validacion del método se
hizo mediante el analisis de dos materiales de referencia certificados: una
muestra de agua de pozo (BCR-610) y una de tejido de almeja (SRM-
2976). Los valores encontrados estuvieron en concordancia con los
certificados. Asi mismo, se llevé a cabo la aplicacion de la metodologia
desarrollada al analisis de plomo en muestras de agua de grifo, agua de
mina tratada, asi como también muestras bioldégicas: sangre, plasma y
suero. Todas fueron fortificadas para medir la recuperacién del analito de
interés. Los resultados obtenidos fueron satisfactorios. Ademas de las
dos apreciables ventajas que presenta ésta técnica, las cuales son
sensibilidad analitica y precision, también se puede obtener un menor

consumo de reactivos, por lo tanto, menor generacion de residuos.
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Abstract

The main aim of this thesis was the development, optimization and
validation of an analytical technique for the determination of lead at trace
levels in environmental and biological samples. The system includes the
coupling of flow injection analysis (FIA) to hydride generation (HG) with
atomic fluorescence (AFS) as detection technique. Lead hydride
(plumbane) generation is more efficient for Pb(IV) than Pb(ll). This
reaction depends on experimental conditions and the use of additives to
improve its efficiency. Therefore, two chemical methods were tested and
compared: one of them using hydrogen peroxide (H»,O,) and the second
one potassium ferricyanide (Kz[Fe(CN)s]), both as oxidant agents. The
developed investigation included operation variables optimization such as
argon flow, sample and reagents volumes and injection throughput. All
reagents concentration were optimized. In addition, a study of interfering
ions was also carried out for both methods. The Kz[Fe(CN)s] method
provided better analytical performance with a detection and gquantification
limits of 0.03 pg L™ and 0.5 pg L™, respectively. The accuracy was
evaluated by RSD value of 1.14% whereas an analysis frequency was of
70 injection per hour was achieved. Thus, it was selected for further
experiments. The study of interferences showed low tolerance levels of
foreign ions in both methods. The evaluated ions are those which are
commonly founded in environmental and biological samples, such as
arsenic, chromium, copper and iron, among others. This fact leaded the
investigation to the study of masking agents and their role on the
plumbane generation in presence of the interfering ions mentioned above.
The masking agents selected for this study were: potassium iodide, L-
Cysteine, y 1,10-fenantroline, which are the most used in interferences
studies of others hydride-forming elements, since references for this issue

in lead determination are scarce. The results of masking agents addition
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for plumbane generation were satisfactory for As, Cu and Fe, increasing
their tolerance levels. However, the masking agents tested have been
ineffective for the interference of Cr ion. The validation of the proposed
methodology was carried out by the analysis of two certified reference
materials: groundwater sample (BCR-610) and mussel tissue (SRM-
2976). The obtained results were in good agreement with the certified
values. The developed methodology was applied to the analysis of lead in
drinking water and treated mine water as well as biological samples:
blood, plasma and serum. All samples were fortified in order to evaluate
the lead recovery. Satisfactory results were obtained. In addition to two
significant advantages of this technique, which are analytical sensitivity
and accuracy, it is achieved a lower reagent consumption, therefore, less

waste generation.
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Introduccién

Se definen como metales pesados aquellos elementos cuyo peso
atomico es superior al del sodio (Peris et al., 2007), es decir, mayor que
23 g mol™. Los metales pesados intervienen en practicamente todos los
procesos Vvitales conocidos, asi como también pueden producir
problemas graves a la salud de los seres humanos (Bragazza, 2006). La
peligrosidad de los metales pesados es mayor al no ser quimica ni
biolégicamente degradables (Barakat, 2010). Una vez emitidos, pueden
permanecer en el ambiente durante cientos de afos., ademas, tienen la
propiedad de bioacumularse, por lo que la ingesta de plantas o animales
contaminados puede provocar sintomas de intoxicacion (ATSDR, 2005).
La actividad humana incrementa el contenido de estos metales en el
ambiente en cantidades considerables, siendo ésta sin duda, la causa

mas frecuente de las concentraciones toxicas (Nordberg et al., 1995).

Dentro de los metales pesados hay dos grupos; el primer grupo lo
representan los oligoelementos o micronutrientes que son los requeridos
en pequeias cantidades, o cantidades traza por plantas y/o animales y
son necesarios para que los organismos completen su ciclo vital,
rebasado cierto umbral se vuelven toxicos. Dentro de este grupo estan:
As, B, Co, Cr, Cu, Mo, Mn, Ni, Se y Zn (Hawkes, 1997). El segundo
grupo son los conocidos como metales pesados, los cuales no tienen una

funcion bioldgica conocida.

Su presencia en determinadas concentraciones en seres vivos conlleva a
disfunciones en los organismos y pueden resultar altamente tdxicos
(Barakat et al., 2010) y presentan la propiedad de acumularse en los
organismos Vivos. Los elementos: Cd, Hg, Pb, Cu, Ni, Sb, Bi

representan este grupo. Estos son los metales toxicos cuya
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concentraciéon en el ambiente puede causar dafios en la salud de las
personas. La toxicidad de estos metales se debe a su capacidad de
combinarse con una gran variedad de moléculas organicas, pero la
reactividad de cada metal es diferente y consecuentemente lo es su
accion toxica. Usualmente las moléculas suelen tener dentro de su
estructura grupos sulfhidricos los cuales se combinan con facilidad con
los metales pesados produciendo inhibicibn de las actividades

enzimaticas del organismo (Hawkes, 1997).

Desde un punto de vista toxicoloégico, dentro de los metales pesados
mas importantes a considerar es el plomo, el cual ocupa el segundo
lugar en la lista de “las 20 sustancias mas peligrosas” listadas segun la
Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR,
2007). El 14% de este metal se produce en América Latina, siendo los

mas importantes en este rubro Perd y México (Danza et al., 1997).

La determinacién de plomo en muestras ambientales y bioldgicas juega
un rol importante en el monitoreo de la contaminaciéon ambiental (Di
Nezio et al., 2004). EIl plomo se encuentra en la atmodsfera, aguas
naturales y suelos como consecuencia de la descarga de aguas
residuales de origen industrial, desechos de jales provenientes de las
industrias mineras, pinturas deterioradas de edificios y deposicion de

particulas por emisiones de vehiculos (Yebra y Barinaga, 2002).

De la atmodsfera, aguas y suelos, el plomo se puede incorporar a la
cadena trofica, es decir, a plantas, animales, peces y finalmente a
humanos, ocasionando serios dafos a la salud incluso a concentraciones
traza, debido a su acumulacion y toxicidad, lo cual ha generado e
incrementado el interés por establecer y aplicar nuevas metodologias

analiticas para su determinaciobn (Zahida et al., 2008).
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1. Plomo: Generalidades

El Plomo es un metal pesado, grisaceo, maleable, suave, denso y ductil
(Greenwood, 2002). Se encuentra en forma natural en la corteza
terrestre de un modo relativamente abundante. Fue uno de los primeros
metales extraidos por el hombre a partir de la galena (PbS), la cerusita

(PbCO3) y la anglesita (PbS0O4) (Azafero et al., 2002)

Se obtiene de 2 fuentes principales; una fuente primaria, mediante la
fundicion del metal y una secundaria como consecuencia del reciclaje de
baterias y chatarra. Es muy estable y resiste la corrosion, no conduce
electricidad pero es un buen escudo protector contra la radiacion, debido
a su alta densidad y propiedades nucleares (ATSDR, 1999). Se emplea
en grandes cantidades en la fabricacion de baterias, en el revestimiento

de cables eléctricos y en aparatos de rayos X (CEPIS, 1995).

Tiene un punto de fusion de 328 °C, un punto de ebullicion de 1740 °C,
su densidad relativa es de 11.34 g cm™ y 207.20 g mol?* su masa
atomica (Enhag, 2004). El plomo reacciona con el acido nitrico, pero a
temperatura ambiente le afectan muy poco los &acidos sulfurico y
clorhidrico. En presencia de aire, reacciona lentamente con el agua
formando hidréxido de plomo, que es ligeramente soluble (Emsley,
2003).

Se presenta en la naturaleza en ocho formas isotdpicas: cuatro de ellas
son estables y las otras cuatro son radiactivas. Los isOtopos estables son
el plomo 206, plomo 207 y plomo 208, los cuales son respectivamente,

los productos finales de las series de descomposicion radiactiva del



uranio, actinio y torio. El plomo 204 no tiene precursores radiactivos

naturales (Olias et al., 2005).

Los compuestos de plomo son diferentes entre si, en solubilidad y por lo
tanto, en su biodisponibilidad y toxicidad en el medio ambiente (Baxter y
Frech, 1995). Estas dos caracteristicas son un elemento importante a
considerar cuando se evaltuan las posibles implicaciones de la exposicion
al plomo, debido a que los compuestos solubles y organicos del mismo
son adsorbidos mas facilmente (Baxter y Frech, 1995). Lo anterior se
muestra en la Tabla 1, en la que se compara la solubilidad de distintos
compuestos respecto a la del acetato de plomo que es una de las formas

mas solubles.

Tabla 1. Solubilidad de los compuestos de plomo.

Forma quimica Solubilidad en...
Agua Solventes organicos
Plomo Insoluble Insoluble
Acetato de plomo 2210 g L™t a 50°C | Soluble en glicerol,

muy poco en alcalis
Pb(C2H302 )2

Cloruro de plomo 9.9 gL*a20°C Insoluble en alcohol

Pb(CD>

Cromato de plomo

Pb(CrO.) 0.2mglL™? Insoluble en &cido
acetico
Nitrato de plomo 376.5gL*a0°C |0.4gL™en alcohol
puroy 13.33 gLt en
Pb(NO3) metanol puro




2. Ciclo geoquimico del plomo

El ciclo del plomo en el campo geoquimico incluye fuentes naturales y
artificiales, el destino del metal en la bidésfera una vez modificado por

factores naturales, artificiales y la actividad humana (Ubillus, 2003).

Los datos sobre las concentraciones naturales de plomo en la atmdsfera,
son dificiles de obtener debido a la gran contaminaciéon causada por la
actividad humana e industrial (ATSDR, 1999). En areas del mundo no
contaminadas las concentraciones medias del plomo son menores de 0.01
ng L. Por otra parte, otra cantidad se puede desprender al desactivarse

los radioisotopos 6 de emanaciones volcanicas.

La cantidad de plomo ingerida a través de los alimentos y agua es mayor
que la inhalada por el aire urbano, pero ésta ultima es mas facil de

absorberse y por lo tanto representa un peligro a la salud (ATSDR, 2007).

Las principales fuentes de contaminacion de plomo aéreo son: emisiones
causadas por el uso de combustibles, actividades industriales como la
fundicion primaria y secundaria, el uso de carbén mineral empleado como
combustible en actividades industriales o comerciales (Tabla 2) y los
cigarrillos. Aunque la mayor parte del plomo queda en la ceniza del
cigarrillo, se ingieren en el humo 20 pg de plomo por paquete. La
cantidad de plomo emitida dependera de diversas variables, que incluyen
la temperatura ambiente, la velocidad del viento, el tipo de combustible,

entre otros (Ubillos, 2003)



El plomo puede estar presente en aguas naturales y suelos como
resultado de la descarga industrial de aguas residuales, polvo o particulas
de pintura provenientes de la reparacion o renovacion de edificios
(ATSDR, 2007).

Tabla2. Estimacion de la emision antropogénica de Pb hacia la

atmosfera.
Fuente Emision
(Toneladas / afo)

Combustidon del carbon

Plantas de energia eléctrica 780 — 4,650

industrial y doméstico 990 - 9,900
Combustiéon de petréleo

Plantas de energia eléctrica 230 — 1,740

Industrial y doméstico 720 — 2,150

Produccion de plomo: (fundicién)

Mineria 1,700 — 3,400

Produccion de plomo 11,700 — 31,200

Produccion de plomo — niquel 11,000 — 22,100

Produccion de cadmio - zinc 5,520 — 11,500
Otros

Produccion de acero 1,070 — 14,200

Fuentes moviles 248,030




Ciclo geoquimico del plomo

En la Figura 1 se muestra que de la atmdsfera, aguas y suelos, el plomo
entra a la cadena tréfica y es adsorbido por plantas y animales marinos,
en donde puede ser bioconcentrado y estar biodisponible a los humanos,
dando lugar a intoxicaciones de tipo accidental y cronicas (Lanphear et
al., 2002). Los peces depredadores, mariscos, almejas, entre otros, son
capaces de concentrar este metal presente en las aguas hasta en factores
superiores a 100,000. México es uno de los mas grandes productores de
plomo en América Latina, y este hecho ha traido como consecuencia la
contaminacion del suelo por metales pesados en gran parte debido a los

residuos generados por industrias mineras (Puga et al., 2006).
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Figura 1. Ciclo natural del plomo.

En Chihuahua, estado minero por excelencia, se han realizado mediciones
de metales pesados, incluyendo al plomo, en suelos contaminados
(Chavez et al., 2006), obteniendo elevadas concentraciones, mismas que
sobrepasan los niveles maximos permisibles establecidos por las normas
internacionales y nacionales. Un ejemplo son las mediciones llevadas a

cabo en suelos de la mina de San Francisco del Oro, Chihuahua, en donde



se encontré que el plomo en los primeros 5 sitios ubicados dentro de los
1500 m de distancia a los jales, presentan valores arriba de 1000 mg L™
en la parte superficial. En relacibn a estos valores la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA, 1992) sefala para suelo superficial un rango
entre 50 y 100 mg L™, clasificAndolos como sitios excesivamente

fitotoxicos.

Otro ejemplo en el estado de Chihuahua y que no puede pasar
inadvertido es el caso de la fundidora “Avalos”, la cual fue considerada
como una de las compafiias mas importantes de Latinoamérica por su alta
produccion. Estuvo en operacion cerca de 90 afos, sin embargo, a su
paso dejo considerables concentraciones de plomo en el suelo. Sosa et
al., 2009, encontré 11,518 mg L™* de plomo, en muestras de jales
depositados en suelo, representando asi un riesgo para la salud de las
personas que habitan en zonas aledafas a la fundidora, por exposicion de
polvos que contienen plomo (Ornelas et al., 2007). Actualmente la

fundidora se encuentra cerrada, y el sitio en proceso de remediacion.

En muestras de agua natural provenientes del rio Conchos, se obtuvieron
valores de hasta 0.94 mg L™ de plomo, rebasando los limites permitidos
por las normas oficiales mexicanas (Quintana, 2007). En peces se
presentaron valores de plomo mas altos de los permitidos en la NOM-
028-SSA1-1993, hasta 40 veces mas en branquias y 20 en musculo. Es
preocupante que la concentracion de este metal en musculo de pescado
sea 20 veces mayor que lo establecido en esta norma y que la
contaminacion de estos cuerpos de agua ya haya alcanzado un nivel
critico y esté causando problemas de intoxicaciéon a las especies que lo

habitan (Moreno, 2008).



3. Toxicidad

Hipocrates de Cos (370 a.C.) fue el primero en describir sintomas en
trabajadores intoxicados con plomo. Nicanor, en el siglo Il a.C., relaciono
directamente el estreiimiento, coélico, palidez, pardlisis y perturbaciones

de la vision con la exposicion al plomo (Wolf et al., 2007).

Plinio el viejo y Paracelso describen el envenenamiento por plomo en los
constructores de naves. Dieciséis siglos después Bernardo Ramazzini, en
1713, describe temblor y paralisis en las manos de alfareros que usan

plomo para el glaseado (Ramirez, 2005).

El primer autor moderno que describi6 este envenenamiento fue
Tanquereldes Planches en un estudio publicado en 1839, basado en 1200
casos de intoxicacion por plomo, tan completo que hasta hoy es muy
poco lo que se ha agregado a la descripcion de sintomas y signos por esta

intoxicacion (Meyer et al., 2008).

Laennec en 1831, Andral y Gavarret, en 1840, llaman la atencidon sobre la

anemia causada por el plomo (Flora, 2002).

Garrod, en 1892, fue el primero en informar del aumento de porfirinas en
la orina y Behrend, en 1899, observd el punteado basofilo en los

hematies (Hunter, 1962; Zenz, 1988).

La Figura 2 muestra la comparacion entre células con punteado basofilico

debido a la presencia de plomo y células normales de sangre.
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Figura 2. Comparacion entre células con punteado baséfilico debido a la

presencia de plomo y células normales de sangre.

En 1960, la intoxicacion por plomo en los paises desarrollados pas6é de
ser un problema ocupacional a un problema de salud publica, sobre todo

en infantes (Lanphear et al., 2002).

La poblaciéon infantil de México confronta un problema de salud publica

debido a toxicidad subclinica por plomo (Jiménez et al., 1993).

Estudios realizados sefalaron diferentes fuentes responsables de la carga
de plomo en el cuerpo de los nifios, como: la gasolina con plomo (ATSDR,
2007), los pigmentos, el esmalte (Lanphear et al., 2007) y el vidriado de
la ceramica (Aguilar, 2003) y la soldadura de las latas de alimentos
(CEPIS, 1995), entre otros.

Afortunadamente se identifica una tendencia a la baja en los niveles de

exposicion, lo cual en parte se refleja por la disminucién y posterior

eliminacién del uso de plomo en las gasolinas (INE, 2007).
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Sin embargo, a nivel global, las concentraciones ambientales de plomo
han aumentado mas de mil veces durante los tres ultimos siglos como

consecuencia de la actividad humana (Chavez, 2006).

4. Plomo en el metabolismo humano

Una vez que el plomo ingresa al organismo, éste se distribuye por
diversos 6rganos y se deposita en ellos por periodos variados de tiempo.
(Aguilar, 2003).

La absorcion y el destino biolégico del plomo cuando ingresa al cuerpo
humano dependen de una serie de factores que incluyen el estado
nutricional, la salud y la edad del individuo (Aufderheide y Wittmers,

1992).

No se debe olvidar que un factor adicional a considerar es la forma
quimica en la que el plomo, o los compuestos de plomo, entran al cuerpo
(Martinez, 2002). En la Figura 3 se muestra como es el comportamiento
del plomo inorganico en el cuerpo humano, es decir su absorcion,

depdsito en sangre, huesos y las vias probables de excrecion.
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Figura 3. Modelo simplificado del metabolismo del plomo en el

organismo humano (Fuente: Corey, 1999).

4.1. Plomo presente en sangre y plasma

Aproximadamente el 99% del plomo sanguineo estad asociado a los
gloébulos rojos, el 1% restante se queda en el plasma sanguineo, es decir,
mientras mas alta sea la concentracion de plomo en la sangre, mayor

serd el porcentaje de plomo en el plasma (Azcona et al., 2002).

El plomo en la sangre favorece que ésta lo transporte a los tejidos
blandos como lo son rifiones, sistema nervioso central y pulmones (Hu et
al., 2006).

El plomo puede ser transmitido de la madre al feto por transferencia
placentaria estando expuesto a casi la misma concentracién de plomo que

la madre (Martinez, 2002). Se ha descrito un aumento de abortos
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espontaneos y un incremento de la tasa de muerte en recién nacidos.
También la exposicion paterna esta asociada con la aparicion de abortos
(Antilla, 1995). También se ha encontrado mayor riesgo de mortalidad
por enfermedades cardiovasculares en trabajadores expuestos a plomo
(Michaels, 1991).

Como contraparte se ha descrito el efecto favorecedor del plomo en el
desarrollo de afecciones cardiovasculares como la hipertension arterial
(Kirkby y Gyntelberg, 1985), existiendo una relacion causal cuando una
persona se encuentra expuesta a bajos niveles de plomo (Schwartz,
1995).

El andlisis que mide el nivel de plomo en la sangre es la herramienta mas

usada para medir la exposicion al plomo (DeSilva, 1981).

4.2. Plomo en tejidos mineralizantes

En los tejidos mineralizantes como son los huesos y los dientes de los
adultos, se encuentra cerca del 94% de la carga corporal total de plomo,
mientras que en los niflos esta cantidad se aproxima al 73% (Barry,
1981).

El plomo que se encuentra en los tejidos mineralizantes no se distribuye
de manera uniforme. Tiende a acumularse en las regiones Oseas que
presentan una mayor calcificacion en el momento de la exposicion
(ATSDR, 2005).
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El Pb(ll) tiene afinidad por ocupar los sitios que ocupa el Ca(ll) en los
huesos, es asi como se comienza el proceso de acumulacion. Cuando
existe una resorcion de Ca(ll), el plomo comienza su movilizacion desde
los huesos hacia la sangre, esto ocurre especialmente durante el
embarazo, la lactancia, la menopausia, el desequilibrio fisiologico, la
enfermedad croénica, el hipertiroidismo, la enfermedad renal, las fracturas
O6seas y con la edad avanzada, todas estas etapas en las que se involucra

una deficiencia de calcio (Hernandez et al., 2002).

La reserva de plomo inerte reviste un riesgo especial ya que constituye
una fuente enddgena de plomo que puede mantener los niveles de plomo
en la sangre elevados aunque la exposicion haya cesado tiempo atras

(ATSDR, 2005).

El plomo que no se almacena en los huesos abandona el cuerpo en la
orina o las heces, es decir, aproximadamente 99% de la cantidad de
plomo que entra al cuerpo de un adulto es excretado en un periodo de
dos semanas, sin embargo, solamente 32% del plomo que entra al

cuerpo de un nifio lo abandonara en el mismo periodo (ATSDR, 2007).

En la Figura 4 podemos observar ligeras lineas de plomo en una nifia de
cinco afos con lento desarrollo en huesos y con plomo en sangre a un
nivel de 37.7 pg dL™, mientras que el limite permisible de plomo para

niflos seguin las normas nacionales e internacionales es de 10 pg dL™.
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Figura 4. Fotografia cortesia de Dra. Celsa Lopez Campos, Unidad del

Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), en Torredn, México.

Esta fotografia fue obtenida mediante un método que determina plomo en
hueso, se conoce como K-XRF o fluorescencia K de rayos X, tomando
varias mediciones de los niveles de plomo en el hueso; sin embargo, en la
actualidad este método se esta usando principalmente para fines de

investigacion (Gulson et al., 2003).
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5. Normatividad

En la Tabla 3 se presenta un resumen de algunas de las legislaciones
existentes para el plomo en diversos organismos, tanto nacionales como
internacionales. Esta normatividad incluye agua para consumo humano,
regadio de zonas agricolas, suelos, aire y lo mas importante para

monitoreo biolégico de plomo en seres humanos.

Tabla 3. Normas y regulaciones para plomo.

Agencia Medio Nivel Observacion
Norma Oficial Sangre | <100 pg L™ Categoria |, Categoria I,
Mexicana 100-140 pg L™ Categoria Il11,Categoria V.
150-240 pg L™ Categoria V, Categoria VI
NOM-199- 250-440 pg L™
SSA1-2000 450-690 ug L™
>700pg L™
OMS Sangre | 100 pg L™ La OMS define como
Nifios. 150 pg L™ intoxicacion por plomo los
Organizacion valores de plombemia de mas
Mundial de la de 15 pg dL™
Salud.
OSHA Sangre |400 pg L™ Causa para notificacion

escrita y examen médico
Administraciéon

de la Salud y 600 pg L™ Causa para la remocion de la
Seguridad fuente de exposicion por
Ocupacional. razones médicas

Norma Oficial Agua 100 pg L™

Mexicana (consumo

NOM-127- humano)

SSA1-1994.

EPA Agua 150 pg L™ Nivel de accién para
(consumo suministros publicos
humano)

OpgL™ Objetivo No-ejecutable;
Objetivo de nivel .
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Tabla 3. Normas y regulaciones para plomo. Continuacion.

Agencia Medio Nivel Observacion
FDA Comida Varios Niveles de accion para varios
150 pg L™ tipos de comida, ejemplo;
comida para infantes.
Norma Oficial Productos 100 pg L™ El productor o fabricante,
Mexicana Lacteos debe determinar la presencia
(cremas, y cantidad de metales
NOM-185- quesos, pesados y metaloides en las
SSA-2002 mantequilla, materias primas, en el
leche) producto en proceso de
elaboracion o en el producto
terminado.
Norma Oficial | Colorantes | 10,000 pg L™ | Estos colorantes son
Mexicana. organicos agregados a alimentos,
NOM-F- bebidas, medicamentos y
261,1975 cosmeticos.
(INE, 2010)
EPA Suelo <50mg L™ Suelo no contaminado.
400 mg L™ Areas infantiles.
1200 mg L™ Areas en general.
Comité de | Aguapara |5000 pg L™ A concentraciones muy
consultores de riego elevadas puede inhibir el
la Universidad agricola crecimiento celular de las
de California plantas.
Instituto Agua para | 5000 pg L™ En el Acuerdo CE-CCA-
Nacional de riego 001/89, por el que se
Ecologia. agricola establecen los Criterios
(INE, 2007) Ecologicos de Calidad del

Agua, expedido en diciembre
de 1989.

*Los valores que se muestran para aguas de riego se han obtenido suponiento un caudal
de aplicacion de 1200 mm afio?, que es el adecuado en las buenas précticas en la

agricultura.

http://www.miliarium.com/Paginas/Prontu/Tablas/Aguas/CalidadAguaRiego.htm
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Capitulo 11.

Revision de la metodologia analitica

1. Sistemas de deteccion

El plomo es un metal que generalmente estd presente en pequeias
concentraciones en muestras ambientales y por otra parte, estas
muestras presentan matrices complejas (Yebra y Moreno, 2002), por lo
cual, en la actualidad esta disponible una amplia variedad de métodos

analiticos para el andlisis de plomo.

La eleccion del método analitico, por lo general, depende de la
instrumentacion disponible, la experiencia del analista y los niveles de
concentracion del analito. Las técnicas mas frecuentemente utilizadas

se describen brevemente en los siguientes parrafos.

2. Técnicas analiticas para la determinacion de plomo

Las técnicas de Absorcion Atomica en Flama (FAAS) son las mas
utilizadas para las determinaciones de plomo, por ejemplo, en muestras
de suelo. Son de facil manejo y de bajo costo de operacion, sin
embargo, este método tiene una limitada sensibilidad para plomo, por lo
que se requiere un paso de preconcentracion y/o separacion del analito,

antes de su determinacion (Bingol and Akcay, 2005).

Una de las técnicas ampliamente utilizadas por su sensibilidad para
analizar elementos traza, entre ellos plomo, es la Absorciéon Atémica

Electrotérmica (ET-AAS), mejor conocida como Espectroscopia de
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Técnicas analiticas para la deteccién de plomo

Absorcion Atomica con Horno de Grafito (GF-AAS) (Rodriguez et al.,
2008), en la cual para evitar problemas de interferencias causados por
matrices complejas, también es necesario un procedimiento de
preconcentracion o separacion del analito. Esto se puede realizar en
linea, utilizando las técnicas de analisis por inyeccion en flujo (FIA o FI),
el método de adicibn de estandar 6 wusando el procedimiento
denominado modificacion de la matriz. La modificacion de la matriz
consiste en agregar un material especifico que reduce la volatilidad del
analito y por lo tanto, permite la calcinacion de la muestra a una mayor

temperatura.

La precision y exactitud tipicas para las mediciones de la mayoria de los
elementos traza por la GFAAS estan en el rango de 1-5% y 0.5-5%
respectivamente (Gonzalez et al., 2004). La técnica FI-ETAAS se ha
empleado en la determinacion de plomo en hojas de olivo y pino

(Burguera y Burguera, 1993).

Otra de las técnicas que ha sido utilizada para las determinaciones de
plomo en suelo es la Espectrometria de Emision Atdmica de Plasma

Acoplado Inductivamente (ICP-AES) (Vandecasteele et al., 1993).

La ICP-AES, a diferencia de AAS, es una técnica multielemental que
permite el analisis simultaneo de un gran numero de elementos
(Vandecasteele et al., 1993). Se basa en la medicion de la radiacion de
la linea espectral emitida por atomos excitados en un plasma de Ar
generado por calentamiento inductivo con un campo electromagnético

de alta frecuencia.

Los principales componentes de un instrumento ICP-AES son la antorcha

plasmatica, el nebulizador y el policromador. Las particulas cargadas
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Técnicas analiticas para la deteccién de plomo

calientan el argén hasta que el plasma alcanza una temperatura de
5500-8000 °K (Elfering et al., 1998). Esto lleva a una vaporizacion casi
completa del analito y a una alta eficiencia de atomizacion. La solucion
de la muestra es introducida via nebulizador dentro de la antorcha
utilizando un flujo transportador de Ar de 1 L min™ y para el gas que
enfria, se requiere de un flujo de gas de 10 L min™* (Alastuey et al.,
2000). La técnica mas comun de introduccion de la muestra es via
nebulizador. Esta técnica tiene un rango dinamico lineal de tres a seis
ordenes de magnitud, permitiendo la determinacion de un amplio rango
de concentraciones sin dilucion o preconcentracion, por ejemplo, una

concentracién para el andlisis de Plomo de 0.2 ug L™ (Lara et al., 2005).

La Espectrometria de Masa con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-
MS), es una técnica bien establecida en los laboratorios de analisis., se
ha posicionado rapidamente como una de las técnicas mas Uutiles y
versatiles para la determinacion de trazas en el analisis de alimentos
(Vandecasteele, 1993). El desarrollo de la ICP-MS se produjo por el
deseo de combinar la capacidad multielemental y amplio rango de
trabajo lineal de la técnica ICP-EAS con los limites de deteccion

excepcionalmente bajos de la técnica GFAAS.

La ICP-MS también sufre de efectos de la matriz, por ejemplo, la matriz
induce cambios de la intensidad de la sefial idnica especialmente en
concentraciones de >1 g L™ de sélidos disueltos. Se utilizan diversos
métodos para corregir o superar estos efectos de la matriz: dilucion de
la muestra, compatibilizacion de la matriz, uso de un estandar interno,
adicion de estandar, separacién quimica, dilucidon isotépica 6 un sistema

FIA para la introduccion y pre-tratamiento de la muestra.
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Técnicas analiticas para la deteccién de plomo

Tsunoda et al., (2000) propuso un método para determinar plomo en
tejidos de plantas mediante la técnica de FI-HG-ICP-MS, la cual mejoro
la sensibilidad, los limites de deteccion para el hidruro de plomo, es
decir, existid una eficiente separacion del analito de la matriz con una
cuantitativa transferencia del hidruro gaseoso al detector. Esta técnica
también ha sido probada en determinaciones de plomo en sangre y
plasma de trabajadores expuestos ocupacionalmente, obteniendo
buenos resultados (Schitz et al., 1996), asi como en determinaciones

en muestras de agua para consumo humano (Gurleyuk et al 2005).

Dentro de las técnicas electroquimicas se encuentra la Voltamperometria
que es una técnica en la cual la corriente originada por una reaccién de
transferencia de electrones en la superficie de un electrodo se mide en
funcion del potencial aplicado al mismo. Para ello se aplica un programa
de potencial y se observa el grafico resultante corriente-potencial
(voltamperograma). Las especies quimicas a analizar deben ser
oxidables o reducibles sobre el electrodo (electroactivas). El parametro
que controla este proceso (oxidaciéon o reduccién) es el potencial del
electrodo. La corriente producida por la reaccién electroquimica se le
denomina corriente faradaica y se buscan las condiciones
experimentales para que la corriente sea proporcional a la concentracion
(Sanna et al., 2000). La Figura 5 muestra un equipo utilizado para la

obtencion de un voltamperograma.

Figura 5. Técnica de voltamperometria.
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Técnicas analiticas para la deteccién de plomo

La NOM-199-SSA1-2000, establece este método para la determinacion
de plomo en sangre, en el cual la sangre se afiade en el reactivo
apropiado para la rapida liberacion del plomo de la muestra, éste se
concentra y deposita en un electrodo de mercurio/grafito, durante la
etapa de electrodeposicion. El plomo depositado se remueve del
electrodo en la etapa de redisolucion y se cuantifica por la integracion
del pico de corriente resultante de una rapida reaccion electroquimica.
El area del pico que se obtiene durante la etapa de redisolucion, es

proporcional a la cantidad de plomo presente en la sangre.

La Espectrometria de Fluorescencia de Rayos X (EFR-X) o también
conocida como Fluorescencia de rayos X (XRF por sus siglas en inglés),
es una de las técnicas mas sofisticadas que se han aplicado para
determinar el contenido de plomo en muestras ambientales de

sedimentos en zonas costeras (Salazar et al., 2004).

La fluorescencia de rayos X nos brinda algunas ventajas: el analisis no
es destructivo (es decir, la muestra no sufre dafos al analizarla), bajo
costo, determinacién rapida, interpretacion de resultados simple,
permite determinaciones multielementales simultdneamente y se
pueden analizar muestras en estado gaseoso, liquido y sélido (Meléndez
et al., 2009).

También el contenido de un elemento a ser analizado en una muestra
puede ser determinado de acuerdo a la cantidad de intensidad de la
fluorescencia atdmica. La espectrometria de fluorescencia atdmica
(AFS), estd basada en la excitacion de los atomos en su estado
fundamental por una fuente de luz en una muestra, ésta es una
excitacion en frio. Es una técnica que presenta las ventajas de baja

sensibilidad analitica en la mediciobn de elementos a concentraciones
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traza, ademas de que se puede acoplar a diferentes sistemas de
introduccion de muestra, como la generacion de hidruros o 6 la
inyeccion en flujo. La fluorescencia atdbmica como sistema de deteccion,
ha sido utilizada en la medicion de Pb(ll) en muestras de vino, arroz y
agua, obteniendo excelentes resultados (Wu et al., 2007). La Tabla 4
resume las ventajas y desventajas de las técnicas analiticas descritas

anteriormente.

Tabla 4. Ventajas y desventajas de las técnicas analiticas en la

determinacion de Pb(Il) en muestras ambientales y bioldgicas.

Técnica ) )
. Ventajas Desventajas
analitica

., . Interferencias fisicas,
Instrumentacion sencilla

Costo relativamente bajo quimicas y de

. ionizacion.
EAAS Alto rendimiento de muestras Caudales altos de

Precision 0.3-1% gases de combustion
i -50
Exactitud 0.5-5% (Arg6n-nitrégeno,

Deteccion mg kg™ v.g9)

Bajo rendimiento de

Precision 1-5% Iniglrjésrgsii-as
Exactitud 0.5-5% o
GF-AAS - quimicas.
Sensibilidad mayor a la FAAS en _— .
Pérdida del analito en

un factor de 1000 (ug kg™) la etapa de

calcinacion.

Espectro de emisiéon
complejo.
Interferencias
espectrales de
matriz, argén y
especies moleculares.
Alto costo de
instrumentacion.
Menor generacion de
residuos.

Técnica multielemental (analisis
simultaneo de varios elementos)
Alto rendimiento de muestra
ICP-AES Limite de deteccion aproximado a
FAAS
No utiliza lamparas
Analiza los no metales (Cl, Br, S, I)

23



Técnicas analiticas para la deteccién de plomo

Tabla 4. Ventajas y desventajas de las técnicas analiticas en la

determinacion de Pb(Il) (continuacion)

Alto costo de

Técnica multielemental . )
funcionamiento y

Menores limites de

deteccién y precision operacion.
PMS que GEAAS interfeIEr)élr?:;?;sCIiasloclI:)Zricas
Disponibilidad de .

. . . . Efectos de matriz.
informacion isotoépica

Deteccién <0.05 ng L1 Interferencias
espectrales.

Espectro facil de obtener
e interpretar

Método no destructivo Dificil de detectar
de muestra elementos a
. Permite analizar concentraciones <100
Fluorescencia de 1
ravos X muestras en estado Mg L.
Y solido, liquido, pastillas, Patrones generalmente
polvos caros
Trabajo en rango amplio Efectos de matriz.
de concentraciones
Analisis cualitativo
Se puede aument_e}r la Alto costo de los
senal de deteccion .
. materiales de
variando el tamano del
. . electrodos.
Voltamperometria electrodo y el tiempo de .
e Uso de mercurio para el
electrolisis ) .,
s sistema de reaccion.
Buena sensibilidad de 1 . .
X 10°M Baja reproducibilidad.

Alta sensibilidad
analitica, menores
FIA-HG-AES interferenc_ias
espectrales, bajo costo

de adquisicion y
operacion

Funciona Unicamente
para elementos
formadores de hidruros.
Analiza un elemento a la

vez.
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3. La Espectrometria de Fluorescencia Atdmica (AFS) como

técnica analitica seleccionada para la deteccion de Pb(l1)

La Espectrometria de Fluorescencia Atémica (AFS), es una forma de
emision por excitaciobn con radiacion electromagnética. Un vapor
atomico absorbe una radiacion de una fuente de luz, para que los
electrones sean excitados a un nivel de alta energia, luego cuando los
electrones regresan a sus niveles normales de energia, este proceso
emite una radiacion, que es caracteristica de cada elemento, llamada

fluorescencia atomica.

Cuando la longitud de onda de la radiacion de excitacion es igual a la
longitud de onda de la fluorescencia producida, esta fluorescencia es
llamada “Fluorescencia de resonancia. La linea espectral para el plomo

es de 283.3 nm (Figura 6) (Karadjova et al., 2007).

Excited
State (Sq)

T

Excitation Eg;

Ground Fluorescence
State (Sg)

T
L
%3;95””:

Figura 6. Emision de la fluorescencia atomica.

Existe una relaciéon funcional entre la intensidad de la fluorescencia
atomica, la concentracién de algun elemento a ser determinada, la
intensidad de la fuente de luz de excitacion y otros parametros que han

sido relacionados con la funciéon basica (1) (Laborda et al., 2007).
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Espectrometria de Fluorescencia Atémica

la = IoA(I-e™™ (D)

En la ecuacion anterior se asume que la excitacion por la fuente de luz
es estable con caracteristicas de longitud de onda radiando sobre el
vapor atomico aproximadamente constante, que los &tomos solo
absorben la longitud de onda de cierta frecuencia y la fluorescencia
atomica es creada después de ser excitados a un nivel especifico de
energia y que la distribucion del atomo en estado fundamental en el
atomizador es uniforme y la temperatura de atomizacion es también

uniforme.

La relacion lineal entre la intensidad de fluorescencia y la concentracion
es bajo condiciones de baja densidad de atomos. Por lo tanto la
espectrometria de fluorescencia atomica es recomendable soélo para

determinaciones de bajo contenido del analito (Laborda et al., 2007).

El espectrometro de fluorescencia atdomica consiste de 3 partes: Fuente
de luz de excitacion, atomizador, sistema de deteccion. A continuacion

se describen detalladamente.

3.1. Fuente de luz

Para evitar la radiacion de la fuente de excitacion, el sistema de
deteccion debe de estar localizado formando un &ngulo recto con la

fuente de luz.

Para obtener la mas alta sensibilidad analitica con el método de
espectrometria de fluorescencia atomica, se requiere una fuente de luz

de excitacion estable y de alta intensidad. Algunas de las condiciones
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Espectrometria de Fluorescencia Atdmica

que las lamparas deben tener son: la mas alta fuente de intensidad de
radiacion absorbiendo en el rango del atomo del elemento a ser
determinado, buena estabilidad por un largo tiempo, bajo ruido, corto
tiempo de precalentamiento y bajo costo. En el analisis de la
espectrometria de la fluorescencia atémica, las fuentes de luz de
excitacion usadas son: lampara de descarga vapor metalico, lAmpara de
xenoén-arc, lampara de descarga de electrodos, lampara de céatodo

hueco, ICP, laser y lampara de catodo hueco de alta intensidad.

3.2. Atomizador

El tubo de cuarzo de la flama de argdn-hidrégeno es especialmente
disefiado para la espectrometria de fluorescencia atbmica con generador
de hidruros. Este utiliza el borohidruro de potasio y una solucién en
medio acido para la produccion del hidruro volatil del analito de interés e
hidrogeno. Ambos son arrastrados por una corriente de Ar hacia el
atomizador de tubo de cuarzo, en donde también se produce la flama de
argon-hidrégeno, la cual es necesaria para una efectiva atomizaciéon del

elemento a ser determinado (Figura 7).

Ar+ H. + hydride: .
§500 mifmin

Figura 7. Tubo de cuarzo de la flama de argén-hidrégeno.
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Este sistema de atomizacion consiste de un tubo de cuarzo abierto, un
filamento de horno, materiales térmicos de insolacion y una cubierta
externa de metal. El filamento con 300 W es directa o indirectamente
calentado (winded on) a la parte externa del tubo de cuarzo. La
temperatura de calentamiento (850-900 ©C) es controlada por el voltaje

que se provee por la parte externa del tubo de cuarzo.

El sistema cuenta con dispositivos de componentes térmicos infrarrojos
y temperaturas bajas de auto ignicion de la flama de hidréogeno. La
temperatura de precalentamiento del atomizador es controlada por la
computadora para permitir la temperatura de atomizacion de los

diferentes elementos de anélisis.

3.3. Sistema o6ptico

Constituido por fototubos y fotomultiplicadores. El espectrOmetro de
fluorescencia atomica tiene un sistema de no dispersion sin
monocromador porque no hay requerimiento de division de luz. El
fotomultiplicador R166 es usado directamente, la seccidon de onda es de
160-320 nm y consiste de una fuente de luz de excitacion, atomizador,
fotomultiplicador y detector de amplificaciéon, estos componentes son

mostrados en la Figura 8.
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Fuente de
luz de
excitacion

| | | Lentes
(- Sistema de

\ | / procesamiento
\ | | Amplificador  de datos

\/

\l/ P —
A S~
\ -
Ny —

Atomizador

Figura 8. Sistema optico del AFS-640.

3.4. Sistema de deteccion

El rendimiento del fotomultiplicador depende de parametros como lo son
la respuesta espectral y sensibilidad del fotocatodo. La cantidad minima
de luz en el tubo esta en funcion de la corriente oscura. Normalmente
ésta debe estar debajo de 10® Ampere. El material del fotocatodo del
fotomultiplicador R166 es de Cs-Te, que es altamente sensible a la
radiacion de 160-320nm, pero no para longitudes de ondas mayores a
320 nm.

Como las normas internacionales y nacionales recomiendan medir el
plomo por espectrometria atomica, la determinacion de plomo en el
presente trabajo de investigacion, se hizo mediante la técnica de
Espectrometria de Fluorescencia atdmica acoplada a Ila
Generacion de Hidruros y Flujo Continuo como sistema de
introduccion de muestra (FI-HG-AFS, por sus siglas en inglés). Estos

sistemas son descritos de forma detallada en la siguiente seccion.
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El acoplamiento de HG con AFS ha provisto a la quimica analitica de una
poderosa herramienta para la determinacion de elementos que forman

hidruros volatiles incluyendo al plomo (Chen et al., 2002).

La generacion de hidruros separa el analito de interés de los
componentes indeseables de matriz y la fluorescencia atémica es
utilizada por su alta sensibilidad, amplio rango lineal, facil uso y bajo
costo (Leal et al., 2006).

La generacion de hidruros usualmente requiere grandes cantidades de
tetrahidroborato y oxidantes, incrementando el costo de los analisis
(Dedina, 2007). Ademas cuando se lleva a cabo la reaccidon se pueden
producir espumas y aerosoles; estos inconvenientes pueden ser evitados

con un sistema FIA (Baraguan et al., 2002).

En resumen, el acoplamiento de FI-HG-AFS es una técnica que permite
tener bajo consumo de reactivos y como consecuencia baja generacion
de residuos; por otra parte, ayuda a reducir las interferencias por
metales de transicién en comparacién con los sistemas batch, debido al
corto tiempo de interaccibn de la muestra-reactivos (Zheng et al.,
2009).
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4. Sistemas de introduccion de muestra
4.1. Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA)

El sistema de introduccién de muestra utilizado en esta investigaciéon es
el FIA, el cual se encuentra dentro de los métodos automaticos de
analisis. Esta técnica aparecié en 1975 propuesta por J. Ruzicka y E. H.
Hansen. Los componentes basicos son: un sistema impulsor de muestra
y reactivos, que en este caso es una bomba peristaltica, un conjunto de
tubos de plastico (manifold) flexibles de Tygon) y un detector (Figura 9)
(Ruzicka y Hansen, 1975). En este sistema un volumen constante de
muestra es intercalada en una corriente de liquido portadora (carrier) y
se le va haciendo confluir con los distintos reactivos del método analitico
(Cerd4a, 2006). El régimen de flujo es laminar, proporcionando
importantes ventajas al FIA: zona de muestra bien definida, caudales
reducidos y por lo tanto, consumo reducido de reactivos y alta

frecuencia de analisis (Cafizares, 2002).

bomba
peristaltica

Portador Detector

|
Muestra v, 1

KBH, \
Desecho

FLUJO / \
—p  Portador }Muestra }Portador Muestra

Figura 9. Configuraciéon basica para Andlisis por Inyeccion en Flujo
(FIA).
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Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA)

Como se menciond en el parrafo anterior, el régimen laminar permite
que exista una zona bien definida de bolo de muestra inyectado (Figura
9, parte inferior), produciéndose un gradiente de concentracion a lo
largo de todo el bolo. La figura 10 muestra la dispersion que sufre la
muestra bajo una configuracion FIA, al ser un sistema continuo se
obtiene una sefal en forma de pico, cuyo maximo corresponde a la

parte del bolo menos diluida (Cafizares, 2002).

A
o
o | Inyeccion h
< | del Flujo
c
: l
©
ic
()
0]
>
—> Direccion del Flujo T(s)

Figura 10. Senfal obtenida en una configuracion FIA.

Como se muestra en la parte superior de la Figura 10, la dispersion que
sufre el bolo de muestra en el tubo abierto al pasar a lo largo de la
configuracion; h, altura del pico; AD, ancho del pico en un diferencial de

tiempo AT.

Las ventajas mas sobresalientes de Ilos sistemas FIA son su
configuracion extremadamente simple, facil operacion y bajo costo (Leal
et al., 2006). Ademas, la gran reproducibilidad y el control de la

dispersion permiten realizar medidas cinéticas de flujo detenido.
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La rapida respuesta del FIA hace que se disponga de la informacion
analitica en tiempo real y la elevada resolucion temporal elimina la
necesidad de recoger muestras individuales y almacenarlas (Stewart y
Ruzicka, 1976). Ademas se consigue una disminuciéon de consumo de la
muestra y no se requieren ciclos de lavado para evitar la contaminaciéon

entre muestras.

Su punto débil es el uso de bombas peristalticas para la impulsion de los
liquidos, ya que estas bombas requieren el uso de tubos flexibles de
Tygon, lo que implica cambios en los caudales debido al aplastamiento
progresivo que sufren los tubos, los cuales son especialmente
vulnerables a reactivos agresivos como acidos 6 disolventes organicos
(Cerd4, 2006).

Este sistema de introduccion de muestra puede estar conectado a una

interfase como es la unidad de generacion de hidruros.

4.2. Generacion de Hidruros (HG)

La generacion de hidruros (HG) o generacién de vapor quimico (CVG,
por sus siglas en ingles), es uno de los métodos mas populares para la
determinacion de niveles traza y ultra traza de varios elementos
formadores de hidruros (Dedina y Tsalev, 1995). Este proceso se lleva
a cabo en presencia de tetrahidroborato (I11) (TBH) o boro hidruro de
potasio o sodio, el cual produce hidrégeno (Feng et al., 2005) en medio
acido (HCI) y convierte las especies idnicas de Ge, Sn, Pb, As, Sb, Bi,
Se, Te, en los correspondientes hidruros volatiles o elemento volatil en
el caso del Hg(ll) (D’Ulivo et al., 2008) y mas recientemente metales de
transicion y metales nobles (Pohl y Prusisz., 2007).
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Los mecanismos de la generacion de hidruros (Figura 11) en fase
acuosa en la reaccion con TBH han sido recientemente sujetos de varias
investigaciones tratando de clarificar muchos aspectos controversiales
de este sistema de reaccion (D’Ulivo et al., 2005; D’Ulivo et al., 2007),
asi como también, los mecanismos de descomposicion bajo condiciones
analiticas de reaccion (D’Ulivo et al., 2004). Para todos estos elementos

los productos finales son: AsH3z, SbH3, BiH3z, GeH4, SnH, y PbH4.

Analito Hidruro vol atil Detector
del analito
Pb(1V), As(IID), NaBH4 6 AFS, QTAAS
Bi(1II), Ge(IV), KBH,/ HCI PbH4, AsH3, BiH3, Atomizacion | ICP-AES, GF/E«AS,
Sb(III) Se(lV), |r— GeH2, SbH3 SeH2, 3| MDF
Sn(Iv), SnH4, TeH2

Figura 11. Esquema representativo de HG con deteccion de

espectrometria atomica.

Este mecanismo consiste esencialmente de dos etapas. En la primera
etapa, el TBH o uno de sus intermediarios (especies de hidroboro)
comienza su descomposicion e interactia con el analito formando
complejos analito-complejo borano intermediarios. En la segunda etapa
este complejo formado transfiere atomos de hidrégeno al atomo del
analito, por ejemplo, en AsH3z se le transfirieron 3 atomos de hidrégeno

de tres moléculas diferentes de borano.

Se presume que los mecanismos de reaccidon para metales de transicion
y metales nobles son similares, pero las investigaciones se han
dificultado por la naturaleza desconocida de productos e intermediarios
(Feng et al., 2005).

34



Interferencias en la HG

Entre los mecanismos que mas se buscan para ser clarificados en la
generacion de hidruros, esta el rol que juegan la composicion del medio
de reaccion en el control de la eficiencia, selectividad y tolerancia a
iones interferentes (Dedina y Tsalev, 1995), asi como también, la accion

de aditivos ampliamente conocidos, y su interaccion con el TBH.

5. Principales interferencias que tienen lugar en la generacion

de hidruros

Como se mencioné con anterioridad, la principal ventaja de la
generacion de hidruros es la separacion del analito de los componentes
indeseables de matriz (Kumar y Riyazuddin, 2010); sin embargo,
interferencias no espectrales pueden ocurrir en la fase liquida y fase
gaseosa debido a la contaminacion (Pierce y Brown, 1977) y a los
hidruros formados simultaneamente con el analito (Petrick et al., 1987);
ademas la adicion de acidos para la digestibn provoca también estas

interferencias (D’Ulivo et al., 1998).

Las interferencias pueden ocurrir en la etapa de la reaccidn quimica,
durante la formacion de los hidruros, en la separacion de las especies
volatiles de la fase liquida y durante la atomizacion (Dedina y Tsalev,
1995). La magnitud de las interferencias depende de factores como el
tipo de sistema de generaciéon de hidruros, el tipo de atomizador
utilizado, las concentraciones de acido y solucién reductora y el orden de
mezclado de los reactivos. En los siguientes parrafos se describen los

tipos de interferencias que existen y sus posibles mecanismos de accion.
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5.1.Interferencias en la fase liquida

Las interferencias de la fase liquida pueden ocurrir en la fase de
formacion del hidruro o en su transferencia, se dividen en dos: de

componentes y de matriz.

51.1. Interferencias por componentes

Relacionadas con el estado de oxidacion del analito en la muestra, que

puede ser diferente a los estados de oxidacion de los patrones.

51.2. Interferencias por matriz

Ocurren cuando la matriz de una muestra afecta la formacion del
hidruro y su eficiencia. La interferencia puede deberse a la presencia de
elementos de los grupos VIl y 1B, asi como a los acidos utilizados en la
digestion. También el transporte del hidruro generado puede
contaminarse con iones metalicos en el atomizador; estas especies

pueden encontrarse como metales libres o especies volatiles.

5.2.Mecanismos de interferencias en la fase liquida

5.2.1. Competencia por el reductor

Ha sido descrito que el analito y el interferente compiten por el TBH al
mismo tiempo, adn cuando la etapa de reaccion del analito con el TBH
es muy corta. Los problemas mas serios de interferencias que causan
una disminucion en la sefal analitica del elemento, son causados porque
los iones interferentes reaccionan mas rapidamente que el plomo o el

analito de interés (Thomson y Thomerson, 1980).
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Se ha observado que al aumentar la concentracion de TBH la sefal
analitica también aumenta, esto hace pensar que a una concentracion
alta de TBH se minimizarian las interferencias, sin embargo, s6lo una
pequefa fraccion del TBH es requerida para la generacion del hidruro
(Welz y Schubert, 1986). Desde este punto de vista, la competencia por
el agente reductor deberia disminuir la sefial analitica pero no inhibir la
formacion de los hidruros, es decir, no se consideraria como un

mecanismo de interferencia (Kumar y Riyazuddin, 2010).

5.2.2. Analito/Zanalito-hidruro e interferente

Mayer et al., (1979), describieron que precipitados insolubles formados
entre analito/analito-hidruro e interferente, pueden causar una
interferencia. El tiempo de contacto entre estas especies, el cual es mas
alto para sistemas batch que para sistemas de flujo continuo, es un
factor critico para que ocurra este tipo de interferencia (Kumar y

Riyazuddin, 2010).

5.2.3. Reducciéon preferencial del interferente

Los metales de transicion forman precipitados insolubles con el TBH
durante la generacion de hidruros (Welz y Melcher, 1984; Bye, 1986).
Estos precipitados son considerados metales coloidales, que co-
precipitan el analito o adsorben el hidruro del analito descomponiéndolo
cataliticamente. Esto se basa en que los metales de transiciobn son
buenos catalizadores para las reacciones de hidrogenizacion (Welz y
Melcher, 1984). El orden de mezclado de los reactivos es importante
para la formacion de los precipitados. Si el TBH se adicionara a las

muestras se formaria un precipitado de color negro, pero este
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precipitado no se forma si el HCI se adiciona primero (Pierce y Brown,
1977).

Welz y Schubert, (1986), observaron que altas concentraciones de HCIl y
bajas concentraciones del TBH podrian extender el rango de

interferencias.

El HCI incrementa la solubilidad de los metales precipitados y forma
cloro-complejos con los iones metalicos, disminuyendo la concentracion
de iones libres. Bajas concentraciones de TBH reducen la posibilidad de
que el ion interferente forme iones metalicos, que son como se
menciond con anterioridad, los que ocasionan las interferencias (Kumar

y Riyazuddin, 2010).

5.2.4. Formacion de complejos boro-metal.

El borohidruro reduce a los iones metalicos produciendo finas particulas
de metales y boro-metal (Glavee et al., 1992). Estudios en difracciéon
de rayos-X indican que los precipitados son boruros de metal y no
metales en su estado fundamental (Bye, 1986). Considerando la
quimica compleja de las reacciones TBH-analito-ion interferente, se
concluye que la formacion de coloides metalicos y boruros de metal y su
interaccion con el hidruro del analito, son los mecanismos de
interferencia de los metales de transicion y metales nobles (D’Ulivo et
al., 2008). La Figura 12 esquematiza las posibles fuentes de

interferencias en la generacion de hidruros.

38



Interferencias en la HG
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Figura 12. Posibles fuentes de interferencias durante diferentes etapas

involucradas en la generacion de hidruros.

5.3. Interferencias en la fase gaseosa

Son causadas por un interferente en forma volatii o como un spray

liguido (Dedina y Tsalev, 1995).

Estas especies interfieren con la produccion de radicales libres de
hidréogeno requeridos para la atomizacion. Ademas pueden acelerar la
recombinacién de iones del analito y se formar especies poliatbmicas o

particulas (Dedina, 2007).

Estas interferencias pueden ocurrir en la superficie o dentro del
generador 6 en la conexion del tubo que va al atomizador, lo cual trae
consigo un efecto de memoria. Segun el lugar en donde son originadas

las interferencias en Ila fase gas, se pueden dividir en dos:
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5.3.1. Interferencias en el transporte

Estas tienen lugar a lo largo de la ruta del hidruro del generador al
atomizador, causando pérdida del hidruro que contiene al analito de

interés.

5.3.2. Interferencias de atomizacion

Dependen del mecanismo de atomizacion del hidruro y de la

transferencia del analito a un atomizador en particular (Dedina, 2007).

6. Agentes enmascarantes y sus mecanismos de

accion

El uso de agentes enmascarantes es uno de los mas importantes
meétodos para el control de interferencias en la fase liquida, causadas
por metales de transicion (Kumar y Riyazuddin, 2010). En la fase
gaseosa, una de las interferencias que se pueden presentar es cuando
existe una mutua formacion de hidruros, es decir el del analito de
interés y el que se forma con el interferente. Esta interferencia podria
ser evitada en la formacion del hidruro interferente, adicionando un
aditivo que reaccione preferencialmente con el interferente mas que con

el elemento de interés.
Los mecanismos de accion de los agentes enmascarantes en HG son

explicados en base a Ila interaccion analito/interferente-agente

enmascarante (aditivo). Estos aditivos son adicionados a las muestras
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en un gran numero de casos (ejemplo, el KI con HCIl/acido
ascorbico)(D’Ulivo et al., 2002).

La accion del agente enmascarante podria ser debida a la precipitacion
del interferente. En algunos casos el modo de adicibn es de gran
importancia, ya que de ello depende la capacidad del agente
enmascarante, para inhibir o minimizar las interferencias que se

presentan comunmente en el analisis quimico (Schmidt et al., 1993).

En estudios recientes se ha propuesto que existe una fase de formacion
de haluros que cataliza la reaccion de HG, formando complejos que son
reducidos a hidruros mas rapidamente que si el analito estuviera

Unicamente como ion (Pitzalis et al., 2007).

Existen diferentes mecanismos por medio de los cuales los agentes
enmascarantes ejercen su accion, dependiendo del tipo de sustancia que

se emplee. A continuacion se describen algunos de ellos.

6.1. Mecanismos de accion de tioles

Un tiol es un grupo de la forma (-SH) y en la reaccion de HG se utiliza
para el control de las interferencias; L-cisteina (L-Cys), L-Cistina,
pencicilamina, tiourea, tioglicerol son algunos ejemplos de este tipo de

agentes enmascarantes (Pitzalis et al., 2007).

Existen dos mecanismos por medio de los cuales ejercen su efecto;
primero, formacion de un sustrato con el analito que es mas reactivo
con los intermediarios de hidroboro y segundo, la formacion de
complejos TBH-Cys del tipo (RS-BH3)", los cuales tienen mas propiedad

de reaccionar con el interferente y que es en lo que se ha hecho mas
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énfasis en recientes investigaciones (D’Ulivo, 2005). Se ha observado
que estos complejos son mejores reductores que el TBH por ser especies
donadoras de electrones (Dedina, 2007). Sin embargo, los tioles no son
efectivos para interferencias de Bi, Sb, Se o Te por la formaciéon de

complejos como RS-Se-SR (Marcucci et al., 2001).

6.2. Seleccion de los agentes enmascarantes

Para evitar las interferencias de otros elementos o de matrices
complejas, sobre la generacion del plumbano, el uso de los agentes
enmascarantes es uno de los métodos mas convenientes, su aplicacion,
es objeto de varias investigaciones (Zheng et al., 2009). En el caso del

plomo, diferentes aditivos han sido utilizados.

En China, algunos investigadores han descrito procedimientos en
sistemas AFS, para el analisis de Pb(ll) en muestras de vegetacion y
geoldgicas (Hill et al., 2000; Zhang, 1988), en las cuales las
interferencias han sido abatidas con fenantrolina, tiocianato y &acido

oxalico como agentes enmascarantes.

Un agente enmascarante ideal deberia de producir apropiadas
modificaciones quimicas en la etapa de generacion del hidruro,
reduciendo interferencias y manteniendo la sensibilidad analitica de la

técnica (Kumar y Riyazuddin, 2010).

Estas caracteristicas las tienen los siguientes aditivos: ioduro de potasio
(KD, 1,10-fenantrolina (FEN) y L-Cisteina (L-Cys) (Figura 13), los cuales
fueron seleccionados para probar su efecto sobre algunos iones
interferentes en la generacion del plumbano. Ademas, son algunos de

los mas populares agentes enmascarantes utilizados para el control de
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interferencias, probados en el analisis de otros elementos como selenio

y cobalto (D’Ulivo et al., 2002).

L-cisteina (L-Cys), se ha comprobado que es un agente enmascarante
cuyas propiedades son favorables para disminuir interferencias en la
fase liquida causadas por elementos de transicion (Chen et al., 1992;
D’Ulivo, 2002).

Figura 13. Agentes enmascarantes seleccionados.

1,10-phenantrolina (FEN), ha sido reportada para controlar
interferencias de Ni(ll) y Cu(ll) en analisis de muestras geoldgicas. Se
reportd que fue buen aditivo en la interferencia de Co(ll) sobre Pb(ll)
presente en un material de referencia certificado (BYG 2-1 y BYG 5-1)
(Zheng et al., 2009) (Kirkbright y Taddia, 1987)(Ek y Huldén, 1987).

loduro de potasio (K1), recientemente fue utilizado en el control de
interferencias de Ni(ll), Co(ll) y Cu(ll) en la determinacion de Te. EIl Kl
adicionado a la solucién reductora ha sido muy favorable y se han
obtenido mejores resultados que adiciondndolo a las muestras vy
estandares, donde fue inefectivo y los limites de tolerancia fueron los
mismos que los obtenidos en ausencia de agentes enmascarantes

(D’Ulivo et al., 2002) (Farias et al., 2002).
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7. Generacion del Hidruro de plomo (Plumbano)

La generacion del hidruro de plomo, mejor conocido como plumbano
(PbH4), es uno de los mas interesantes y controversiales casos, la
generacion del hidruro de plomo, mejor conocido como Plumbano
(PbH,), ya que pocos trabajos han sido realizados sobre su generacion,
debido a su inestabilidad térmica y bajo rendimiento (Denkhaus et al.,
1998).

La eficiente formacion del plumbano depende de los aditivos utilizados
en el sistema de reaccion, como lo son: peroxido de hidrégeno, H,O»
(Vijan y Wood, 1976), persulfato de amonio, (NH4)2S>,0g (Jin y Taga,
1982), dicromato de potasio, K;Cr,0O7 (Fleming, 1976), permanganato
de potasio, KMnO4 y Sulfato de cesio, CsSO, (Castillo et al., 1985),
Bromato de potasio, KBrO3; (Nakahara y Wasa, 1985), ferricianuro de
potasio, Kz [Fe(CN)e] (Tao y Zhou, 1985), con acidos inorganicos; acido
nitrico, HNO3 (Cabrera. et al., 1994; Madrid y Camara, 1994; Mena,
1997), acido clorhidrico, HCI (Ebdon, 1994), acidos organicos; malico,
tartarico, lactico (Maleki, 1999). Todos estos aditivos poseen excelentes

propiedades oxidantes.

Castillo et al., (1985), reporté que la generacion del plumbano es mas
eficiente para Pb(lIV) que para Pb(ll). Sin embargo, Nerin et al.,
(1989), estuvo en desacuerdo con la hipotesis antes mencionada,
porque en investigaciones llevadas a cabo, se demostrd que la presencia
de un oxidante fue siempre necesaria para mejorar la generacion del

plumbano, independientemente del estado de oxidacién del plomo.
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En la siguiente seccidn se analizan los mecanismos de reaccion llevados
a cabo en medio acido, entre el agente reductor tetraborohidruro de
potasio (TBH) y dos diferentes agentes oxidantes; ferricianuro de
potasio Kz(Fe[(CN)s]) y perdoxido de hidréogeno (H>03), como dos

métodos potenciales para las determinaciones de plomo.

8. El tetraborohidruro de potasio (TBH) y sus mecanismos de

reaccion en la formacion del plumbano

8.1. Hexacianoferrato 6 Ferricianuro de potasio como

agente oxidante

D’Ulivo et al., (2008), presentaron fuerte evidencia acerca de la gran
mejora que produce el hexacianorerrato (l111), también conocido como
ferricianuro de potasio o de sodio, en la eficiente generacion del
plumbano; sin embargo, esta hipoOtesis no puede ser explicada
facilmente considerando unicamente que el K3[Fe(CN)g] oxida al Pb(ll).
Si analizamos el potencial redox de la pareja de Fe[(CN)s]3/Fe[(CN)e]™
(E°=0.36V) y Pb(1V)/Pb(l1) (E°=1.69V) vy la reaccién (1), que debe de
tener un pK=45, la cual indica que esta reaccion por si sola no puede

llevar al plomo a su estado tetravalente de oxidacion.

2 Fe[(CN)6]™ + Pb™?—> 2 Fe[(CN)s]™ + Pb™.....(1)

En cambio la formacién entre los complejos de Fe[(CN)s]™3 y Pb(ll) y
Pb(1V), y entre Fe[(CN)¢]™* también con Pb(ll) y Pb(1V) inducen el
equilibrio de la reaccion hacia el lado derecho. Desafortunadamente no
se cuenta con las constantes de estabilidad para estos compuestos,
excepto para Fe[(CN)s]™ y Pb(ll), el cual forma un complejo insoluble

PbsFe(CN)s (pK=18.02) (Freund et al., 1959).
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Otra posibilidad entre los mecanismos de reacciobn aun no bien
establecidos es la reaccion que puede ocurrir entre el TBH (borohidruro
de potasio) y el hexacianoferrato (l11), la cual produce complejos

intermediarios de hidroborano que reaccionan con el Pb(ll).

El mecanismo de reaccion propuesto se describe a continuacién (D’Ulivo

et al., 2008).
I. La neutralizacion del HCI con NaOH.
H30" + OH — 2H,0.......... 2)
I1. Hidrdlisis del TBH en solucion acuosa.
Estrictamente relacionada con los mecanismos de generacion de

hidruros, es llevada a cabo mediante las siguientes reacciones

(K= 1 x 10° L mol™*s™ a 25°C)(Davis et al., 1962).

(BH4)_ + H,O + HY —> H,O—BHz + H, ......... (3)
H,O—-BHz; + H, O —»H,O-BH,OH + H, ......... (4)
H,O—-BH,OH + H,O —» Hzo—BH(OH)z + Ho .......... (5)
H,O-BH(OH), + H,O — B(OH)3; + H, + H,O .......... (6)
(BHs) + 3H»0 + H*—> B(OH)3 + 4Ho oo )

I1l. La reaccion del hexacianoferrato (I11) con (BH4) es valida en
solucibn acuosa en presencia de ligandos/donadores;
probablemente también se formen otros compuestos de
borano dependiendo del tipo de especies donadoras como H>O

o] OH" (Freund et al., 1959).
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8Fe[(CN)s]™> + (BH4) + 2H-0—> 8Fe[(CN)s]™ + (BO,) + 8H™

IV. La reaccion de oxidacion del Pb(ll) por hexacianoferrato (Il1).

2 Fe[(CN)6]™ + Pb*?> — 2 Fe[(CN)e]™ + Pb*™ . ............ (9)

V. La formacion del Plumbano, mediante la reaccion de Pb(ll) y
Pb(1V) con todos aquellos borano-complejos los cuales fueron

formados en el mismo medio de reaccion.

Pb(11)/Pb(1V) + [L,BH4,]™ —» PbH4 + productos ... (10)

8.2. Perodxido de hidrégeno y su mecanismo de accion

Fuertes agentes oxidantes combinados con &acidos inorganicos fueron
empleados en el 60% de casi 90 articulos publicados, en los cuales el
hidruro de plomo fue sintetizado con propdsitos analiticos, y en mas de
la mitad de ellos el perdoxido de hidrégeno fue usado como agente
oxidante (Baraguan et al., 2002). El H,O; es inestable y se descompone
rapidamente en oxigeno y agua con liberacion de calor mediante las
reacciones (11), (12), (13). También se muestran los potenciales de
oxidacion y reduccion los cuales nos indican que la primera reaccion es

mas factible de llevarse a cabo (Laborda et al., 2002).
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2Ht (aq) + H,0, (aq) + 2& — 2H0 () Eopy=1,77V ..., (11)

H,0, (aq) — O,(g) + 2H* +2e E%y= 0,67V ...(12)

2 HQOQ (EIC|] * 2 HQO + 02 ..(13)

De forma similar a como el hexacianoferrato (I1l1) actua sobre el TBH, lo
hace el peroxido de hidrégeno, es decir, actia como agente oxidante

sobre el TBH con la produccién de hidrégeno (Dedina y Tsalev, 1995).

Es por esto que la reaccion (7) es practicamente igual a la reaccion (14).
Desde el punto de vista analitico, el hidrogeno que se produce en esta
reaccion puede estar involucrado en la reduccion del metal o metaloide

y en la formacién del respectivo hidruro (Laborda et al., 2002).

A™ + (m+n)H — AH, + mH" (15)

En esta reaccion se asume que el analito es reducido, por lo tanto el
estado de oxidacion del analito en el hidruro deberia de ser menor que
el original. La asignhacion del estado de oxidacion del analito en la
molécula del hidruro es basada en el concepto de la distribucion de
electrones compartidos del analito y atomos de hidrégeno, teniendo en
cuenta sus electronegatividades (capacidad de los atomos de un
elemento para atraer hacia si los electrones de otro elemento y formar
un compuesto). Siguiendo la regla de la electronegatividad, se pudieran
establecer los estados de oxidacion de los diferentes elementos como
As, Sb 6 Pb en particular; sin embargo, existe una falta de acuerdo en la
literatura de quimica analitica. Bajo estas condiciones descritas, los

mecanismos de reaccion de formacién de hidruros son dudosos y los que
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ya se han descrito han sido hechos de conceptos inherentes

provenientes de otras areas de la quimica (Laborda et al., 2002).

Teniendo en consideracion los aspectos quimicos que involucran la
formacién del hidruro de plomo (plumbano) y que es poca la
informacién que existe sobre los aditivos necesarios para una eficiente
generacion del mismo, se analizaron en esta investigacion dos diferentes
agentes oxidantes (peroxido de hidrogeno y ferricianuro de potasio)
para establecer una comparacion entre ambos métodos y obtener una

mayor sensibilidad analitica y precision en las mediciones.
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Capitulo 111.
1. Objetivo general
Desarrollar, optimizar y validar una técnica analitica para Ila
determinacion de plomo a niveles traza en muestras ambientales y
bioldgicas.

1.1. Objetivos especificos.

Optimizar los parametros instrumentales de la técnica FI-HG-AFS para la

determinacion de trazas de plomo.

Aplicar y comparar dos métodos en la generacion del hidruro de plomo,
utilizando dos agentes oxidantes: peroxido de hidrégeno y ferricianuro

de potasio.

Estudiar las interferencias con los iones que mas comunmente son

encontrados en muestras ambientales y biolégicas por ambos métodos.

Elegir una de las metodologias, basandose en sus prestaciones analiticas

y en el estudio de interferencias.
Validar la metodologia seleccionada con dos materiales de referencia

certificados, el BCR-610 (agua de pozo) y el SRM-2976 (tejido de

almeja).
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Cuantificar los niveles de plomo en muestras ambientales y bioldgicas.

Estudiar el efecto de diversos agentes enmascarantes y su rol en el
abatimiento de interferencias presentadas en la generacion del hidruro

de plomo.

Calcular el Ilimite maximo permisible de concentracion a iones

interferentes utilizando agentes enmascarantes.

2. Hipotesis general

Es posible desarrollar, optimizar y validar una nueva técnica analitica

mas precisa y sensible para la determinacion de plomo en muestras

ambientales y bioldgicas.

2.1. Hipodtesis especificas

Es posible estandarizar los parametros instrumentales de la técnica FI-

HG-AFS para la determinacion de trazas de plomo.

Existen diferencias entre dos métodos para la generacion del hidruro de
plomo, si se utilizan dos agentes oxidantes; peroxido de hidrégeno y

ferricianuro de potasio.
Es posible detectar diferentes niveles de interferencias con los iones que
mas comunmente son encontrados en muestras ambientales vy

bioldgicas.
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No existen diferencias entre los valores certificados de cada uno de los
dos materiales de referencia certificados, el BCR-610 (agua de pozo) y
el SRM-2976 (tejido de almeja) y los valores obtenidos en el laboratorio,
mediante la técnica de FI-HG-AFS, por lo que es posible validar la

técnica.

La metodologia propuesta servira para la determinacion de plomo en

muestras ambientales y bioldgicas.
Existen diferencias entre los agentes enmascarantes y su rol en el
abatimiento de interferencias presentadas en la generacion del hidruro

de plomo.

Existe alguna mejoria en el limite maximo de concentracion de iones

interferentes utilizando los agentes enmascarantes.
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Capitulo 1V

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion fue llevada a cabo entre agosto del 2009 y diciembre
del 2010, en el Departamento de Medio Ambiente y Energias renovables
del Centro de Investigacion en Materiales Avanzados, S.C., (CIMAV), el

cual tiene su ubicacién en la ciudad de Chihuahua, Chih.., México.

1. Instrumentacion

Las mediciones de todos los experimentos se llevaron a cabo en un
espectrofotometro de fluorescencia atomica, AFS-640 (fabricado por
Beijing Raleygh Analytical Instrument Corp., China), con un sistema de
introduccion de muestra de inyeccién en flujo acoplado a un generador
de hidruros. Este consiste de una bomba peristaltica con dos canales,
uno de ellos aspira la solucion reductora, mientras que el otro aspira la
solucion de muestra/carrier; tiene un bucle de almacenamiento de
muestra y uno de reaccion, asi como dos corrientes de argéon (auxiliar y
principal). La fuente de luz, una lampara de catodo hueco, fue operada
a 80 mA en modo de doble pulso a 283.3 nm. EIl tubo fotomultiplicador
R166 fue empleado como sistema de deteccion. Todas las funciones del
equipo son controladas por medio de un software en la computadora del

mismo (Figura 14).
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2. Procedimiento.

En las mediciones, la bomba peristaltica impulsa la soluciéon reductora
(KBH4) dentro del médulo de mezclado. La corriente del carrier pasa a
través de la bomba peristiltica y entra dentro del bucle de
almacenamiento. Cuando la bomba se detiene, la recoleccion 6 carga

de la muestra esta completa.

Figura 14. Equipo AFS-640, bomba peristéaltica y generador de

hidruros, lamparas de alta intensidad.

Posteriormente, la bomba peristaltica enciende de nuevo y la corriente
del carrier empuja la muestra dentro del bucle de reaccion, donde la
generacion del hidruro se lleva a cabo. Durante este proceso, el hidruro
volatil del plomo (plumbano) y el gas hidrogeno generado entran dentro
del tubo del atomizador. Una vez atomizada la muestra, la lampara de
alta intensidad emite su radiacion sobre los atomos de plomo en estado
fundamental y se emite la fluorescencia cuando los electrones excitados

pasan a un nivel de excitacion menor. La sefal de la fluorescencia en
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tiempo real es traducida en un detector y detectada en el software del

equipo (Figura 15).

Fuente de
radiacion

Flama Hidrogeno- m 2833 nm

Detector

Argon

| Atomizador

| Camier AT
CarrierA; |
[ ap don
Bomba gas-liquido |
peristaltica [ ?
Reductor.
KBH4 Bucle de reaccion

= Residuos

S/IC | -_}
Mue_stra en Osucle de carga
medio
acido.

Figura 15. Esquema del funcionamiento del AFS-640.

3. Metodologia de la Investigacion

La metodologia, fue dividida en cuatro etapas, que se describen de
forma detallada en esta seccion, asi como los materiales y el disefio de
experimentos utilizados. En cada experimento se emplearon quimicos
de grado analitico. Para la preparacion de las soluciones se utilizé agua
desionizada con una resistividad de 18Q m™. El material de vidrio
necesario para las determinaciones fue sumergido en 10% (v/v) de
acido clorhidrico (HCIl) (J.T. Baker 37.6%) y acido nitrico (HNO3) (J.T.
Baker 64.8%), por 24 horas y después se enjuagd 3 veces con agua

desionizada para remover el exceso de los acidos.
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3.1. Optimizacion de la técnica analitica para las

determinaciones de Pb(Il), (Etapa 1)

En esta etapa se llevd a cabo la optimizacion de los pardmetros de
operacion del espectrometro de fluorescencia atdmica (AFS-640),
parametros analiticos, concentraciones de reactivos y el estudio de
interferencias de dos métodos analiticos: Método del perdxido (PM) y

Método del ferricianuro de potasio (FeM) (Figura 16).

Optimizacionde la técnica
analitica para las
determinaciones de Plomo

| I
Método del Perdxido Método del Ferricianuro
(PM) de Potasio (FeM)
Parametros de Concentraciones Parametros Estudio de
operacion del AFS de los reactivos Analiticos interferencias
Temperatura del atomizador Ks;[Fe(CN)¢] Limite de deteccién As Cd Hg Se
Flujo del gas argén HCI (30, n=10) Cr Zn Cu Ni
Flujo de inyeccion al detector H,0, RSD Fe Cu Al Co
Volumen de muestra KBH, (n=15)
Limite de cuantificacién
(n=10)
Frecuencia de analisis
(inyecciones h-1)

Figura 16. Optimizacion de la técnica analitica para las

determinaciones de Pb(ll).

Las concentraciones y modo de preparacion de las soluciones empleadas
en cada método con las cuales se comenz6 la optimizacion de los

parametros de operaciéon del AFS-640, se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Preparacion de reactivos en la optimizacién de los parametros
de operacion del AFS-640.

Reactivos y su

concentracion

Modo de preparacion

1.5 % (Mm/v)
KBH4
(Aldrich 98 %)

Se disuelven 7.5 g de KBH4, y 1 g de KOH en 500

mL de agua desionizada (PM).

7.5 gde KBH; , 1 g de KOH, 7.5 g K3[Fe(CN)s]
(7.5% m/v) (J.T.Baker 99.7%) en 500 mL de agua

desionizada (FeM).

1.5 % (v/v) HCI

15 mL de HCI, aforados en un matraz de 1000 mL
con agua desionizada. Solucion utilizada para el

aforo de los estandares y como carrier.

5% (V/V) H>0»
(J.T. Baker
30%)

Para cada curva de calibracion, 25 mL de H>0»,
aforados en un matraz de 500 mL, con HCI al 1.5%
(v/v) (PM).

Estandares de
Pb(Il), 20 pg L™
para PM y
10 pg L™ para
FeM

Los patrones fueron preparados diluyendo a partir de
una solucion patrén (high-purity standards) de 1000
mg L™ de Pb(ll), con la solucién de 5% (v/v) de
H>02, en (PM) y en el caso del (FeM), Unicamente

con HCI al 1.5% (v/v).

Estandares de
As(V), Se(lV),
Cr(111), Sh(lI,
Cu (1), Fe(llD),
Co(l1D), Zn(1D),
cd(rn), A,
Ni(11), Hg(11)

Estos patrones fueron preparados diluyendo a partir
de una solucion patron (high-purity standards), de
forma requerida para cada método y se utilizaron

para el estudio de interferencias.
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Para cada parametro de operacidon se construyeron graficas, en las
cuales se presenta su variacion contra la intensidad de fluorescencia que
da como sefal analitica el AFS-640; es decir, cada una de las variables
fue analizada de forma univariada (Tabla 6) en términos de obtener la

mejor sensibilidad analitica y precision en las mediciones.

Tabla 6. Variables de operacion.

1. Flujo de gas argén (mL min™t): 200, 300, 400, 500

2. Temperatura del atomizador (°C): 0, 100, 200
3. Volumen de muestra (mL): 0.666, 1, 1.333, 1.666, 2, 2.333

en PM y en FeM se incluyo el valor de 0.333

4. Flujo de muestra al detector (mL min™): 8, 10, 11.5, 13, 14.5
en PMy de 6, 8, 10, 12, 14, 16 en FeM

Las variables quimicas (concentraciones de los reactivos), fueron
optimizadas luego de haber fijado los parametros de operacion del AFS-
640. En la Tabla 7 se presenta la variacion de cada una de ellas,

procediéndose de la misma forma que en los parametros de operacion.

Tabla 7. Concentraciones de reactivos utilizadas en la optimizacion.

1. Concentraciones de KBH4 (2% m/v):1, 1.3, 1.5, 2, 2.5. 3, 4 en
PMyO0.5, 1, 1.5, 2.5, 3 en FeM

2. Ks[Fe(CN)s] (%6 m/v): 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5

4. H»05 (%6v/V): 3,5, 7, 10

5. HCI (%ov/vVv):1,1.5,2,2.5enPMy 1, 1.5, 2 en FeM

Con las variables de operacion y quimicas optimizadas, se calcularon los
parametros analiticos. Las curvas de calibracion de plomo fueron

construidas para obtener la linealidad de los métodos, que es la relacion
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entre la respuesta del instrumento a una concentracion conocida del
analito (Greenwood y Earnshaw, 2002). ElI limite de deteccion
corresponde a la menor cantidad de analito en una muestra que puede
ser detectado pero no cuantificado con exactitud (Miller y Miller, 2005).

También la desviacidon estandar relativa (RSD) también fue calculada.

Se construyeron dos curvas de calibracion con estandares de Pb(ll) y
para dos rangos de concentraciones en cada método: de 1 a 11 pg L™*
de Pb y de 10 a 80 pg L™ de Pb en el PM, por otra parte una curva de
0.5a2pug Lty unade8a80pugL™”dePbenel FeM. Se calcularon los
limites de deteccion y de cuantificacion, la desviacion estandar relativa

(RSD) y la frecuencia de andlisis para cada método.

La selectividad de la técnica propuesta fue evaluada estudiando el efecto
de la adicion de iones interferentes en la determinacién de 10 pg L™ de
plomo para ambos métodos, PM y FeM, considerando que un elemento
no interfiere cuando el maximo pico de variacion es tres veces menos
que la desviacion estandar (Leal et al., 2006). Los elementos utilizados
en este estudio de interferencias se mencionaron en la parte baja de la

Tabla 5.

3.2. Validacion del método seleccionado (Etapa 2)

Se selecciond el mejor método entre PM y FeM, en base a los resultados
obtenidos en los parametros analiticos. El método elegido fue validado
con dos materiales de referencia certificados (CRM): primero una
muestra de agua de pozo (BCR 610, Community Bureau of Reference) y
un tejido liofilizado de almeja (SRM 2976, National Institute of
Standards Technology). El contenido de plomo y de otros iones

presentes en los CRM se menciona en la Tabla 8.
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Tabla. 8. Concentracion de iones interferentes en los CRM.

BCR | Concentracion SRM Concentracion
610 pug L 2976 pg L
As 10.8 As 13.3+ 1.8
Cd 2.04 Cd 0.82 = 0.16
Cu 45.7 Cu 4.02 +£0.33
Ni 22.6 Fe 1.19 + 0.18
Al 159 Se 1.80 = 0.15
Zn 137 =+ 13

Se pesaron 0.5 g de SRM-2976 en los contenedores de tefléon del
microondas utilizado para la digestion (MARSx, CEM) con 1.2 mL de
acido nitrico y 3.5 mL de agua desionizada (Reis et al., 2008). Después
de la digestion del material, la muestra fue filtrada y diluida en 50 mL

con agua desionizada, y se procedié a su medicion (Figura 17).

El BCR-610 fue analizado directamente sin necesidad de digerir en el
microondas (Figura 17). Se afiadio ioduro de potasio (KI) al 1.8% como
agente enmascarante dentro de la solucidon reductora para evitar efectos
negativos en la sefal analitica por la presencia de los iones

interferentes.
Las muestras fueron analizadas por triplicado y se utilizé la prueba

estadistica “t” student con el objetivo de comparar las medias de los

resultados con las concentraciones certificadas (Miller y Miller, 2005).
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seleccion del método analitico y
su validaciéon con Materiales de Referencia
Certificados (CRM)

| S

SRM2976 BCR610
Tejido de almeja (NIST) Agua de pozo
(instituto para Materiales de
Referenciade la Comision Europea)

Preparacionde la
muestra sélida

Medicion de Pb(II)

<

<

Proceso de
digestion en Microondas

.

Medicion de Ph(II)

Figural7. Diagrama de flujo en la preparacién de los CRM.

3.3. Determinacién de Pb(ll) en muestras ambientales y

biolégicas (Etapa 3)

Para probar la aplicabilidad de la técnica seleccionada, se llevaron a
cabo mediciones de plomo en muestras ambientales y bioldgicas. Se
utiliz6 el método de adicibn de estandar y se midieron las
recuperaciones del analito de interés en agua de la llave, muestra de
agua de mina tratada y en muestras de sangre, plasma y suero (Figura

18). Las muestras fueron analizadas por duplicado.

Las muestra de agua de grifo y de agua de mina tratada se filtraron, y
con ellas se prepararon los estandares de Pb requeridos, para la
obtencion de los porcentajes de recuperacion, mediante su medicion en
el equipo de fluorescencia atbmica. Para las muestras de agua de mina

tratada, se tomaron 20 mL de las mismas, se les adicionaron las
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concentraciones de Pb(ll) correspondientes y se aforaron con 50 mL de

agua desionizada.

/ Determinacionde Pb(II) utilizando el método analiticovalidado \

y mediante la adicion de estandar
en muestras

\/

Ambientales Biologicas
Agua de grifo Agua tratada sangre Suero Plasma
provenientede

. -

Figura 18. Modo de preparacion de muestras ambientales y bioldgicas.

Se pesd6 aproximadamente 1 gramo de cada una de las muestras
biol6gicas analizadas y se realizé la digestiéon con 10 mL de HNO3 para
luego aforar a 100 mL con agua desionizada. A los estandares de plomo
se les adicion6 2 mL de cada muestra y se aforaron a 50 mL con la
solucion de HCL al 1.5 %(v/v). Los porcentajes de recuperacion fueron

obtenidos de igual forma que en las muestras ambientales.
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3.4. Estudio de Agentes Enmascarantes (Etapa 4)

El estudio detallado de agentes enmascarantes (AE) y su posible

influencia en las interferencias que afectan la generacion del plumbano

fue llevado a cabo en tres fases (Figura 19).

En la primera fase se

construyeron curvas de calibraciéon probando diferentes concentraciones

de los AE, con la finalidad de observar si existia pérdida de sensibilidad

en el método, es decir, si la presencia de los AE causaba por si misma

algun tipo de interferencia.

Los AE utilizados y la forma en que fueron preparados se muestran

Tabla 9.

1
Optimizacion
de las
concentraciones
de los AE
utilizando curvas
de calibracién

3

Calculo del Estudio de
limitede agentes
toleranciaa enmascarantes
iones (AE)

interferentes
utilizando los AE

2
Comportamiento
de los AE con los
iones
interferentes

Figura 19. Diagrama de flujo del estudio de agentes

enmascarantes.
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Tabla 9. Procedimiento para la Preparacion de los AE.

Agentes enmascarantes

Modo de preparacion

loduro de potasio (J.T.Baker

99.6%0)
Concentraciones preparadas:
0, 1.8, 3.6 % (mM/v)
Estandares de Pb(ll) para las
curvas de calibracion:

2,4,6,8,10 (ug L™

Se pesan 9 g de Kl para obtener
una concentracion de 1.8% vy se
disuelven en 500ml de la solucion
reductora KBH, al 1%.

1,10-Fenantrolina

0.03 g de 1,10-Fenantrolina se

(Mallinckrodt Chemicals ). pesan y se disuelven en 100 mL de
Concentraciones preparadas:

0, 0.03, 0.3 % (M/v)

acido acético al 1.2%, ajustando el
pH a 4 adicionando gota a gota

Estandares de Pb(ll) para las una solucion de NaOH al 4.5%.

curvas de calibracion:

2,4,6,8,10 (ug L™

De esta solucion se toman 2 mL y
se adicionan a cada matraz (50

mL) de prueba.

L-Cisteina (aldrich 97%b)
Concentraciones preparadas:
0, 0.6, 1, 1.5% (M/Vv)
Estandares de Pb(ll) para las
curvas de calibracion:

2,4,6,8,10 (ug L™

La disolucion de L-Cisteina se
preparo disolviendo 3 g en 500 mL
de una solucion de HCIl al 1.5% y
se adiciona a los estandares de

plomo hasta el aforo.
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En la segunda fase, se analizé la influencia de los AE sobre los iones
interferentes de As(V), Cr(l1l), Cu(ll), Fe(lll). El analisis se realizo
mediante un analisis de varianza (ANOVA), considerando un disefio de
tratamientos factorial 4x4. El Factor A fue el agente enmascarante y se
consideraron cuatro niveles; ioduro de potasio (kl), L-Cisteina (LC),
1,10-Fenantrolina (FEN) y sin agente enmascarante (SA). El Factor B
fue la concentracidon y se consideraron diferente nimero de niveles para

cada ion interferente.

Como resultado de este disefio factorial se obtuvieron los tratamientos,
los cuales se analizaron bajo un disefio experimental completamente al

azar con dos repeticiones.

La significancia estadistica fue considerando un nivel de a=0.01. La
deteccion de interaccion se plasmé en una grafica para mostrar este
efecto. El disefio experimental para cada ion interferente se presenta en

la Tabla 10.

El analisis de datos estadisticos se realizO mediante un analisis de
varianza (ANOVA), con el objetivo de determinar si existia efecto por
agente enmascarante (Factor A), o por las diferentes concentraciones de
los iones interferentes (Factor B). Asi mismo, se analizaron las
interacciones entre los factores y los niveles de cada factor. Se utiliz6 el

programa estadistico Minitab 15.

Con el objetivo de probar la aplicabilidad de los AE, en la fase tres, se
llevé a cabo el calculo de los limites de tolerancia a iones interferentes
utilizando los agentes enmascarantes de igual forma que se hizo en el

estudio de interferencias y con la informacion obtenida en la fase 2.

65



Materiales y métodos

Tabla 10. Disefio experimental factorial para el estudio de AE.

Elemento

Factor A

Factor B

As

Experimento

Agente enmascarante

Nivel 1: sin agente

Concentraciones de As

(ug LD

1 enmascarante Niveles (4):
Nivel 2: loduro de potasio 0, 100, 200, 300
Nivel 3: L-Cisteina
Nivel 4: 1,10-Fenantrolina No. de tratamientos:
16
Fe Agente enmascarante Concentraciones de Fe

Experimento
2

Nivel 1: sin agente
enmascarante

Nivel 2: loduro de potasio
Nivel 3: L-Cisteina

Nivel 4: 1,10-Fenantrolina

(ug L)

Niveles (6):
0, 100, 200, 300, 600,
1000
No. de tratamientos:
24
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Tabla 10. Disefio experimental factorial de AE (continuacion).

Cu

Agente enmascarante

Nivel 1: sin agente

Factor B:

Concentraciones de Cu

Experimento | enmascarante
3 Nivel 2: loduro de potasio Niveles (5):
Nivel 3: L-Cisteina 0, 300, 600, 1000,
Nivel 4: 1,10-Fenantrolina 2000
No. de tratamientos:
20
Cr Agente enmascarante Concentraciones de Cr

Experimento
4

Nivel 1: sin agente
enmascarante

Nivel 2: loduro de potasio
Nivel 3: L-Cisteina

Nivel 4: 1,10-Fenantrolina

Niveles (4):
0, 100, 200, 400

No. de tratamientos:
16
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Capitulo V

RESULTADOS Y DISCUSION

La optimizacion de las variables fue analizada de forma univariada y en
términos de la mayor sensibilidad analitica y la mas baja desviacion de
la seflal (mediciones precisas). Los resultados de cada etapa de la

investigacion se presentan en la siguiente seccion.

Optimizacion de la técnica analitica para las determinaciones de
Pb(11) (Etapa 1)

1. Optimizacion de las condiciones de operacion del AFS-640

1.1. Flujo del gas argén

Se estudio el efecto del flujo de argbn como carrier sobre la intensidad
de fluorescencia (Figura 20). A bajo flujo de argdn se obtuvo menor
intensidad de fluorescencia, debido a la descomposicion relativa del
PbH, antes de llegar al atomizador (Madrid y Camara, 1994); mientras
tanto, a flujos de argdbn muy altos pueden ocurrir dos inconvenientes
que producen una menor reproducibilidad de la sefal:el primero es que
las particulas sélidas de borohidruro de potasio sean arrastradas y
depositadas en el tubo de cuarzo lo cual ocasiona que no exista un buen
transporte del plumbano al atomizador (Maleki et al, 1999) y segundo,

que puede existir una formacion de burbujas en el separador gas-liquido
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ocasionando un arrastre de pequeflas gotas de agua al tubo del

atomizador (Madrid y Camara , 1994).

La mayor intensidad de fluorescencia y mejor precision en las
mediciones, se encontré a flujos de argén de 400 mL min™* en PM y de
300 mL min? en el FeM. Estos valores fueron utilizados en los

subsecuentes experimentos de la investigacion.

3000
2500
2000

w1500

I

1000

500

ﬂ | | I | | |
0 100 200 300 400 500 600

Flujode gas argon mL min1

Figura 20. Optimizacion de los flujos de argon.

Las condiciones de operacion utilizadas fueron: en el método del
peréxido una solucién de 20 pg L™ Pb, 1.5 % (v/v) HCI, 1.5 % (m/v)
KBH4 y 5% (v/v) H,O. Para el método del ferricianuro: 10 pg L™ Pb,
1.5 % (v/v) HCI, 1.5 % (m/v) KBH4 y 1.5% (m/v) [KsFe(CN)g].
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1.2. Temperatura del Atomizador

La importancia de esta optimizacion radica en que seleccionando una
adecuada temperatura del atomizador (temperatura adicional a la
proporcionada por la flama) aseguramos una completa y mas eficiente
atomizacion de plomo que proviene del plumbano (Madrid y Camara,
1994). El pico de la mas alta intensidad de fluorescencia de plomo fue
monitoreado para obtener la mayor sensibilidad. ElI mejor resultado
obtenido para el método del peréxido fue de 100°C y para el método del
ferricianuro 0°C, es decir, temperatura ambiente (Figura 21). Esto
debido probablemente a que las reacciones llevadas a cabo con el
peroxido de hidrogeno son menos eficientes en lo que se refiere a la
produccion de hidrégeno, elemento indispensable para sostener la flama

argon-hidrogeno.

3000 !

2500 \
2000 -
b 1500 ——FeM
-2-PM
1000 - l
500 / =
O | | |
0 100 200

Temperatura del Atomizador

Figura 21. Optimizacion de la Temperatura del Atomizador.
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En esta optimizacion las condiciones de operacion que se utilizaron son:
estandar de Pb(ll1) de 20 pg L™, KBH, al 1.5% (m/v), HCI 1.5% (v/v),
H,0, al 5% (v/v) para PM y un estandar de Pb(Il) de 10 pg L™, KBH4 1
% (m/v), HCI 1.5% (v/Vv) y [K3Fe(CN)s] 1.5% (m/v).

Esto tiene como consecuencia que la temperatura de la flama por si sola
no es capaz de proveer una eficiente atomizacion del plomo,
necesitando una temperatura extra durante el transporte del plumbano
a través del tubo del atomizador y que es provista por medio de una

instruccién al software y con una resistencia del equipo AFS-640.

1.3. Efecto del volumen de muestra

Buscando obtener un compromiso entre la mas alta sefal analitica y un
adecuado volumen de muestra, el tiempo de carga de muestra fue
optimizado (Leal et al, 2006). Se observd que conforme se variaba el
volumen de muestra, la sefal de intensidad de fluorescencia también
aumentaba, sin embargo, el gasto de reactivos se incrementaba al
mismo tiempo (Wu et al., 2007). La velocidad de flujo se mantuvo
constante a 10 mL min-!. Por estas razones el tiempo de carga fue
puesto en 10 segundos y el volumen de muestra calculado fue de 1.6
mL en PM (Figura 22) y de 8 segundos con un volumen de muestra de

1.3 mL para FeM (Figura 23).
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1200 -
1000 - 1.6 mL
800 - ‘lL
s 600 -
400 -
200 -
O - T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5
Volumen de muestra (mL)

Figura 22. Volumen de muestra para el método PM.

4000 -
3500 - 1.3mL
3000 - 1
2500 -
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1500 -
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0 . . . . .
0 0.6 1.2 1.8 2.4 3
Volumen de muestra (mL)

Figura 23. Volumen de muestra para el método FeM.

Para optimizar el volumen de muestra en ambos métodos, se
utilizaron las mismas concentraciones de reactivos, del mismo modo

que en las optimizaciones anteriores.
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1.4. Efecto de la velocidad de flujo de la muestra y reactivos
hacia el detector sobre la sefal analitica de intensidad de

fluorescencia

Esta descrito en la literatura que bajas velocidades de flujo de muestra y
reactivos hacia el detector producen picos mas anchos y una
disminucién en la frecuencia de analisis. Por otra parte, altas
velocidades de flujo podrian causar un incremento de la presion dentro
del FI (Injection Flow system), dafando la repetitividad de la sefial (Leal
et al., 2006). Con el objetivo de minimizar estos inconvenientes, la
Optima velocidad de inyeccion fue obtenida variando el caudal de la
muestra, obteniendo un valor de 10 mL min™' para ambos métodos.

Estos resultados son mostrados en la Figura 24.

2400 - 1

2200

2000 - '//**"‘““*-‘~h,
1800 -

1600 -
1400 -
1200 -

1000 - 1 ——FeM
800 -

600 - I".k1lﬂ._.
400 -
200 -
O T T T T T T |
0 25 5 7.5 10 12,5 15 17.5
Caudal de inyeccién (mL min1)

IF

Figura 24. Optimizacion del Caudal de Inyeccion de muestra.

Condiciones de operacién: estandar de Pb(ll) de 20 pg L™, KBH, al
1.5% (m/v), HCI 1.5% (v/v), H>0, al 5% (v/v), 1.666 mL de muestra
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para PM y un estandar de Pb(ll) de 10 pg L™, KBH4s 1 % (m/v), HCI
1.5% (v/v), [K3zFe(CN)es] 1.5% (m/v), volumen de muestra de 1.3 mL.

La Tabla 11 resume los resultados de las optimizaciones instrumentales
llevadas a cabo por ambos métodos (PM y FeM), asi como también otras
condiciones del equipo (Tabla 12) cuyos valores fueron provistos del

manual de operacion del AFS-640.

Tabla 11. Optimizacion del sistema de inyeccion en flujo (FI).

Sistema FI apMm PEeM

Volumen de muestra 1.6 mL 1.3 mL

Flujo de inyeccién ael |10 mL min? |8 mL min™

detector

Tabla 12. Optimizacion de parametros del AFS-640.

AFS-640 2pPM PFeM
Corriente de la lampara 80 mA 80 mA
Negative high voltage 270 mV 270 mV
Corriente auxiliar de catodo 0 mA 0 mA
Altura del atomizador 7 mm 7 mm
Temperatura del atomizador 100 °C Room temp.
Flujo del gas argén 300 ml Lt | 400 mIL*
Flujo auxiliar de argén omiL? omlL?
Tiempo de pre-lectura 6 Delay time 6 seg 4 seg
Tiempo de lectura 6 Reading time 24 seg 22 seg
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2. Optimizacion de las variables quimicas
2.1. Concentracion de KBH4

La solucion de KBH4 es utilizada como agente reductor, sin embargo,
también provee el hidrégeno necesario para soportar la flama de argén-
hidrégeno (Wu et al., 2007). Como se muestra en la Figura 25 a bajas
concentraciones de borohidruro de potasio no existe una buena
eficiencia para llevar a cabo las funciones antes descritas, mientras
tanto, a muy altas concentraciones (>2.5% m/v) se incrementan la
sefal, pero hay una excesiva formacién de espuma y aerosoles y el
gasto del reactivo puede ser mayor (Baraguan et al., 2002), por este
motivo las concentraciones de 1.5 y 1% (m/v), fueron seleccionadas

para PM and FeM respectivamente.

2500 + l

2000 -
——FeM
1500 -
L -=-PM
1000 - 1
500
O |

0O 05 1 15 2 25 3 35 4 45

Concentracion de KBH, %(m/v)

Figura 25. Efecto de la concentracién del TBH (KBH4) sobre la sefal
analitica del Pb(ll).
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En este experimento se utilizaron los parametros del equipo optimizados
y las siguientes concentraciones de reactivos: para PM 20 pg L™ Pb(ID),
1.5 % (v/v) HCI, 5%(v/v) H»,O5. Y en el FeM una solucién de 10 pg L™
Pb(11), 1.5 % (v/v) HCI, 1.5%(m/v) [KsFe(CN)s].

2.2. Perdéxido de Hidrégeno como agente oxidante

Como se menciono con anterioridad, en mas de la mitad de 90 articulos
publicados, el peroxido de hidrogeno es empleado como agente oxidante
para la generacion del hidruro de plomo (Baraguan et al., 2002); en

este método una soluciéon al 5% (v/v) de H,O, fue utilizada (Figura 26).

700
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IF
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Concentracion del H;0,; %(m/v)

Figura 26. Influencia de la concentracion de peréxido de hidrogeno en

la sefal analitica del Pb(ll).
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Las condiciones de operacion utilizados fueron: 20 pg L™ Pb(ll), 1.5 %
(v/v) HCI, 1.5 % (m/v) KBH4, 1.666 mL de muestra y un caudal de

inyeccion de 10 mL min™.

Tal como se muestra en la Figura 26 al aumentar la concentracion del
H,O, la intensidad de fluorescencia aumenta; sin embargo, la precision
de las mediciones disminuye. Por este motivo, se decidié utilizar una
concentracion en la cual exista un compromiso entre una alta sefal

analitica y buena precision.

2.3. Ferricianuro de potasio como agente oxidante

El rol del Kz[Fe(CN)s], que es uno de los aditivos méas utilizados para
hacer mas eficiente la generacion del hidruro de plomo (Dedina y
Tsalev, 1995), es la oxidacion del Pb(ll) al Pb(1V) (D’Ulivo et al., 2007).
Los resultados obtenidos mostraron que a partir de una concentracion
del 1% (m/v) del Kj3[Fe(CN)g], la intensidad de fluorescencia es
mantenida casi de forma lineal, dando fuerte evidencia de que estos
reactivos reaccionan entre si para formar compuestos intermediarios
que favorecen la formacion del plumbano; es decir si la concentracion
del TBH es constante (reactivo Ilimitante) y se incrementa la
concentracion del hexacianoferrato (I11), éste ultimo se convertiria en el
reactivo en exceso. De este modo la reaccion, en algdn momento llega
a un punto de equilibrio, en donde ya no hay mas formacion de
complejos que reaccionen con plomo y hagan mas eficiente la formaciéon
del plumbano. Este hecho fue mencionado de forma detallada en el
marco tedrico cuando se describiéo el mecanismo de la generacion del

plumbano. Por lo tanto, 1.5% (m/v) fue seleccionado como valor

77



Resultados y discusiéon

o6ptimo (Figura 27), presentando la menor desviacion estandar entre sus

mediciones y la sefal analitica mas alta.

2400 -

2300 - /‘\”4
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Concentracion de K;[Fe(CN)g] % (m/v)

Figura 27. Influencia de la concentracion del ferricianuro de potasio en

la sefial analitica del Pb(ll).

Las condiciones de operacién para este experimento fueron: 10 pg L™
Pb(ll), 1.5 % (v/v) HCI, 1.5 % (m/v) KBH4, 1.3 mL de muestra y un

caudal de inyeccién de 10 mL min™.

2.4. Efecto de la concentracion de HCI

La eleccion del medio &acido que va a ser utilizado depende
principalmente de consideraciones practicas, como son la pureza del
reactivo, su disponibilidad y precio (Karadjova et al., 2007). En los
experimentos de este trabajo de investigacion se eligio HCI de alta
pureza, calidad INSTRA.
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La influencia de la concentracion de HCI sobre la sefial analitica ha
sido evaluada (Figura 28), asi como también los valores de pH para
cada solucion de HCI (Figura 29). La sensibilidad de la técnica fue
alta en 1.5% (v/v) de HCI para ambos métodos, PM and FeM. La
acidez de las muestras y estandares fueron también optimizadas, ya
que sus valores deben de ser similares entre si, para asegurar una
mayor sensibilidad (Li y Pacey., 1995). La generacion del plumbano

siempre es mas favorecida a un bajo pH (pH<2) (Wu et al., 2007).

3000 -
2500 - 1
2000 -
o]
1500 - ——FeM
1000 - 1 --PM
500 -
O | T | | | |
0 05 1 15 2 25 3
Concentracién de HCI %(m/v)

Figura 28. Optimizacion de la concentracion del HCI.

Condiciones de operacién para PM: 20 pg L™ Pb, 1.5% (m/v) KBH,,
5%(v/v) H202 y un volumen de muestra de 1.6 ml. Y en FeM se
utilizé una solucién de 10 pg L™ Pb(Il), 1 % (m/v) KBH,4, 1.5%(m/v)
[Ks Fe(CN)s]. En ambos métodos una velocidad de inyeccion de 10

mL min™ fue puesta en el equipo de AFS.
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Figura 29. Efecto de la sefal analitica del plomo a diferentes pH

para los métodos analiticos PM y FeM.

3. Parametros analiticos

3.1. Curvas de Calibracion, Ilimites de deteccion (LD) vy

cuantificacion (LQ) y desviacion estandar relativa (RSD)

Las curvas de calibracion de plomo fueron construidas para determinar
la linealidad de los métodos, que es la relacion entre la respuesta del
instrumento a una concentracion conocida del analito (Skoog, 1990). El
limite de deteccion corresponde a la menor cantidad de analito en una
muestra que puede ser detectado pero no necesariamente cuantificado
con exactitud (Miller y Miller, 2005). La desviacion estandar relativa
también fue calculada. Todos estos valores asi como los datos de las

curvas de calibracion son mostrados en la Tabla 13.
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Tabla 13. Parametros analiticos del sistema FI-HG-AFS en PM

Parametros Curva 1 Curva 2
analiticos
Rango lineal (ug L™) 1-11 10-80
Ecuacion de la curva Y=43.83x+0.175 Y=28.96x+53.63
Coeficiente de R=0.9994 R=0.9999

correlacion

Limite de deteccidn 0.42 0.83
(kg L™ (30), (n=10)
Limite de 1 No aplica

cuantificacion

(ng L)
RSD (n=15) 7.15 2.29
estandar de 3 pg L™* | estandar de 40 pg L™
Frecuencia de 53 inyecciones h™ 53 inyecciones h™
muestreo

En las Figuras 30 y 31 se presentan las curvas de calibracion
construidas para el método del peréxido. Las condiciones de operacion
fueron: KBH4 al 1.5% (m/v), H,O, al 5% (v/v), HCI 1.5% (v/v), un
volumen de muestra de 1.666 mL y con un flujo de inyeccién de 10 mL

min?t.
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500 -
450 y = 43.833x + 0.1755
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Figura 30. Curva de Calibracién rango de 1 a 11 pg L™ de Pb(ll), en
PM.
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Figura 31. Curva de calibracién del rango de concentracién entre 10 y
80 pg L™ de Pb(ll), en PM.
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Las condiciones de operacion utilizadas en la construccién de las curvas
de calibracion en FeM (Figura 32 y 33) fueron: 1 % (m/v) KBHyg,
1.5%(m/v) de K3z[Fe(CN)s], un volumen de muestra de 1.3 mL y un

flujo de inyeccién de 10 mL min™. Los parametros analiticos obtenidos

para el método del ferricianuro de potasio se presentan en la Tabla 14.

Tabla 14. Parametros analiticos del sistema FI-HG-AFS en FeM.

Parametros Curva 1 Curva 2
analiticos
Rango lineal (ug L™) 0.5-2 8-80

Ecuacién de la curva

Y=360.07x+20.474

Y=192.1x+676.61

Coeficiente de 0.9975 0.9986
correlacion
Limite de deteccion 0.03 0.062
(Mg L™ (30), (n=10)
Limite de
cuantificacion 0.5 No aplica
(Mg L™)
1.14 0.83
RSD (n=15) estandar de 1.2 pg L™ | estandar de 50 pg L™

Frecuencia de

muestreo

70 inyecciones h™

70 inyecciones h™
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800 - y = 360.07x + 20.474
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Figura 32. Curva de calibracion del rango de concentracion de 0.5 a

2 pug L™ de Pb(ll) en FeM.
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Figura 33. Curva de calibracion de para el rango de concentracion de 8
a 80 ug L™ de Pb(Il) en FeM.
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De los resultados obtenidos en la construccion de las curvas de calibrado
de ambos métodos, se puede observar que los parametros analiticos del
meétodo que utiliza ferricianuro de potasio como agente oxidante,
presenta mejores limites de deteccion y de cuantificacion, mejor
precision y mayor frecuencia de muestreo, en relacién a los resultados
obtenidos con el método que utiliza al peréxido de hidrébgeno como

agente oxidante.

Se debe puntualizar que ambos métodos presentan buena sensibilidad y
precision en las mediciones de Pb(ll), ademas de contar con un amplio
rango lineal. En el método del PM se pueden determinar
concentraciones desde 1 a 80 pg mL™* y en el FeM concentraciones
desde 0.5 a 80 pg mL™.

4. Interferencias

El estudio de las interferencias fue llevado a cabo en presencia de
metales de transicibn como zinc, fierro, cobalto, niquel y cromo, asi
como también con elementos formadores de hidruros como arsénico,

antimonio, cadmio, mercurio y aluminio.

En la mayoria de los casos las interferencias causadas por los iones
mencionados anteriormente, disminuyen la sefial (interferencias
negativas) para concentraciones mas altas que aquellas mencionadas en
la Tabla 15. EI mayor problema con la determinacién de plomo por la
técnica de generacidon de hidruros es que es altamente susceptible a
sufrir interferencias, las cuales restringen severamente el analisis de

matrices complejas (Zheng et al., 2009).
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Como se menciond en la secciéon del marco teoérico, donde se habla de
los mecanismos de interferencias que existen, hay elementos que
forman hidruros volatiles y ademas producen alta supresion de la sefal
analitica, debido a su competencia por el agente reductor y a que
reaccionan con él de forma mas rapida en relacion con la velocidad con
la que el plomo puede reaccionar (Kumar y Riyazuddin., 2010). Por lo
tanto, arsénico, antimonio, mercurio y selenio pueden suprimir la sefal
afectando la generacion del plumbano en ambos métodos, aun si sus

concentraciones son tan bajas como las del analito de interés.

Con el método del peréxido de hidrégeno (Tabla 15), 1000 pg L™ de
cadmio y zinc fueron tolerados. El zinc es un elemento considerado
como fuente de produccidon de hidrégeno (Laborda et al., 2002) en
ciertos tipos de reaccion, con lo que se tendria una mejor atomizaciéon
en la reaccion de generacion del plumbano, dado que se sostendria de

una forma mas eficiente la flama H,-Argéon (Dedina y Tsalev, 1995).

Sin embargo, el plomo presenté muy poca o nula tolerancia a los iones
cobre y selenio utilizando ambos métodos. Otros niveles de tolerancia
bajos fueron obtenidos para metales de transicibn como cromo, fierro,
niquel, cobalto. Esto puede ser debido a la adsorcion del hidruro sobre
pequefias esferas metalicas que son formadas por reduccion de los

elementos antes mencionados (Leal et al., 2006).
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Tabla 15. Limites de tolerancia a iones interferentes en la
determinacién de 10 pg L™ de Pb (I11) con H,0, y Ks[Fe(CN)g] como

agentes oxidantes

Limite maximo de
concentraciéon tolerada (ug L™)
lon adicionado PM FeM

As(V) 10 5
Sb(lll) 5 5
cd(ln) 1000 10
Fe(l11) 10 5
zn(11) 1000 3
Al(I11) 10 12
Ni(ll) 50 40
Co(lll) 10 50
cu(ll) * 10
Hg(ll) 10 50
Se(1V) * 10

Se pronosticaba que utilizando ferricianuro de potasio como agente
oxidante las interferencias serian minimizadas, tomando en cuenta que
al reaccionar con el TBH, se forman complejos de borano intermediarios,
los cuales reaccionan con el Pb(ll) y provocan una mejoria en la
eficiencia de la generacion del plumbano; es decir, la presencia del
ferricianuro de potasio es indispensable en el sistema de reaccion
(D’Ulivo et al., 2008). Sin embargo, se encontré6 que también en este
meétodo se toleran muy bajas concentraciones de iones interferentes,

incluso el nivel de tolerancia a zinc y cadmio disminuyo
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considerablemente de 1000 a 10 pg L™ (Tabla 15). En el caso de Se y
Cu se observo una pequeiia mejoria en el limite maximo de tolerancia,
lo que resulta muy positivo ya que son elementos muy comunes en

muestras ambientales.

Estos resultados pueden ser explicados con el mecanismo de
interferencia causado por la competencia del agente reductor (TBH),
entre los iones interferentes y el plomo. Al reaccionar éstos de forma
mas rapida con el TBH que el plomo, disminuyen la concentracion
necesaria para reaccionar con el ferricianuro de potasio
(hexacianoferrato I11), con la subsecuente disminucion de formacion de
complejos de boro intermediarios, los cuales son necesarios para

reaccionar con el Pb(Il) y generar el plumbano.

Seleccion del método (Etapa 2)

Con los resultados obtenidos en la determinacion de los parametros
analiticos y el estudio de interferencias, se considerd y seleccion6 el
meétodo FeM para continuar con la investigacion. Se tomoé en
consideracion que con este método la sefial analitica aumentaba el doble
(IF=1300 para un estandar de 10 pg L™ de Pb(Il)) en relacién a la que
se obtiene con el método PM donde la IF=500 para un estandar de 10
ug Lt de Pb(11)), lo que proporciona una mayor sensibilidad. Este hecho
lo convierte en el método mas apropiado, ademas de que presenta
mejores limites de deteccion, cuantificacibn y una mayor precision. Ha
sido reportado que utilizando el ferricianuro de potasio como agente
oxidante, existe una mejoria con el problema de los iones interferentes
presentes en las muestras (Zheng, 2009). Sin embargo, en los

resultados obtenidos en el estudio de interferencias, se observd que en

88



Resultados y discusiéon

ambos métodos (PM y FeM) la sefial analitica del plomo se ve afectada
debido a la presencia de iones interferentes, por consiguiente el criterio
de la mejora de interferencias utilizando Kz[Fe(CN)g], no fue tomado en

consideracion al momento de elegir el método analitico.

1. Validacion del método FeM

El material de referencia certificado SRM-2976 (tejido de almeja), fue
preparado como se indic6 en la metodologia. No se presentd ninguna
dificultad en la determinacion de la concentracion esperada de plomo en
la muestra. Por otro lado, el BCR-610 (agua de pozo), requirié de la
adicion de un aditivo que actuara como agente enmascarante, ya que en
primera instancia, el valor obtenido no estaba en concordancia con el
valor certificado. Con base en la informacion que produjo el estudio de
iones interferentes y de los antecedentes de interferencias que se
producen en la generacion del plumbano, se llevdé a cabo mas adelante
en la etapa 4, un estudio de agentes enmascarantes, en el cual se tomo
la decisidn de utilizar ioduro de potasio para validar el método FeM con
el BCR-610.

En pruebas preliminares se puedo observar el espectro de la muestra

del BCR-610, sin la adicion de KI (Figura 34) y compararlo con el que se

obtuvo si se adiciona el agente enmascarante (Figura 35).
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Figura 35. Espectro de Pb(ll) en el BCR-610 con la adicion de KI.
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Se puede observar en la Tabla 16, que los resultados obtenidos fueron
los esperados en relacion con los valores certificados. Se utilizé la
prueba estadistica “t” student con el objetivo de comparar las medias de
los resultados con las concentraciones certificadas. No se encontraron
diferencias significativas a un nivel de confianza del 95% para cada
muestra. Los valores obtenidos para la “’t” fueron de 1.119 y 0.817
para BCR-610 y SRM-2976, respectivamente. Se realizaron tres réplicas
con 3 repeticiones cada una. El valor critico de “t” fue de 2.92 para

ambos materiales.

Tabla 16. Medicion de los CRM con el método FeM.

Muestra Valor Valor
certificado obtenido
BCR-610
Agua de pozo (mg kg™) de 7.78+0.13 7.13+0.05
Pb(Il)
SRM-2976
Tejido de almeja 1.19+0.18 1.06+0.22
(mg kg™t de Pb(11) en base seca)
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Medicion de muestras ambientales y biol6égicas mediante el

método FeM (Etapa 3)

1. En agua de grifo el contenido de plomo fue de 0.16 pg L™, valor que
estuvo por debajo del limite maximo permisible segun la norma
mexicana (NOM-127-SSA1-1994). Este analisis fue llevado a cabo
mediante el método de adicion de estandar. Los resultados en la
Tabla 17 muestran que no existe una variacion de +£10% (criterio de
aceptacion) en los porcentajes de recuperacion, lo que da fuerte

evidencia de que no existen interferencias de matriz.

Tabla 17. Determinacion de Pb(ll) en muestra de agua del grifo.

Adicion Pb(ll) Valor encontrado Recuperacion
(ng L) (hg L™) (%0)
0 0.16+0.002
2 2.07%x=.003 96
6 6.05+.002 98
10 9.77%x.005 107
16 16.12+0.12 100

2. El interés de medir plomo en una muestra de agua proveniente de
los pozos que se perforan para la extraccion de metales, radica en
que esta agua es tratada y mezclada con agua de rio para diluirla,
minimizando la concentracion de metales, para utilizarla como agua
de riego en zonas agricolas. La concentracion de plomo encontrada
fue de 50 pg L™, valor aceptable dentro de lo establecido por el
Instituto Nacional de Ecologia (INE, 1997), que establece como

limite maximo permisible 5000 pg L™ de plomo para agua de riego.
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De igual forma, en la tabla 18 se presentan los resultados obtenidos
con la adicion de estandar, revelando Ila inexistencia de
interferencias de matriz, ya que las recuperaciones estuvieron
dentro del criterio de aceptacion del +10%, los resultados se

muestran en la Tabla 18..

Tabla 18. Determinaciéon de trazas de plomo en muestra de agua de

mina tratada.

Adicion Pb(ll) Valor encontrado Recuperacion
(Mg L™ (Mg L™ (%0)
0] 20.23+0.416
20 39.05+0.236 97
30 47.25+0.422 94
40 56.73+0.377 94

3. Los contenidos de plomo en sangre varian de acuerdo a la
composicion de la misma. Este analito puede estar presente en
sangre total, suero 6 plasma. Las tablas 19, 20 y 21 presentan los
resultados obtenidos en el andlisis de sangre total, suero y plasma,

respectivamente.
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Tabla 19. Contenido de plomo en sangre total.

Adicion Pb(11)

Valor encontrado

Recuperacion

(ng L™ (Mg L™ (%0)
0 0 0
2 2.049 + 0.009 97
4 3.866 + 0.026 97
6 6.115 + 0.026 104
8 7.945 +0.033 100
10 9.994 + 0 98

Tabla 20. Contenido de plomo en suero.

Adicién Pb(11)

Valor encontrado

Recuperacion

(Hg L™ (ug L™ (%0)
0 0.117 0
2 2.036 * 0.002 96
4 4.078 + 0.002 102
6 5.959 + 0.016 102
8 7.740 = 0.016 98
10 10.24 + 0.042 100

Tabla 21. Contenido de plomo en plasma.

Adicion Pb(11)

Valor encontrado

Recuperacion

(Hg L™ (ug L™ (%0)
0 0.021 0
2 2.190 + 0.275 104
4 4.080 + 0.195 101
6 6.011 + 0.22 102
8 7.749 + 0.074 98
10 10.25 + 0.087 101
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En estas muestras se obtuvieron excelentes porcentajes de
recuperacion, por consiguiente estuvieron dentro de los criterios de

aceptacion (£10%).

Segun la norma mexicana NOM-199-SSA1-2000, el contenido de plomo
en las muestras de sangre total, plasma y suero estuvo por debajo del

limite permisible.

Estudio de agentes enmascarantes (AE) (Etapa 4)

1. Optimizacion de las concentraciones de los AE

En esta etapa de analisis, las condiciones de operacion para cada
experimento fueron: soluciones de Pb(ll), 1% (m/v) KBH4, 1.5% (Vv/v)

HCI, 1.5%(m/v) Ks[Fe(CN)e].

En ausencia de especies interferentes, el Kl produce una ligera pérdida
de sensibilidad, que va en aumento a medida que su concentracion se
incrementa. No se observdé curvatura en las graficas de calibracion
(Figura 36); por lo tanto, para minimizar la pérdida de sensibilidad, se
eligié una concentracion de 1.8% (m/v) de KI para los subsecuentes

experimentos con iones interferentes.
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Figura 36. Gréficas de calibracién obtenidas en presencia de diferentes

concentraciones de Kl adicionadas a la soluciéon reductora de KBH,.

Con L-Cisteina se observo que los blancos aumentaban conforme se
aumentaba la concentracion de la misma. No existid6 ningun efecto
depresivo de la sefal, por el contrario, la IF aumentd y esto puede ser
causado por interferencias de matriz. Por tal motivo, buscando un
compromiso entre sensibilidad y las interferencias que la matriz
ocasionaba, la concentracion seleccionada fue de 0.6% (m/v). En la
Figura 37, se presentan las curvas de calibraciéon construidas con
diferentes concentraciones de L-Cys. Se observa que la sensibilidad del
meétodo se ve un poco mas afectada en comparacion con la pérdida de

sensibilidad que ocasiona el Kl en las curvas obtenidas con el mismo.
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Figura 37. Curvas de calibracion para plomo obtenidas en presencia de
diferentes concentraciones de L-Cisteina adicionadas a los estandares de

plomo.

De igual manera, 1,10-Fenantrolina fue probada a dos diferentes
concentraciones. No se observoé curvatura en las graficas, indicando que
no hubo efectos por matriz. Se eligid una concentracion de 0.03%
(m/v) de 1,10-Fenantrolina, considerando que la curva de esta
concentracion se mantuvo casi paralela a la curva en la que no se utiliza

el AE. Los resultados se muestran en la Figura 38.
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Figura 38. Curvas de calibracion para plomo obtenidas en presencia de
diferentes concentraciones de 1,10-Fenantrolina adicionadas a los

estandares de plomo.

En resumen, las concentraciones a utilizar en los subsecuentes
experimentos son: 1.8 %(m/v) de KI, 0.6 %(m/v) de L-Cys y 0.03
% (m/v) de FEN.

2. Efecto de los AE en la senal analitica del Pb(11) en presencia

de iones interferentes.

Para llevar a cabo este estudio, se consider6 que la curva patron es
aquella en la cual el estandar de plomo esta en presencia de diferentes
concentraciones del ion interferente y sin la utilizacion de los AE.
También se construyo la curva KIl, en donde se emplea ioduro de
potasio, la curva FEN en la cual se utiliza 1,10-Feantrolina y la curva L-

Cys para L-Cisteina.
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2.1. Efecto de los AE en presencia de Arsénico

En la Figura 39, si se compara un punto determinado del estandar de
plomo sin AE (curva patron), contra el punto en el cual existe una
concentracién de 100 pg L™ de As en presencia de 1,10-fenantrolina
(curva FEN), no se aprecian diferencias entre ambos. En cambio,
probando con 300 pg L™ de As, y comparando de igual manera que en
el ejemplo anterior, la diferencia es mas notoria y esto ocurre también
con los puntos de la curva KI. Con L-Cisteina no es tan notorio el efecto
enmascarante (curva L=Cys), debido a que la sefal analitica del Pb(ll)
va en decremento en presencia de las diferentes concentraciones de As.
Complejos como As(lll)-Cys se pueden formar mas rapido que los
complejos TBH-Cys, asi disminuye la concentracién del complejo que
forma con el analito de interés, el cual, lo que favorece la formaciéon del

plumbano (Kumar y Riyazuddin, 2010).
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Figura 39. Efecto en la sefal analitica de un estandar de plomo de 10

ug L en presencia de diferentes concentraciones de As(V) vy los tres AE.
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El ANOVA detecté diferencias estadisticas por agente (P<0.01), por
concentracion del i6n interferente (P<0.01) y en la interaccién (P<0.01).
Es decir, los tres agentes enmascarantes en mayor o menor grado
tuvieron efecto enmascarante sobre el arsénico en las determinaciones
de plomo. Estos resultados fueron obtenidos utilizando el programa

estadistico del Minitab 15 y se resumen en la Tabla 22.

Tabla 22. Andlisis estadistico de datos para el arsénico.

Analisis de la influencia de agentes enmascarantes sobre la sefial de plomo en
presencia del ion interferente arsénico.

12712 9:52:00

General Linear Model: PB-AS versus AGENTE, CONCENTRACIONES

Factor Type Levels Values
AGENTE fixed 4 FEN, KI, LC, SA
CONCENTRACIONES fixed 4 0, 100, 200, 300

Analysis of Variance for PB-AS, using Adjusted SS for Tests

Source DF SeqSS AdjSS AdjMS F P
AGENTE 3 265832 265832 88611 851.47 0.000
CONCENTRACIONES 3 669247 669247 223082 2143.61 0.000
AGENTE*CONCENTRACIONES 9 109190 109190 12132 116.58 0.000
Error 80 8325 8325 104

Total 95 1052595

S =10.2014 R-Sq = 99.21% R-Sq(adj) = 99.06%

Unusual Observations for PB-AS

Obs PB-AS Fit SE Fit Residual St Resid

7 1014.00 987.90 4.16 26.10 2.80R
19 1014.00 987.90 4.16 26.10 2.80R

R denotes an observation with a large standardized residual.
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2.2. Efecto de los AE en presencia de Cobre

El ioduro de potasio (KI) puede enmascarar al i6n cobre debido a la
formacién y precipitacion de Cul (Narsito y Agterdenbos, 1991). Como
se muestra en la Figura 40, el KI funciona como agente enmascarante
en el rango de concentracion de 0 a 600 pg L™ de cobre, en el cual la IF
se mantiene por encima de la que se tiene con la curva patrén. La
1,10-Fenantrolida ha sido reportada en la mejora de los limites de
tolerancia de Cu(ll) (Ek y Huldén, 1987), ya que aumenta la sefal

analitica en un comienzo y se mantiene asi hasta el final.

1500
1250 AGENTE
—e— FEN
—a— KI
E 001 ‘\\\\\ LC
~ h .
~ ——__ —a— SA
750 \\./—/'/*\\
\*\____'
500 -
0 300 600 1000 2000

Concentraciéon de Cu (1D (ug L™)

Figura 40. Efecto en la sefal analitica de un estandar de plomo de 10
ng L™ en presencia de diferentes concentraciones de Cu(ll) y los tres

diferentes AE.

Esto se debe probablemente a que ejerce un efecto enmascarante sobre
el cobre. Para mejores resultados se tendria que ajustar la

concentracion de la 1,10-Fenantrolida hasta obtener el valor deseado de
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IF. El agente enmascarante L-Cys no ejerci6 su efecto (Curva L-Cys) y
esto se puede apreciar cuando la sefal analitica del Pb(ll) disminuye

incluso por debajo de la curva patron.

De igual forma que en el caso del arsénico, el ANOVA detecto diferencias
estadisticas por agente (P<0.01), por concentraciéon (P<0.01) y en la
interaccion (P<0.01). Los resultados, que se muestran en la Tabla 23 e
indican la influencia de los agentes enmascarantes cuando se encuentra

cobre en concentraciones diferentes y plomo, en una misma solucion.

Tabla 23. Analisis estadistico de datos para el cobre.

Analisis de la influencia de agentes enmascarantes sobre la sefial de
plomo en presencia del ion interferente cobre.

12/12 10:07:33

ANOVA: PB-CU versus AGENTE, CONCENTRACIONES

Factor Type Levels Values
AGENTE fixed 4 FEN, KI, LC, SA
CONCENTRACIONES fixed 5 0, 300, 600, 1000, 2000

Analysis of Variance for PB-CU

Source DF SS MS F P
AGENTE 3 8076305 2692102 10345.46 0.000
CONCENTRACIONES 4 1080205 270051 1037.78 0.000
AGENTE*CONCENTRACIONES 12 1941592 161799 621.78 0.000
Error 100 26022 260

Total 119 11124124

S =16.1314 R-Sq =99.77% R-Sq(adj) = 99.72%
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2.3. Efecto de los AE en presencia de Cromo

Cada curva de los diferentes AE tuvo casi el mismo comportamiento que
la curva patron, con lo cual se podria deducir que ningun agente
enmascarante tuvo efecto sobre las diferentes concentraciones de cromo
utilizadas (Figura 41). Sin embargo, se debe considerar que las
condiciones experimentales no fueron las Optimas para que los AE
ejercieran su efecto, ya que, se ha reportado en investigaciones llevadas
a cabo sobre control de interferencias, que éstas pueden ser
minimizadas si se modifica el medio acido, la concentracion de los AE y

del agente reductor, entre otras (Kumar y Riyazuddin, 2010).

1100 A
Cromo
R
1000
E 900 +
800 A AGENTE
—e— FEN D
— m— KI
7004 | . <
(0] 100 200 400

Concentracion de Cr (11D (ug L™

Figura 41. Efecto en la sefal analitica de un estandar de plomo de 10
ng L™ en presencia de diferentes concentraciones de Cr(lll) y los tres

diferentes AE.

Para el caso del Cr, el ANOVA detect6 diferencias estadisticas por el tipo
de agente (P<0.01), por la concentracion (P<0.01) y por la interaccion

(P<0.01). EN la Figura 38 se observa que el efecto de interacciéon fue
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dado por los valores de L-cisteina, ya que si se eliminara este agente se
tendria un polinomio entre los otros tres agentes probados y como
consecuencia no habria interaccion. Lo mismo ocurre por la diferencia
entre agente, donde el valor de L-cisteina estda aumentando el error

experimental. El andlisis estadistico se presenta en la Tabla 24.

Tabla 24. Andlisis estadistico de datos para el cromo.

Analisis de la influencia de agentes enmascarantes sobre la sefal de
plomo en presencia del ion interferente Cromo.
12/12 10:11:33

General Linear Model: PB-CR versus AGENTE,
CONCENTRACIONES

Factor Type Levels Values
AGENTE fixed 4 FEN, KI, LC, SA
CONCENTRACIONES fixed 4 0, 100, 200, 400

Analysis of Variance for PB-CR, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P

AGENTE 3 172870 172870 57623 722.67 0.000
CONCENTRACIONES 3 1171127 1171127 390376 4895.83 0.000
AGENTE*CONCENTRACIONES 9 215463 215463 23940 300.24 0.000
Error 80 6379 6379 80

Total 95 1565839

S =8.92952 R-Sq = 99.59% R-Sq(adj) = 99.52%

Unusual Observations for PB-CR

Obs PB-CR Fit SE Fit Residual St Resid

79 771.60 754.15 3.65 17.45 2.14 R

84 921.90 945.63 3.65 -23.73 -2.91R

95 962.80 945.63 3.65 17.17 2.11R

96 921.90 945.63 3.65 -23.73 -2.91R

R denotes an observation with a large standardized residual.
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2.4. Efecto de los AE en presencia de Fierro

El ion Fe(lll) no causa fuertes interferencias en comparacion con el
cromo. La curva Kl se mantiene por debajo de la curva patron y con el
mismo comportamiento. Esto se pudiera explicar si se considera que
con el KI, el Fe (I1l) se reduce a Fe(ll), el cual causa una mayor
interferencia que Fe(lll) (D’Ulivo et al., 2002). Sin embargo, a una
concentracién de 1000 pg L™ de fierro, se observa un pequefio
incremento en la sefal analitica. Un caso interesante se presenta en la
curva de L-Cys y la curva de FEN al llegar al punto de 600 pgL™ de
concentracion de fierro, a partir del cual abruptamente la IF se

incrementa (Figura 42).

1400 -
Fierro
1300 -
AGENTE
—e— FEN
— m— KI
1200 - LC
—a— SA
LL
= 1100 -
1000 -
900 -

0 100 200 300 600 1000
Concentraciéon de Fe (11D (pg L™)

Figura 42. Efecto en la sefal analitica de un estandar de plomo de 10
ng L™ en presencia de diferentes concentraciones de Fe(lll) y los tres
diferentes AE.

Este efecto puede ser causado por la formacion de un complejo tipo

THB-Cys 6 THB-Fen, que reacciona con el analito de interés (plomo) y
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evita la formacion de especies interferentes (Pitzalis et al., 2007; D’Ulivo
et al., 2005), facilitando la reaccion del plumbano en algun momento de

la reaccion

El ANOVA en los experimentos con el fierro, detectdé diferencias
estadisticas por agente (P<0.01), por concentraciéon (P<0.01) y en la
interaccion (P<0.01) (Tabla 25). Dando evidencia de que existe la
formaciéon de complejos que reaccionan con el fierro y minimizan el
efecto de interferencia que causa este iOn, tan comun en muestras

ambientales y bioldgicas.

Tabla 25. Analisis estadistico de datos para el fierro.

Analisis de la influencia de agentes enmascarantes sobre la sefal de
plomo en presencia del ion interferente Fierro.

General Linear Model: PB-FE versus AGENTE, CONCENTRACIONES

Factor Type Levels Values
AGENTE fixed 4 FEN, KI, LC, SA
CONCENTRACIONES fixed 6 0, 100, 200, 300, 600, 1000

Analysis of Variance for PB-FE, using Adjusted SS for Tests

Source DF SeqSS AdjSS AdjMS F P
AGENTE 3 204601 204601 68200 204.42 0.000
CONCENTRACIONES 5 546320 546320 109264 327.51 0.000
AGENTE*CONCENTRACIONES 15 464743 464743 30983 92.87 0.000
Error 120 40035 40035 334

Total 143 1255699

S =18.2654 R-Sq = 96.81% R-Sq(adj) = 96.20%

Unusual Observations for PB-FE

Obs PB-FE Fit SE Fit Residual St Resid

73 945.40 986.60 7.46 -41.20 -2.47R

R denotes an observation with a large standardized residual.
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3. Célculo del limite de tolerancia maximo a iones interferentes

usando los AE

Como se mencionod en el estudio de interferencias, se considera que un
elemento no interfiere cuando el maximo pico de variacion es tres veces

menor que la desviacion estandar (Leal et al., 2006).

El limite de tolerancia a arsénico fue de 100ug L™ utilizando Kl y FEN.
Con L-cisteina fue de 20 pg L™, mientras que la concentracién de
arsénico que se toleraba sin utilizar agentes enmascarantes era

Gnicamente de 5 pg L™.

Ningun agente enmascarante tuvo efecto sobre las diferentes
concentraciones de cromo. Al hacer el calculo del limite de tolerancia,

ninguna concentracion de cromo fue aceptable.

El ioduro de potasio (KI) enmascaré 50 pg L™ de Cu(ll), lo cual es un
resultado favorable, considerando que la concentracion del limite
méaximo de tolerancia sin AE era Unicamente de 10 pg L. L-Cisteina y
1,10-Fenantrolina no tuvieron efecto en las diferentes concentraciones

de cobre utilizadas a las condiciones experimentales antes descritas.

Esto puede abrir una nueva linea de investigacion, en la que se ajusten
las concentraciones de los reactivos, con el objetivo de obtener

informacién mas detallada que ayude a explicar el efecto de los AE.

Para el caso del Fe(lll), con LC se obtuvo un limite méaximo de
tolerancia que aumentd en 60 veces; es decir, se toler6 una
concentracién de fierro de 600 pg L. Utilizando 1,10-fenantrolina

también se obtuvo un valor aceptable de 100 pg L™, en comparacién a
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la concentracién de 10 pg L™, que se obtenia sin utilizar ningtn agente

enmascarante.
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La técnica de FI-HG-AFS fue propuesta para la determinacion de plomo
con dos diferentes métodos. El uso del ferricianuro de potasio como
agente oxidante presentd mejores prestaciones analiticas, como son:
alta sensibilidad y precision en las mediciones. Este método (FeM) fue

seleccionado en los experimentos subsecuentes de la investigacion.

Sin embargo, ambos métodos estudiados (PM y FeM) tuvieron
afectaciones en la sefal analitica de plomo debido a interferencias por
iones comunmente encontrados en muestras ambientales y bioldgicas.
Por esta razon, este criterio no fue tomado en consideracion en la

eleccion del método.

En el estudio de agentes enmascarantes llevado a cabo con diferentes
iones interferentes, se observd que éstos tuvieron buen efecto con la
interferencia de arsénico, mejorando la sefal analitica de plomo y en

algunos casos restableciéndola.

Para el ion interferente cobre el mejor agente enmascarante fue yoduro

de potasio (KI), debido a la formacion y precipitacion del Cul.
En el caso del interferente cromo, ningun agente enmascarante tuvo

efecto positivo en la sefal analitica de plomo, a las condiciones

experimentales utilizadas. Sin embargo, hay que considerar para
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posteriores trabajos el hacer una modificacion de estas condiciones y

observar si existe un efecto positivo enmascarando al ion cromo.

Las interferencias por fierro fueron minimizadas con los agentes
enmascarantes L-cisteina y 1,10-Fenantrolina, incluso a altas
concentraciones de fierro, debido a la formacion de complejos de tipo
TBH-Cys 6 TBH-Fen, que pueden reaccionar preferencialmente con el ién

plomo.

Los resultados obtenidos revelan la importancia de optimizar las
condiciones experimentales en el uso de cada uno de los agentes
enmascarantes utilizados, tales como, pH, concentraciobn y modo de
adicion para que puedan ejercer un adecuado y deseado efecto

enmascarante.

La técnica propuesta FI-HG-AFS con ferricianuro de potasio como agente
oxidante, ofrece las ventajas de bajo consumo de reactivos, poca
generacion de residuos, bajo costo y buena sensibilidad para medir

plomo en muestras con matriz compleja.

Este método se validdé con CRM, obteniendo resultados satisfactorios.

La metodologia propuesta se aplicO con éxito en la determinacion de

plomo en muestras biolégicas y ambientales, lo que evidencia su utilidad

en el andlisis de matrices diversas.
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