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RESUMEN

Proposito y Método del Estudio: Con el objetivo de evaluar la
transferencia de arsénico (As) del campo agricola hacia la planta de maiz y el ser
humano, en este trabajo fueron estudiados: 1) los parametros fisicoquimicos del
suelo sobre la acumulacion y translocacién de As en el cultivo, 2) la distribucién de
las especies de As en el agua, suelo y planta, 3) la fitodisponibilidad de As en el
suelo agricola, y 4) la bioaccesibilidad de As en el grano para el ser humano. Para
tal propésito, se caracterizaron fisicoquimicamente el agua, el suelo y el cultivo de
maiz de tres zonas agricolas de San Luis Potosi (denominadas A, By C) y se
determindé el contenido de As mediante espectrometria de fluorescencia atémica
acoplado a un sistema de generaciéon de hidruros (HG-AFS). Los datos
experimentales fueron analizados mediante analisis de conglomerados (cluster) y
de componentes principales. La implementacion de la metodologia de extracciéon de
especies de As en las partes del cultivo de maiz fue evaluada mediante estudios de
recuperacion. Las metodologias desarrolladas para la determinacion de As
biodisponible en el suelo agricola y de As bioaccesible en el grano fueron
automatizadas mediante el sistema de analisis por inyeccién en flujo multijeringa
utilizando HG-AFS como detector y optimizadas mediante un disefio Doehlert.

Contribuciones y Conclusiones: En general, la concentracion de As total en
el cultivo de maiz fue en el orden: raiz >> tallo y hoja > grano. El As(V) fue la forma
predominante en los lixiviados de suelo y present6 una correlacion

estadisticamente significativa (p < 0.05) con el As total en raiz, tallo y hoja de maiz.
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El pH del suelo presentd una correlacion negativa con el As acumulado en el cultivo
de maiz. Parametros como el Fe y Mn en los suelos agricolas estan fuertemente
correlacionados con la translocacion de As al tallo.

Un método automatizado para la extraccidon secuencial de As en flujo fue
desarrollado para evaluar el As extraible y potencialmente disponible para los
cultivos. El As potencialmente disponible fue >50% para todos los suelos
analizados. El contenido de As extraible asociado a las fracciones mas labiles fue
mayor en la zona A que en la zona B, indicando que el As presente en el suelo
agricola de la zona A puede ser mas disponible para el cultivo de maiz.

Un procedimiento de extraccion para la determinacion de las especies del As
en el cultivo de maiz fue implementado. El contenido de As(IIl), la especie mas
toxica, vario de 33 a 65% dependiendo de la parte de la planta. En general, las
especies inorganicas de As fueron las formas predominantes encontradas en la
parte comestible para el ganado, lo cual sugiere un riesgo de envenenamiento
importante.

Asimismo, un nuevo método de determinacién de As bioaccesible a niveles
traza en grano de maiz basado en la preconcentracion mediante extraccién en
punto nube fue desarrollado presentando un limite de deteccion bajo (0.96 ug kg‘1 y
1.36 ug kg para arroz y maiz, respectivamente) y un amplio rango lineal de trabajo
(0.41-20 y 0.55-20 pg L para arroz y maiz, respectivamente). La fraccién de As
bioaccesible en el grano de maiz de la zona A fue 72-82%, indicando que una alta

proporcién de As puede acceder al torrente sanguineo y representar un riesgo para



la salud humana. La atencién cuidadosa a los pardmetros que afectan la
transferencia de As a través de la cadena alimenticia puede derivar en programas
de prevencion para la reduccidn de la exposicidon humana al As por consumo de

maiz.
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ABSTRACT

In order to evaluate the transfer of arsenic (As) from the agricultural soil to
plant corn and humans, in this work were studied: 1) the physicochemical soil
parameters on the accumulation and translocation of As in corn crop 2) the
distribution of As species in water, soil and plant system, 3) the As bioavailability in
agricultural fields, and 4) the bioaccessibility of As in corn grain. The irrigation
water, soil and corn crops of three agricultural zones of San Luis Potosi, Mexico
(tagged as A, B and C) were physicochemically characterized and the total As
content was determined by atomic fluorescence spectrometry coupled hydride
generation (HG-AFS). The experimental data were analyzed by Cluster Analysis and
Principal Component Analysis. The implementation of extraction methodology for
As species in corn plant parts was evaluated by recovery studies. The
methodologies for the determination of bioavailable As in soil and bioavailable As
in corn grain were automated by the Multi-Syringe Flow Injection Analysis coupled
to HG-AFS detector. The results indicated that the total As concentration in corn
crop was in the order: root >> stem and leaf> grain. As(V) was the predominant
form in soil and leachate soils and those parameters showed statistical significance
correlation (p < 0.05) with the total As in root, stem and leaf of corn. Soil pH was
negatively correlated with the accumulated As in maize. The iron and manganese
concentration in agricultural soils were strongly correlated with As translocation
the stem. The potentially available As was > 50% for all analyzed soils. The content

of As(IlI), the more toxic As species, was from 33 to 65% depending on the plant
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part. In general, the inorganic As species were the predominant As form found in
the edible part for livestock, which suggests a significant risk of poisoning. The
bioaccessible As content in corn grain of Zone A was 72-82% indicating a high As
proportion can access the bloodstream. Careful attention should be paid to the
parameters that affect the As transfer through the food chain can lead

methodologies to reduce the human exposure to As for corn consumption.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El arsénico (As) es altamente t6xico y representa una amenaza para la salud
humana y el medio ambiente. La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos (EPA, por sus siglas en inglés) clasifica al As como carcindgeno humano [1]. La
exposicion cronica a As puede presentar efectos neuroldgicos, cardiovasculares,
respiratorios, gastrointestinales, y hematopoyéticos [2]; y manifestarse en condiciones
tales como lesiones en la piel, carcinoma, queratosis y la enfermedad del pie negro [3].

Este elemento se encuentra ampliamente distribuido en la superficie terrestre, ya
sea como especies inorgénicas (arsenito, As(Ill) y arseniato, As(V)) u organicas (4cido
dimetilarsinico DMA y d4cido monometilarsonico, MMA). La fitodisponibilidad,
movilidad en suelo, toxicidad y biodisponibilidad del As son afectadas por la forma
quimica que este presenta [2]. En general, las especies inorgdnicas se consideran mas
toxicas que las especies orgdnicas (Tabla I). La forma oxidada, As(V), es la maés
abundante en la naturaleza y se encuentra normalmente en depdsitos sedimentarios ya
que estd fuertemente enlazada a los minerales del suelo, particularmente a los 6xidos e
hidréxidos metdlicos coloidales, mediante enlaces i6nicos [4]. El As(IIl), especie estable
en condiciones reductoras (Figura 1), presenta una mayor movilidad en suelo que As(V).
Las especies orgdnicas, MMA y DMA, presentan una movilidad similar a su andlogo
inorgénico, As(V), y se encuentran presentes en el medioambiente frecuentemente como

subproducto de la accién microbiana.



TABLA I

ESTRUCTURA, TOXICIDAD Y PROPIEDADES QUIMICAS DE ALGUNAS
ESPECIES DE ARSENICO DE IMPORTANCIA AMBIENTAL

Especie de Estructura Respuesta Genotoxicidad
p . ;. pKa? LDso (g kg1) genotoxica in vitro
arsenico quimica (ug mL1) (mmol 1)

o_ O

As(111) \/Iks 9.3 0.014b, 0.034¢ 1-2 >300
&
ﬁ 2.2

As(V) O'—/l\s—O' 7.0 0.020b, 0.041¢ 10-14 >1,000
© 115
I 3.6

MMA HO—As—CHs 0.7-1.8b, 0.7¢ 2,500-5,000 >3,000
o 8.2
N 1.8

DMA HyC—As—CHj 0.7-2.6b, 3.3¢ 10,000 >300
oy 6.1

a,[5];b, [6]; ¢ [7], DLso, Dosis Letal 50

Las concentraciones de As en suelos no contaminados oscilan entre 0.1 y 40 mg
kg con 10 mg kg como valor promedio [8]. Existen fuentes naturales y antropogénicas
de As que pueden contribuir al incremento de los niveles de este metaloide. Las fuentes
mas comunes de As en el medio natural son las rocas volcanicas, las rocas sedimentarias
marinas, los yacimientos hidrotermales minerales y los combustibles f6siles incluyendo
el carbén y el petréleo [9, 10]. De manera similar, contenidos superiores al valor
promedio de arsénico en suelo han sido asociados con suelos ricos en uranio, selenio,
oro y antimonio [11, 12]. Las actividades antropogénicas como la mineria, actividades

industriales y uso de pesticidas, han contribuido también al incremento de la



concentracion de As en el ambiente [13, 14]. Altas concentraciones de As han sido

detectadas en diversas partes del mundo [2, 9, 15].

Algunas regiones en México presentan problemas serios de contaminacién por
As en agua subterrdnea y suelo presentando niveles de As que exceden los limites
médximos permitidos por la EPA para uso agricola (1000 ug L' y 20 mg kg [16],
respectivamente). En México, la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 [17] establece la
concentracién méxima de As total en suelo de uso agricola en 22 mg As kg'. Los
problemas de contaminacién por As son especialmente relevantes en un distrito minero
en San Luis Potosi, donde cuerpos minerales de sulfuro de Ag-Pb-Zn y Au-Cu han sido
extraidos durante mas de 200 afios reportando concentraciones de As de 6765 mg L™ y
1932 mg kg'1 en el agua y el suelo, respectivamente [18-20]. La presencia de As en
zonas agricolas destinadas al cultivo de alimentos de alto consumo como el maiz es
motivo de preocupacion. Estudios realizados por Su et al. [21] reportaron que
cultivos de cereales como arroz, trigo y cebada presentan una considerable
capacidad de translocacidn de As; 84, 45 y 63%, respectivamente. Algunos estudios
reportan contenidos As total en granos y derivados de cereales como arroz (Oryza
sativa) y trigo (Triticum aestivum), de 60-780 pg kg1 [22-26] y 14-17 pg kg1 [27],
respectivamente, lo cual revela el alto contenido del metaloide en alimentos de alto

consumo como los cereales.



Eh (volts)

Figura 1. Diagrama de potencial redox-pH de especies de arsénico en medio acuoso
(25°Cy 1 bar) [28].

1.1. Impacto de la acumulacion de arsénico en maiz

El maiz es un alimento basico para mas de 200 millones de personas en
muchas regiones como América Latina, Africa subsahariana y el sureste de Asia,
que han sido descritas como zonas contaminadas con As [29]. El consumo per
capita de los principales paises consumidores de maiz se muestra en la Figura 2. La
producciéon mundial de maiz en el 2011 alcanzé los 883 millones de toneladas, cifra

mayor que la reportada para trigo (704 millones de toneladas), cebada (134



millones de toneladas) y arroz (723 millones de toneladas) [30]. Este cereal tiene
multiples usos y un alto valor nutritivo, rico en aminoacidos como metionina y
cisteina, proporcionando un estimado del 15% y 20% de la ingesta mundial de
proteinas y calorias, respectivamente [29]. Este cereal es procesado en mas de 600
productos, incluyendo tortillas, bebidas y una amplia gama de productos
tradicionales y especialidades. En paises con alto consumo de maiz, una alta
concentracion de As en grano puede representar un riesgo para los consumidores

locales.

BB mas de 100 kg afio™!

BB de 50 a99 kg afio
de 19 a 49 kg afio!
de 6 a 18 kg afio™!
5 o menos kg afio!

Figura 2. Tasa de consumo per capita de maiz [31].


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/ac/Maize_food_average_per_capita.png

1.2. Fuentes de contaminacion de arsénico para el cultivo de maiz

Las plantas de maiz pueden estar expuestas al As a través de diversas
fuentes. Las plantas toman el As presente naturalmente en el suelo agricola o el As
afiadido a través del riego procedente de aguas subterraneas o aditivos agricolas
contaminados (Figura 3). Diversos estudios han mostrado que los paises con alta
produccién de maiz, por ejemplo, China, Argentina, India y México (11.6, 2.8, 2.6 y
0.8 millones de toneladas en 2011, respectivamente) [30], presentan regiones
donde se supera la concentraciéon promedio mundial de fondo de As en suelo (10.0
mg kg1) y el limite maximo permisible para el suelo agricola de 20.0 mg kg
recomendado por la EPA [1]., los resultados se muestran en la Tabla II. Asimismo,
la concentraciéon de As en el agua subterranea de estas areas presenta valores
superiores al limite maximo permisible recomendado para el agua de riego (1.0 mg
L-1) [1]. Diversos estudios han reportado una correlacidn significativa entre la
concentracion de As en agua de riego o en suelo agricola y el contenido de As total
acumulado por el cultivo de maiz. Por ejemplo, Prabpai et al. [32] encontraron que
la concentracion de As acumulado en la planta de maiz correlacion6
significativamente (p < 0.03) con el As total presente en el suelo agricola de una
region de Tailandia fertilizada con diferentes proporciones (20-80%) de residuos
sé6lidos urbanos (2 mg As kg1). La concentracion de As en el suelo agricola
modificado vari6 en el intervalo de 194-1055 pg As kg1 peso seco (ps) y en el grano

de maiz de 23-32 pg As kg1 ps. Del mismo modo, Gulz et al. [33] reportaron una



relacion lineal entre la concentracién de As total en el suelo y la absorcién de As
por la raiz del maiz en suelos calcareos y arenosos. En el mismo estudio, un alto
coeficiente de correlacion entre el As soluble en el suelo y la acumulacion de As por
las raices fue calculado. El agua subterrdnea ha sido también identificada como la
fuente principal de contaminaciéon de As en algunas regiones agricolas. Por
ejemplo, en la Comarca Lagunera, México, Rosas et al. [16] encontraron que el
contenido de As(V), As(Ill) y la suma de estas especies inorganicas en el agua
subterranea se correlacionaron significativamente con el contenido de As extraible

en el suelo agricola a una profundidad de 0-30 cm (p < 0.01).
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Figura 3. Fuentes de contaminacién de arsénico para el cultivo de maiz.



TABLA I1

CONCENTRACION DE ARSENICO EN SUELO Y AGUA DE RIEGO EN
ZONAS AGRICOLAS CONTAMINADAS Y CONSUMIDORAS DE MA{Z

Concentracion de arsénico
Agua

Zona, pais Suelo agricola . Referencia
(mg As kg-1) subterrar_lea
(ng As L)
San Luis Potosi, México 1932 6765 [18,19]
Comarca Lagunera, México 30 412 [16, 34]
Chihuahua, México 35.3 - [35]
Hidalgo, México 97.3 1090 [16,36]
Baja California, México - <410 [20]
Sonora, México - 2-305 [20]
Tlahualilo, Durango, México - 357 [16]
Gémez Palacio, Durango, México - 42.7 [16]
Este de Bengal, India - 170 [37]
Hetao Plain, Inner Mongolia, China - 76-1093 [15]
La Pampa, Argentina - 0.3-1326 [9]

La fitodisponibilidad de As en los suelos agricolas para el cultivo de maiz
fertilizados con estiércol de gallina ha sido evaluada en diversos estudios. La
presencia de As en el estiércol de aves de corral puede ser atribuida al empleo de
roxarsona (acido 4-hidroxi-3-nitrobenceno arsénico) como aditivo en la
alimentacién para pollos de engorda. La roxarsona sigue empleandose como
aditivo en piensos para pollos en diversos paises, como Argentina, Canada, Brasil,
Chile, México, Venezuela, Indonesia, Jordania, Malasia, Pakistan, Filipinas, Vietnam
y Australia. D'Angelo et al. [38] estimaron la transferencia de As a la planta de maiz
en suelo agricola modificado con estiércol donde fueron reportados altos niveles de
As en la viruta de los gallineros (0.6 a 43.4 mg As kg1); sin embargo, la
concentracion de As en los cultivos de maiz de suelos agricolas convencionales no

present6 una diferencia significativa con la concentracién de los suelos fertilizados



con estiércol de gallina durante dos afios. El efecto de la adicién de estiércol de aves
de gallineros con alto contenido de roxarsona en suelos agricolas sobre la
acumulacion de As en el cultivo de maiz fue estudiado por Liebhardt et al. [39],
quien reportd que la aplicacidon de excremento de ave no afect6 significativamente
la acumulacién de As en el grano de maiz. La concentracién de As en grano vari6 de

40 a 60 pg kg1 [39].

1.3. Fitodisponibilidad del arsénico en suelo agricola para el
cultivo de maiz

El As presente en el suelo agricola y el agua de riego puede acceder a las
plantas a través de las raices produciendo efectos fitotoxicos para algunos cultivos.
En general, las plantas son capaces de tolerar 2 mg kg1 de As en el suelo [40]; sin
embargo, una alta concentracién de As es toxica para los cultivos, causando
necrosis, clorosis, inhibicién de crecimiento y finalmente, la muerte [33]. La
concentracion de As en las partes comestibles de los cultivos dependen de la
biodisponibilidad del As en el suelo. En general, la fitodisponibilidad de una
sustancia depende de su abundancia, forma quimica y su grado de adsorcion en las
particulas del suelo [41], asi como de la capacidad de la planta para absorberlo y
trasladarlo a los 6rganos diana. Existen reportes donde el As fitodisponible
present6 una mayor correlacidn con el As total soluble que el contenido total de As
en suelo [33]. Sadiq et al. [42] reportaron que la concentracion de As en maiz

cultivado en suelos calcareos correlacioné significativamente (p <0.05) con el
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contenido de As en el extracto acuoso, pero no con la concentracion de As total y
con la fraccion extraible en acido dietilentriaminopentaacético (DTPA). En estudios
realizados por Gulz et al. [33], la correlacion del As total acumulado entre la planta
de maiz y la fraccién de As soluble en agua fue mayor que con el contenido de As
total en el suelo. Cabe destacar que numerosos estudios de absorcion de As por las
plantas han sido realizados considerando unicamente efecto de la dosis de As total
aplicada a los suelos sin tener en cuenta su solubilidad. La solubilidad del As en
suelo agricola puede variar enormemente de un lugar a otro en funciéon de las
condiciones del suelo. Algunos parametros fisicoquimicos del suelo, tales como pH,
potencial redox, contenido de materia organica, textura, y concentraciones de
algunos elementos (aluminio, hierro, manganeso y fosforo) pueden afectar
dramaticamente la solubilidad de As [10, 16, 43]. La absorciéon de As por plantas
comestibles es considerado un paso critico en la transferencia As en la cadena

alimentaria y en el grado de exposiciéon humana a este metaloide.

1.4. Translocacion de arsénico en la planta de maiz

Una vez que el As es absorbido por las raices, es transportado hasta la parte
alta del cultivo. Los seres humanos y el ganado pueden estar expuestos al As a
través del consumo de plantas y vegetales contaminados [44]. La transferencia de
As dentro del cultivo varia con la especie. El arroz, el trigo, y la cebada, cultivadas
en el mismo tipo de suelo mostraron eficiencias de translocacién hacia el grano de
9, 6 y 2%, respectivamente [21]. Adicionalmente, la transferencia de As dentro de

una misma especie puede ser afectada por la variedad y el estado temporal del



11

cultivo, asi como por las propiedades del suelo agricola incluyendo el contenido
total y las especies de As. Después de tres dias de crecimiento, los valores de
translocacion de raiz hacia las hojas en dos variedades de Zea mays, Azad kamal
(AK) y Azad uttam (AU) fueron de 34.0, 23.3 y 28.7% (para AK) y 69.3, 385 y
26.0% (para AU) para niveles de 2.5, 7.5 y 12.5 mg As(V) mL-1, respectivamente;
eficiencias de translocacidon relativamente altas pueden ser atribuidas a las altas
concentraciones de As y el corto periodo de crecimiento [21]. Zeng et al. [10]
reportaron que el transporte y la distribucién de As variaron con el estado de
crecimiento de la planta. La concentraciéon de As total en los tejidos vegetativos
aument6 predominantemente durante las primeras dos semanas después de la fase
de floracion, y el As inorganico fue transportado principalmente dentro de la
cariépside durante el desarrollo del grano. Por otro lado, Gulz et al [33]
encontraron una menor translocacién en el tallo y hoja de la planta de maiz
cultivada en suelo franco limoso (0.4%) que en el suelo franco arenoso (4.7%) para
una concentracion de As soluble en ambos suelos de 2.8 mg kgl. Aunque la
concentracion de As en la raiz del maiz cultivado en suelo franco limoso fue 1.7
veces mayor que en suelo franco arenoso, la concentracion de As determinada en el
grano de este ultimo fue mayor (0.100 + 0.001 mg As kg1) debido a su mayor
translocacion. Un estudio realizado por Raab et al. [45] en condiciones
hidropdnicas con 46 especies de maiz mostr6o que el DMA fue mas eficientemente

translocado hacia el tallo que As(V) y MMA (3 y 10 veces, respectivamente).
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1.5. Fitotoxicidad arsénico en los cultivos de maiz

Generalmente, el incremento de la concentraciéon As produce efectos toxicos
para los cultivos como la necrosis, clorosis, inhibicién de crecimiento y finalmente
la muerte [33]. En estudios realizado por Ci et al. [46], las concentraciones de 12.5
y 25 mg As kgt en el suelo promovieron el crecimiento del maiz y la mejor calidad
nutricional del grano, mientras que concentraciones mas altas (50 y 100 mg As kg1
de suelo) presentaron efectos toxicos para el cultivo. La correlaciéon negativa entre
el contenido de As en los tejidos vegetales y el desarrollo de los cultivos ha sido
ampliamente demostrada. Woolson et al. [47] observaron una correlacion lineal
significativa (p < 0.05) entre el logaritmo de la concentraciéon de As en la fraccion
soluble del suelo y la reduccion del crecimiento en el maiz. Las variedades Zea mays
difieren en su capacidad para tolerar el As. Mallick et al. [48] evaluaron la
resistencia a As de dos variedades de Zea mays y encontraron que el peso fresco y
la longitud de la raiz fueron afectados en mayor grado para Azad uttam que para
Azad kamal; y el contenido de clorofila total a los 7 dias fue menor en Azad uttam
que en Azad kamal. Estos resultados indicaron que la variedad Azad kamal
presentd mayor tolerancia a As. El grado de la fitotoxicidad del As varia con su
forma quimica y la variedad de maiz. La toxicidad relativa de acuerdo con el indice
de tolerancia (IT, (tamafio de la raiz del tratamiento con adicion de As)/(tamafio de
la raiz control) x 100)) en condiciones hidropdnicas ha sido reportado como As(V)

> As(I11) >> DMA [49].
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La alta toxicidad As(V) en las plantas es atribuida principalmente a la
contribucién de dos factores. Concentraciones altas de As pueden reducir la
absorcién de fosfato del suelo agricola ya que la presencia de As(V) en las plantas
puede producir un estrés oxidativo a través de la alteraciéon de la sintesis de
trifosfato de adenosina y el contenido del grupo fosfato en el ADN. El As(V) también
puede interactuar con los grupos sulfhidrilo y tioles de aminoacidos como la
cisteina presente en enzimas antioxidantes tales como la superéxido dismutasa, y
fitoquelatina ascérbico-glutation (GSH). Mallick et al. [48] reportaron que en un
tratamiento hidropénico con As (12.5 pg As mL'l, 3 dias), la actividad de la
superoxido dismutasa y GSH en la variedad de maiz Azad kamal aument6
considerablemente, y el incremento fue mayor que en la variedad Azad uttam.
Superéxido dismutasa y GSH desempefian un papel fundamental en la primera
linea de defensa contra los radicales generados durante el estrés oxidativo [50]. El
incremento de la produccion de superéxido dismutasa resultante de la toxicidad de
As ha sido reportado en plantas hiperacumuladoras y especies de helechos
sensibles [51], los cultivos de Holcus lanatus [52] y de maiz [53]. Las fitoquelatinas
(PC) juegan un papel importante en el proceso de desintoxicacion de As en los
cultivos. Bajo la exposicion de As, las PC de diferentes longitudes de cadena (n = 2-
4) pueden ser sintetizadas en la planta y complejar al As. Schulz et al. [54]
reportaron la produccién de PC en diferentes especies vegetales evaluadas y
encontraron que en los cultivos de maiz, la PC 3 fue el componente mayoritario

inducido por exposicion a As (248, 698, y 210 pg g! para los PC 2, 3, y 4,
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respectivamente). Resultados similares fueron reportados por plantas como
Leonurus marrubiastrum, Glecomona hederdcea, y Urtica dioica, en las que el PC 3
fue también la sustancia de mayor incremento después del tratamiento con As [54].

Durante el proceso de intoxicaciéon por As, hay un cambio en el estado
nutricional de la planta, especialmente en el contenido de los elementos, tales como
Mg, Ky Ca. Najmowicz et al. [55] reportaron que la concentracion de Mg aumenté
con el incremento de los niveles de As en la raiz y la parte aérea de la planta de
maiz. El potasio, un macronutriente requerido en altas concentraciones, constituye
hasta el 10% del peso seco de la planta, y su contenido se ve afectado
significativamente en cultivos contaminados con As. Una disminuciéon en un 60%
del nivel de potasio en el maiz después del tratamiento con As ha sido descrito por
Pearson et al. [56]. Esta disminuciéon puede estar asociada a la aglomeracion de
placas en el interior del sistema de raices que reduce la translocaciéon de nutrientes
[48]. Una concentracién de potasio por debajo de 10 g kg1 puede ser considerada
como deficiente para ciertas plantas mostrando alteraciones funcionales y en casos
severos, la muerte de los meristemos laterales y terminales [48]. Una
concentracion de calcio mayor en hojas en las dos variedades de maiz a los 7 dias
de la exposicidon a As en comparacién con el experimento control ha sido reportada
[48]. Los aumentos en los niveles de Ca han sido asociados con una respuesta de
estrés oxidativo de los tejidos vegetales. Dentro de la funcién celular, el calcio actia
como un eliminador de radicales libres y como un segundo mensajero, y por lo

tanto, juega un papel importante en la determinacion de la estabilidad oxidativa
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[48]. En lo referente a los niveles de P, Mallick et al. [48] reportaron que la
concentracion de P aumenté en las plantas a los 7 dias de la exposicion a As, que se
atribuy6 a la recoleccion ineficaz de nutrientes inmoviles bajo condiciones de
estrés oxidativo [57]. Aunque los minerales, como Fe y Mg, presentan una
participacion en la formacién de placas en la superficie de la raiz, estos minerales
muestran un lento ascenso de las partes aéreas de maiz, y por lo tanto, el efecto que

sobre sus concentraciones no es del todo claro [48].

1.6. Arsénico en la cadena tréfica y sus efectos en la salud humana

Los seres humanos y el ganado pueden estar expuestos al As, entre otras
vias, a través del consumo de plantas y vegetales contaminados [44]. El maiz es
utilizado cominmente como alimento para ganado, por lo que el As puede ser
consumido por animales de granja a través del silaje de maiz, representando a su
vez un riesgo para la salud humana a través del consumo de productos de origen
animal contaminados. Diversos estudios de campo han reportado que el contenido
total de As en el tallo y la hoja de los cultivos de maiz varian desde 640 hasta 3000
ug kg1[16, 32, 58-61]. En paises como Suiza, el limite maximo permisible de As en
piensos es de 4 mg kg-1.

Para el ser humano, la exposiciéon via oral es considerada el modo de
transferencia de As mas importante [62], particularmente, la ingesta directa de

agua y el consumo de productos agricolas contaminados [44]. Ci et al. [46]
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reportaron que la concentracién de As en el grano cuando el maiz fue cultivado
concentraciones de As superiores a 50 mg As kg1 de suelo, super6 0.7 mg kg1
(limite maximo permisible en China). En el caso de toxicidad aguda, dosis orales tan
bajas como 20-60 pg kgl dial han sido reportadas como causante de efectos
toxicos en algunos individuos [63]. La dosis letal aguda para seres humanos ha sido
estimada en aproximadamente 0.6 mg kg-ldial [63]. En un estudio, una dosis
estimada en 3 mg dia-! durante un periodo de 1-2 meses fue fatal para el 1% de un
grupo de nifios que recibieron leche contaminada con As [64]. Concentraciones
menores de As a estos valores pero en un periodo de exposicion mayor también
pueden afectar la salud humana. Tseng et al. [65] reportaron una tasa de incidencia
del 18% para hiperpigmentaciéon y 7% para hiperqueratosis en una poblacién
taiwanesa cuya agua potable contenia una concentracién media de arsénico de 0.4-
0.6 mg L-1. También se reportaron anomalias cutaneas en el 40% de los pacientes
que consumieron la disolucién de Fowler (triéxido de arsénico al 1% m v-1)
durante un periodo de 6 a 26 afios [66]. La enfermedad del pie negro (una
condicién causada por arteriosclerosis y tromboangitis obliterante), se produjo en
el 0.9% de dicha poblacion [65]. En Nagarparkar, Pakistan, la poblacion local de 7-
15 afos de edad presento riesgo de intoxicacidn cronica por ingesta de As asociado
al consumo de agua y grano de maiz (el indice de riesgo que fue muy superior a la
del valor de referencia indicando) [67]. De acuerdo a la EPA, la dosis de referencia
de exposicidn oral a As para toxicidad subcrénica y cronica no carcinégenas es de

0.3 pg kgt dia1[1].
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Las especies inorganicas, As(V) y As(III), presentan una mayor toxicidad que
las especies organicas, por ej. MMA y DMA, y han sido asociadas con diversos tipos
de cancer [68]. La especie inorganica oxidada, el As(V), es un analogo molecular del
fosfato y puede inhibir la fosforilaciéon oxidativa [3], y por otro lado, el As(III),
considerado la especie mas téxica del As, puede enlazarse a los grupos sulfidrilo y
afectar la funcién de una amplia gama de proteinas y enzimas [3]. En el cuerpo
humano, el As inorganico es metilado via glutation a las especies pentavalentes:
MMA, DMA, y 6xido de trimetilarsénico. Este proceso requiere de la reduccién
metabolica de As(V) a As(III), por lo cual, el &cido monometilarsénico [MMA(III)], el
acido dimetilarsénico [DMA(III)], y la trimetilarsina [TMA(III)] son los productos
metabolicos generados [69]. Estudios recientes muestran que los metabolitos del
As trivalente metilado son altamente téxicos; el DMA(III) ha mostrado ser la causa
de diversos efectos genotoxicos y/o clastogénicos tales como roturas en las
cadenas de ADN, la formacién de sitios apurinicos/apirimidinicos, dafio oxidativo al
ADN, entrecruzamiento ADN-proteina, aberraciones cromosémicas y aneuploidia
[70, 71]. Una Ingesta Semanal Tolerable Provisional (ISTP) de no mas de 15 mg As
inorganico kg1 peso corporal ha sido establecida por la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion/Organizacion Mundial de la
Salud (FAO/OMS) y el Comité de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) [72].

Para algunos paises al nivel maximo permitido es de 300 pg As kg1 [33]. En
paises como Suiza, un contenido de As superior a 200 pg As kgl se considera

inseguro para el consumo humano [61]. La Tabla III presenta las concentraciones



18

de arsénico en grano y derivados de maiz que han sido reportados en diversos
estudios. Las concentraciones de As total en grano han sido reportadas entre 40 y
1130 pg kg1, y la proporcion de As inorganico con respecto al total de As fue 50-

73%.

TABLA 111
CONCENTRACION DE ARSENICO EN GRANO Y DERIVADOS DE MAizZ

Alimento Region Ar(mgkg1) Ai (%) Referencia
Delaware, Estados

Grano de maiz ) 0.04-0.06 - [39]
Unidos
Grano de maiz Northern Chile 0.02-0.40 50-73 [73]
Grano de maiz San Luis Potosi, México 0.05-0.55 - [74]
Grano de maiz Mongolia, China 0.06 0.02 - [60]
Grano de maiz Hidalgo, México 0.1203 - [59]
. L 0.14 (0.05-
Tortilla Durango, México 0.82) [34]
. : (s 0.54 (0.16-
Tortilla Coahuila, México 1.13) [34]

Ar arsénico total; A, arsénico inorganico

1.7. Exposicion al arsénico en México por consumo de maiz

La concentracion de As es critica en productos agricolas de alto consumo ya
que representa una mayor ingesta del metaloide. En paises como México, donde el
consumo de maiz per cdpita ha sido reportado en 315.1 g dia-! (104 kg afio'1) [75] y
en algunas regiones proporciona hasta el 70 y el 50% del consumo calérico e
ingesta proteica, respectivamente [76]. De acuerdo con el ISTP y el consumo
mexicano, una concentracion de As inorganico superior a 0.476 pg kg! de grano

maiz representaria un riesgo para la poblacién (peso corporal de 70 kg);
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concentracion considerablemente menor que la maxima permisible en paises como
China (0.7 mg kg1). En dos poblaciones rurales de México, Los Angeles, Durango y
Lagos de Moreno, Coahuila, donde el agua subterranea es la principal fuente de
exposicion a As, Del Razo et al. [34] estimaron que el consumo de tortillas de maiz
elaboradas con grano de maiz local, representa el 32 y el 7% de la ingesta total de
As en la dieta tipica de la regidon evaluada, respectivamente (Figura 4). La
concentracion de As en tortillas vari6 de 1.7 a 1130.2 pug kg1 ps y los respectivos
valores promedio fueron 0.14 y 0.54 mg As kg ps en Los Angeles y Lagos de
Moreno. En la comunidad de Los Angeles, la concentracion de As en tortillas
corresponde a una contribucién del 13.3% (19.9 ug dia-1) de la ISTP, considerando
el As total como As inorganico, y el consumo local de tortilla de maiz reportado de
221 gdia! (peso corporal: 70 kg). En el mismo estudio, pero en Lagos de Moreno, la
ingesta local diaria de As por consumo de tortillas de maiz alcanzo
aproximadamente el 50% de la ISTP (75.1 g dia-1) [34]. En otras zonas mexicanas
como Zimapan Hidalgo, las concentraciones de As en el grano de maiz alcanzé 0.55
mg kg1 [77]. Estos valores demuestran la alta contribucién del consumo de maiz en
la ingesta total de As y la importancia del estudio del riesgo a la salud asociado con
el efecto de la toxicidad cronica de As en los paises donde el maiz constituye una
parte importante de la dieta. La relaciéon entre la ingesta de As y diabetes mellitus,
una enfermedad predominante en México, ha sido estudiada. Coronado-Gonzalez et
al. [78] encontraron que las personas expuestas en Coahuila, México, con una

concentracion de As total en la orina que oscilo entre 63.6 y 104 pg As gl de
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creatinina tuvieron mayor riesgo (2.16 veces mas) de desarrollar diabetes tipo 2
que las personas con menores niveles de As (p < 0.05). Este resultado sugiere que
este metaloide puede ser un factor de riesgo para el desarrollo de diabetes tipo 2.

Gamifio-Gutiérrez et al. [65] encontraron que casi el 50% de la poblacién
infantil tuvo valores de frecuencia MEC (biomarcador asociado a enfermedades
cronicas como el cancer, enfermedades cardiovasculares y trastornos
neurodegenerativos) mas altos que el nivel basal de la poblacién no expuesta a
sustancias genotoxicas en Villa de la Paz, San Luis Potosi, México. Esos resultados
confirmaron que existe un dafo genotoxico en la poblacién infantil local asociado a
la exposicion de As. En Torredn, Coahuila, México, Rosado et al. [79] evaluaron la
relacion entre el As y rendimiento cognitivo en los nifios expuestos a altos niveles
de As en el medio ambiente (n = 602, 6-8 afios, el 52% de los nifios tuvo
concentraciones de As en orina superiores a 50 pg L) encontrando una
correlacion negativa significativa (p <0.05) entre los niveles de As y habilidades
visuales-espaciales (evaluados mediante las pruebas cognitivas: Peabody Picture
Vocabulary, disefio de figuras, WISC-RM Digit Span subescala, busqueda visual, y
andlisis de secuenciacion de letras) lo cual revela los efectos toxicos del
contaminante sobre las capacidades cognitivas.

En México, las concentraciones de As total en grano de maiz han sido
reportadas entre 50 y 550 pg kg1 [59, 80], siendo algunos de valores superiores al
limite maximo establecido de 300 pg As kg1 por algunos paises [33]; y dado que la

proporcidon de As inorganico ha sido reportada en 50-73% [73], el consumo de
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maiz procedente de zonas contaminadas puede representar un problema de salud
publica. Esto revela la importancia de adquirir un mayor conocimiento, no sélo de
la identificacién y monitoreo de las zonas contaminadas por As, si no de los
parametros que afectan la absorcion, distribucién de especies y translocacién de As

por cultivos de alto consumo como el maiz.

Tortilla
7%

a) b)

Ingesta total de arsénico Ingesta total de arsénico
(ngdial): 62.6 (ng dia'1): 1059

Figura 4. La ingesta de arsénico por el consumo de alimentos y bebidas tipicas de
poblaciones rurales mexicanas: a) Los Angeles, Durango y b) Lagos de
Moreno, Coahuila.
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1. Evaluacion de la transferencia de arsénico en el sistema agua-
suelo-cultivo

Diversos estudios han sido enfocados a la evaluacién de los factores
involucrados con el flujo del As a través del sistema agua-suelo-cultivo. En un
estudio realizado en Faridpur, Bangladesh, Panaullah et al. [81] observaron un
decremento en la concentracién de As (70 mg kg1-10 mg kg1), Fe y Mn a lo largo
de los canales de irrigacién en la zona agricola. Dichos gradientes fueron atribuidos
a la formacién de los precipitados de Fe(OH)3 y MnO2 y a la co-precipitacion del As
en estos. En China, Neidhardt et al. [60] evaluaron la transferencia de As a cultivos
de girasol y maiz, a partir de suelo agricola previamente irrigado durante tres afios
con agua contaminada (154 y 238 mg L-1 de As) presentando concentraciones de As
en maiz y girasol en orden decreciente con la altura de las partes de la planta:

raices > hojas > tallos > semillas.

El empleo de herramientas estadisticas multivariantes en el estudio de
transferencia de contaminantes a los cultivo ha sido poco utilizado. El Analisis de
Conglomerados (Analisis cluster, AC) y el Analisis de Componentes Principales
(ACP) son dos herramientas comunes en métodos estadisticos, geo-estadisticos y

multivariantes que han sido ampliamente utilizados en la clasificaciéon de las
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muestras de suelo en funcién de la concentracién de compuestos adsorbentes que
afectan la transferencia de contaminantes [82], en la seleccién del tipo de verduras
de mayor contribucion a la ingesta de metales pesados en la dieta humana, y en la
identificacién de la fuente de contaminacién [83]. La evaluacién de pardmetros en
el suelo mediante ACP permitié determinar que el pH y el contenido de materia
organica, el Al y el Fe fueron los factores principales que afectaron la movilidad del
As en el suelo cercano a regiones mineras (Sierra Minera y Portman Bay, Espafia)
[82]. En resumen, el empleo de AC y ACP permiten evaluar e interpretar los datos
que describen la fitodisponibilidad del As para el cultivo de maiz y su posible

movilidad en la planta.

2.2. Determinacion de As(V), As(IlI), MMA y DMA en cultivos

Han sido pocos los estudios de distribucién de especies de As en el sistema
cultivo-suelo agricola-agua de riego, limitandose a paises con problemas de
contaminacion por As, como por ejemplo Taiwan [84], Italia [85] y México [16]. La
inclusion del analisis de especiacion del As en cultivo, suelo agricola y agua de riego
permite realizar una mejor evaluacion del efecto de los diversos factores
ambientales involucrados sobre la bioacumulacién y fitodisponibilidad de As. Como
se mencion6 anteriormente, la movilidad y el intercambio de las especies anidnicas
de As con otros aniones presentes en el suelo, asi como su absorcién en raices son
afectadas por la forma quimica en que se encuentra el As. Por lo tanto, resulta de

fundamental importancia el contar con procedimientos de extraccion eficientes y
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técnicas analiticas sensibles y selectivas que permitan la determinacién confiable
de las distintas especies de As.

Una de las etapas criticas durante los estudios de especiacion quimica en
muestras ambientales sélidas es el tratamiento de la muestra. Es esencial que el
proceso de extraccion sea lo mas eficiente posible y que las especies originales no
sufran degradacion ni alteracion del equilibrio entre ellas, término denominado
como interconversiéon de especies [86]. Diversos estudios han empleado
metodologias de extraccion para las especies de As en plantas que involucran el uso
de reactivos como 4acido fosféorico (0.3 M, temperatura ambiente, 10 min), acido
acético (1% v v-1,95°C) y agua destilada (temperatura ambiente) [87, 88]. En otros
estudios se ha utilizado el HNO3 0.15-1.00 mmol L-1 empleando temperaturas entre
75 y 95°C durante aproximadamente 2 h para la extraccion de especies de As en
semolina de trigo, asi como en tallo y grano de arroz, donde fueron obtenidos
mayores porcentajes de extraccion de As (= 80%) y bajos porcentajes de
interconversion de especies (< 10%) [89, 90]. Condiciones similares podrian ser
implementadas para la determinacion de especies de As en la planta de maiz. Por
otro lado, en el caso del grano, diversos investigadores han reportado porcentajes
de recuperacion de As en arroz y trigo que varian entre 82 y 99% mediante
metodologias que involucran el uso de reactivos como acido trifluoroacético (TFA),
acido nitrico, metanol, enzimas (a-amilasas, proteasas), etc., (Tabla IV). De acuerdo
a los estudios realizados en trigo y arroz, el contenido de As inorganico predomina

sobre el As organico, y dentro del As inorganico, el contenido de As(III) es la forma
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quimica de As que presenta mayor toxicidad. En ambos cereales, la concentracion
de As(III) fue aproximadamente dos veces la concentracion de As(V) (41%9 y
21+19% para arroz y de 61+6 y 33+4% para trigo, respectivamente) (Tabla V).
Debido a la mejor descripcion del grado de toxicidad y de los fendémenos
involucrados en su transferencia, la determinacién de las especies de As en la
planta de maiz, suelo y agua de riego es importante en la evaluaciéon de los
parametros de cultivo que afectan su ingreso a la cadena tréfica humana.

De manera general, los estudios de especiacion involucran, después de la
etapa de extraccién, una fase de separaciéon y una fase posterior de deteccién. La
técnica mas utilizada para la separacion de especies de As ha sido la cromatografia
de liquidos de alta resoluciéon (HPLC) con el empleo de columnas de intercambio
aniénico y buffer de fosfatos de concentraciéon 6.7 a 20.0 mmol L1 (pH: 6.2-8.5)
como fase mévil (Tabla IV). Por otro lado, diversas técnicas analiticas han sido
utilizadas para la deteccion de As a niveles traza, incluyendo la espectroscopia de
absorciéon atémica (AAS) con sistema de generacion de hidruros (HG),
espectroscopia de emisién atomica (AES) y espectrometria de masas (MS) con
plasma acoplado inductivamente (ICP) y espectrometria de fluorescencia atdmica
(AFS) con sistema de HG [91]. El empleo de la HG contribuye a la separacion de los
analitos de la matriz de la muestra, reduciendo o eliminando interferencias
quimicas y espectrales potenciales. La Tabla IV presenta algunas de las técnicas
analiticas empleadas para la cuantificacidon de especies de As en granos de cereal. El

ICP-MS, es la técnica analitica mas ampliamente utilizada para la especiacion de As
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en este tipo de muestras [92], debido a que es considerada una técnica de deteccién

versatil y sensible [92]. Sin embargo, HG-AFS presenta limites de deteccion

comparables (0.6-1.0 pg L1y 1.0 pg Lt para HG-AFS y ICP-MS, respectivamente)

[88, 93] y costos menores de mantenimiento que el ICP-MS. Por lo cual, el empleo

de la cromatografia i6nica y posterior deteccién por HG-AFS resulta una técnica

efectiva para la cuantificacion de especies de As en el cultivo de maiz.

PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION DE ARSENICO EN CEREALES

TABLA IV

Cereal Procedimiento de extracciéon aR (%) Determinacion Ref.
Arroz  HNO3 2% vvide25a95°Cen0.75h > 81 IC-ICP-MS [94]
y 95°C por 1.5 h.
Trigo H»0/CH30H (1:1) con ultrasonidos a 80.6 IC-ICP-MS [85]
50°Cpor2h (68-104)
Arroz  Hidrélisis enzimatica: a-amilasa y 72-104/ IC-ICP-MS [95-97]
proteasa en ultrasonidos por 3-180 89 FM: HPO4+2/ H,PO+ 10
min / Digestibn enzimatica con mmol L1y 2% v v!
pepsina y pancreatina, 180 min CH3;0H, pH 8.5, Fo: 1.5
mL min-!
Arroz  TFA 2 mol L-1a 100°C por 6 h / TFA 59-111/ IC-ICP-MS [97-101]
0.05 mol L1 calentamiento hasta 98-133 FM: NH4H;PO. 6.7-20
85°C por 20 min, y mantenido a 80°C mmol L1, pH 6.2-8.5, T:
por 10 min 30°C, Fo: 1.5 mL min-!
Arroz  Extraccién con: H,O/ CH3COOH 1% v 79 /82/ IC-ICP-MS [89]
v'1/ HNO3 1% v v'! increment6 de 55 93 FM: NH4H,PO4/ NH4NO3
a 75°C (2°C min'!), y mantenida a 6.7 mmol L't apH 6.2, T:
95°C durante 30 min. 30°C, Fo: 1 mL min-!
ST / Hs3POs 1 mol L1 en ultrasonido a 50 90-98/ HG-AFS [88]
Arroz Wy 50 Hz. 92-97 A: 197.3 nm, Foa: 330

mL min-!, Foaje: 2.5 mL
min'l, FONaBH4: 45 mL
min-1, Conc: 2-4 mol L1,
CONaBH4: 0.7-1.4% m v-!

ST, semolina de trigo; TFA, 4cido triflouroacético; FM, fase movil; T, temperatura; Co, concentracion; R,
recuperacion; Fo, flujo; %, las concentraciones se presentan como valores: promedio (minimo-maximo).
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ESPECIACION DE ARSENICO EN MUESTRAS DE CEREALES Y
DERIVADOS (LAS CONCENTRACIONES SE PRESENTAN COMO VALORES
PROMEDIO (MINIMO-MAXIMO))

Cereal As(III) As(V) DMA MMA Ref.
ug As kg
Arroz blanco 40-302 3-95 9-302 <LOD- [89, 94, 99]
29)
20-5102 30-260 <L.OD-50 [98,101]
Arroz blanco  87(45-127) 43(24-60) 65(17-139) 10(0-51) [94]
escaldado
Arroz 97-168 <5-51 36-572 <LOD-18 [94, 99]
integral
20-2802 <LOD-170  <LOD-10 [98, 100,
101]
Arroz 104(94- 52(38-69) 82(46-111) 6(0-28) [94]
integral 129)
escaldado
Arroz 45(10-80)a 10 <LOD [101]
silvestre
Arroz 22-341 <L.OD- 1-16 <LOD-4 [88, 96]
137)
83(10-210)a 19(0-50) - [101]
Arroz rojo 50 10 <LOD [101]
Paella 807 50 <L.OD [101]
Sémola de 55 25 1.9 1.5 [88]
trigo
Jarabe de 79(89-51)a 18(6-46) 3(3-4) [102]
arroz integral
Risotto 130(120-140) 85(80-90) <L.OD [101]
Trigo 8(2-16) 5(3-6) 1(0-2) <L.OD [85]

LOD, limite de deteccién

2.3. Fraccionamiento de arsénico en suelo agricola

La unidn entre el suelo y As puede variar dependiendo de las propiedades

fisicoquimicas del suelo y afectar dramaticamente la movilidad y biodisponibilidad

del As. Los procedimientos de extraccién secuencial o fraccionada han sido

utilizados para la especiacién geoquimica de contaminantes en suelos y sedimentos
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contaminados. Usualmente, estos procedimientos emplean agentes extractante con
diferente fuerza de elucién cuyas fracciones obtenidas son asociadas con diferentes
formas quimicas del As en el suelo. Shan et al. [103] asocié las fracciones obtenidas
de la extraccion con H20, MgClz 1.0 mol L1, NaH2PO4 1.0 mol L-1, (NH4)2C204 0.20
mol L1, HF 10 mol L-1, HNO3 16 mol L y HNO3 16 mol L1 + H202 30% m v'! a fases
de As en suelo como: a) la intercambiable, b) la unida a carbonato, c) la unida al
oxido de hierro, d) la unida a materia organica, y e) la residual, respectivamente.
Quazi et al. [104] asocié la fracciones obtenidas en NH4Cl, NaOH, H2SO04, H202 y
HNOs3 al As soluble en agua o intercambiable, al unido débilmente a Fe y Al en fase
cristalina, al unido a los iones de Ca y Mg, al unido a sulfuros o materia organica, y
al As residual, respectivamente. Hsu et al. [84] emplearon disoluciones de
(NH4)2S04 0.05 mol L-1, NH4H2P04 0.05 mol L-1, buffer de oxalato de amonio 0.2 mol
L-1, buffer de oxalato de amonio 0.2 mol L1 con acido citrico 0.1 mol L-1 y agua regia
(HNO3:HCl concentrados, 1:3), para la extraccion de la fracciones del As no
adsorbido especificamente, del As enlazado a 6xidos amorfos hidratados, del As
enlazado a 6xidos cristalinos hidratados, y del As residual, respectivamente.

El método BCR de extraccién secuencial de tres pasos es un protocolo
discontinuo propuesto por la European Community Bureau of Reference en 1993
(ahora European Standards Measurement and Testing Program) con el fin de
armonizar el fraccionamiento de metales pesados en muestras de suelo de acuerdo
con el proceso quimico involucrado: 1) fraccién soluble en acido o intercambiable,

2) fraccion reducible, y 3) fraccion oxidable [105]. Este método ha sido
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ampliamente utilizado para el fraccionamiento de los elementos en sustratos tales
como suelos y sedimentos [106-108]. La fraccion soluble en acido y la reducible son
consideradas como biodisponibles [109]. Sin embargo, el método convencional de
extraccion secuencial BCR presenta algunas limitaciones, como la imposibilidad de
determinar la cinética de extracciéon del proceso de lixiviacion del elemento
evaluado, una baja frecuencia de analisis, y el riesgo de un sesgo en los resultados
experimentales debido a fendmenos de re-adsorcion de As en las superficie de las
particulas de suelo [110]. Para resolver estos inconvenientes, la aplicaciéon de
técnicas de andlisis automatizadas en flujo se ha destacado en varios estudios [111-
113]. El analisis por inyeccion en flujo multijeringa (MSFIA) presenta las ventajas
del analisis por inyeccion de flujo (FIA), y la robustez y capacidad de ahorro de
reactivos en el sistema de inyeccién secuencial (SIA). El elemento basico del MSFIA
es una bureta multijeringa que permite el movimiento simultaneo de hasta cuatro
jeringas que estan conectadas en bloque en un mismo motor step-by-step. Los
reactivos son utilizados eficientemente mediante el acoplamiento de valvulas
solenoides de tres vias sobre los cabezales de las jeringas, ya que sélo se inyectan
en el sistema en el momento preciso en que se realiza la determinacion analitica
[114]. El desarrollo de un método de extraccién secuencial continuo para
determinar las fracciones quimicas del As en el suelo representa un area de estudio
poco investigada que se requiere evaluar para conocer la movilidad y

disponibilidad del As en el suelo agricola [111].
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2.4. Biodisponibilidad de arsénico en grano de maiz

La ingesta oral es la principal via de exposicion humana al As. La
concentracion total permitiria una considerable sobrestimacion del riesgo a la
salud asociado exposicion oral a arsénico. En la reduccion de la incertidumbre de la
estimacion de riesgo por exposicidn a As, el ensayo de biodisponibilidad es critico.
[115].

La biodisponibilidad se refiere a la capacidad de un elemento para ser
absorbido en el sistema de circulacién sistémico [115]. Debido a que las sustancias
ingeridas deben estar en su forma soluble para que su absorcién sea posible, uno
de los principales factores limitantes en la biodisponibilidad oral es la liberacién de
As de los alimentos ingeridos en el tracto gastrointestinal [80]. La maxima fracciéon
de una sustancia en los alimentos que es tedricamente liberada de su matriz en el
tracto gastrointestinal es denominada fraccion bioaccesible [116]. La
bioaccesibilidad se ve afectada por el tipo y la composicién del alimento y las
condiciones gastrointestinales [117]. En algunos casos, los métodos de coccion,
como la nixtamalizacidon, pueden afectar la bioaccesibilidad del contaminante [118].

Los estudios de bioaccesibilidad proveen resultados comparables a los
ensayos de biodisponibilidad, y son considerados una alternativa conveniente en
los estudios de evaluacion de riesgo sin el uso de procedimientos altamente
complejos y costosos y el uso de animales experimentales que requiere un mayor
tiempo de andlisis [119]. La similitud entre la fracciéon biodisponible y la

bioaccesible [120] es especialmente mayor en el caso del As debido a su alta
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absorcion en intestino delgado. Estudios en voluntarios humanos y animales
experimentales mostraron que alrededor del 90% del As inorganico ingerido y
disuelto es adsorbido por el intestino y entra en el torrente sanguineo. Este
porcentaje es mucho mayor que para otros elementos y posiblemente puede ser
atribuido a las propiedades quimicas estructurales de los iones arsenato y el
fosfato, un componente esencial del cuerpo humano.

Los estudios de bioaccesibilidad in vitro involucran la adicién secuencial de
fluidos gastrointestinales artificiales en los alimentos [121]; condiciones similares a
las encontradas en el cuerpo humano durante el proceso de digestion (37°C, pH 2-
7, agitacion y jugo gastrico simulado) [117]. Las enzimas mas utilizadas en estudios
in vitro para la digestion de cereales han sido proteasas tales como pepsina y
pancreatina, y amilasas como la a-amilasa [88]. Aunque estos ensayos son
relativamente simples proporcionan informacion relacionada con la liberacién del
elemento analizado en el intestino humano. Muchos estudios han incluido el uso de
saliva artificial como agente extractante dentro del protocolo in vitro ya que puede
ser un factor que contribuye significativamente en muchos tipos de alimentos
[122].

Los estudios de exposicion humana a las diversas especies del As por la
ingesta de cereales han sido limitados y, en su mayoria enfocados al arroz. Laparra
et al. [80], mediante el empleo de un método de extraccién gastrointestinal in vitro,
encontraron que mas del 90% del As total en arroz cocido es bioaccesible, lo cual

refleja un alto riesgo a la salud humana.
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Comparado con las otras partes de la planta de maiz, la concentracion de As
en el grano es relativamente baja. Los métodos de preconcentracion de As
reportados en la literatura estan usualmente basados en la generacion de hidruros
[123, 124], extraccion en fase so6lida [125, 126], extraccion liquido-liquido [127], y
la co-precipitacién [128, 129]. Sin embargo, algunas desventajas de estos métodos
limitan su aplicacidon tales como el tiempo de analisis, factores de enriquecimiento
insatisfactorios, el uso de disolventes toxicos y la formaciéon de residuos
secundarios. La extracciéon en punto nube (CPE) es una metodologia simple,
econdmica, rapida, sensible y selectiva que puede ser considerada para la
preconcentracion de As en muestras complejas como lo son los digeridos gastricos.

A la fecha existe poca informacion sobre la cuantificacion y evaluacidn del As
bioaccesible en cereales, y a nuestro conocimiento, son inexistentes los estudios de
acoplamiento de la CPE en los ensayos de bioaccesibilidad de As in vitro en maiz,
cereal de mayor produccion a nivel mundial (817 millones de toneladas en 2009;

FAOQ) [30] y alimento basico para millones de personas en América Latina.
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2.5 Alcance del proyecto

Debido a la problematica ambiental que supone la presencia de As, existe la
necesidad de adquirir mayor conocimiento sobre el peligro potencial de la
exposicion de poblaciones rurales mexicanas a este metaloide a través de la ingesta
de maiz, asi como del efecto de los factores relacionados con la acumulacién y
disponibilidad de las especies de As.

Los aspectos reportados en la literatura relacionados con transferencia de
As en el cultivo de maiz como los mecanismos de adsorcion en suelo, metabolismo
y fitotoxicidad de As fueron analizados en este estudio. Asimismo, los parametros
fisicoquimicos del suelo, asi como la acumulacién y la translocacién de As en el
cultivo de maiz de tres sitios agricolas cercanos a zonas mineras (San Luis Potosi,
México) fueron analizados utilizando analisis de componentes principales (ACP) y
el andlisis de conglomerados (cluster, AC) con el objetivo de identificar y evaluar
las condiciones en el campo agricola que pueden afectar la transferencia de As
hacia la planta de maiz, su fitodisponibilidad y movilidad hacia el grano.

Para evaluar el Ast extraible en las fracciones de suelo agricola fue
desarrollado un método automatizado de extracciéon mas rapido y eficiente que el
procedimiento BCR convencional, en este proyecto fue propuesto un nuevo método
de extraccion en flujo que esta basado en el empleo del sistema MSFIA acoplado a
HG-AFS. Teniendo en cuenta la menor eficiencia en la etapa de HG observada para
las especies DMA, MMA y As(V) (aproximadamente 70% menor para DMA y MMA,

y hasta 38% para As(V)) en comparacién con As (III) [130], al sistema desarrollado
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fue acoplada una etapa de foto-oxidacién UV para la degradacién de las especies
organicas extraidas y la reduccion de las especies de As(V) a As(III) para la
adecuada cuantificacion del contenido de As total.

Asimismo, un nuevo método de determinacion de As bioaccesible a niveles
traza en grano de maiz basado en la preconcentracion mediante CPE fue
desarrollado. El método propuesto para la cuantificacion de As en el digerido
enzimatico es una combinaciéon de CPE, MSFIA y HG-AFS como herramientas de
deteccién. La etapa de preconcentraciéon CPE fue optimizada y la completa
degradacién de DMA y MMA previo a la etapa de generacién de hidruros fue
evaluada. Esta metodologia versatil y econémica puede ser utilizada como una
herramienta analitica alternativa al empleo de técnicas costosas como ICP-MS.

Una metodologia para la determinacion de las formas quimicas del As en el
cultivo de maiz fue implementada y la distribucion de especies de As en el sistema
suelo-agua-maiz fue también evaluada con el objetivo de analizar la transferencia y
toxicidad del As en este cereal de gran importancia nutricional y econémica en

México.
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CAPITULO 3

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS: El maiz cultivado en zonas agricolas del estado de San Luis
Potosi contiene especies de As inorganico biodisponible en concentraciones que
representan un riesgo para la salud humana (superiores a 0.476 mg kgl,

FAO/OMS-JECFA).

OBJETIVO GENERAL: Evaluar la especiacion quimica de arsénico y su
acumulacion en maiz cultivado en zonas agricolas del estado de San Luis Potosi y

determinar su riesgo potencial para el ser humano.

OBJETIVO ESPECIFICOS:

1) Definir los sitios agricolas de muestreo de suelo, agua y cultivo (en base
antecedentes de contaminacidn con arsénico y el uso del suelo agricola).

2) Disefiar y ejecutar el plan de muestreo en los sitios seleccionados.

3) Caracterizar fisica y quimicamente el suelo agricola y el agua de riego.

4) Determinar del contenido de As total y de especies de As en agua de riego,
suelo y planta de maiz (raiz, tallo, hoja y grano).

5) Desarrollar una metodologia de extraccion secuencial para la

determinacion de la movilidad del arsénico en el suelo agricola.
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6) Desarrollar un procedimiento de extracciéon para la determinaciéon de
As(111), As(V), MMA y DMA presentes en el grano de maiz.

7) Determinar la fraccion bioaccesible de As en el grano de maiz.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacion y caracteristicas de la muestra

Las muestras de suelo, agua de riego y maiz fueron obtenidas de tres zonas
de riego con cultivos de aproximadamente tres meses (la altura de la planta fue 1.2-
1.5 my el peso humedo fue 2.0-3.5 kg) cerca de una zona minera en San Luis Potosi,
México; zona A y B en Matehuala, y la zona C, en el municipio de Villa de Ramos. Un
muestreo sistematico rectangular fue realizado en cada zona agricola, que implicé
la toma de seis muestras de suelo y de plantas de maiz, asi como una muestra de
agua por cada predio. Las muestras de suelo fueron tomadas de 0-30 cm de
profundidad a una distancia horizontal con la raiz del cultivo menor a 20 cm. Las
coordenadas de los puntos de muestreo se describen en la Tabla VI y el mapa de la
Figura 5 muestra la ubicacion de cada campo de maiz.

Diversas zonas agricolas-rurales del estado de San Luis Potosi, México (a
unos 500 km NE de la ciudad de México) han presentado actividad minera durante
mas de 200 afios. Los depdsitos minerales mas abundantes incluyen galena, pirita,
esfalerita, sales de Cu-Sb y arsenopirita [20]. Los residuos de la industria minera
han contaminado las zonas agricolas a través del agua de riego. La liberacion total
de As en las zonas mineras dentro de esta region fue estimada en 7.5 Ton afio-!

(agosto de 2008-agosto de 2009) [131]. Dado que en las muestras de agua de riego
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de estas zonas, se reportan concentraciones de As de hasta 5.9 mg L1 [20], es

importante entender la transferencia de As a las plantas de maiz en esta region.
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Figura 5. Distribucion de las zonas de muestreo.

Las zonas agricolas de muestreo se encuentran en la Meseta Central y la
Sierra Madre Oriental de México y presentan regularmente un clima templado,
semiseco y seco. Phaeozem, Calcisol y Leptosol son los tipos de suelo
predominantes en la region [132]. Las precipitaciones son escasas en la zona, entre
300 a 700 mm ano-1 [132], por lo que el riego por canal se utiliza la mayor parte del

ano.
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COORDENADAS DE LOS PUNTOS DE MUESTREO DE SUELO AGRICOLA,
MAIZ Y AGUA DE RIEGO

Tipo de Zona A (Matehuala) Zona B (Matehuala) Zona C (Zacatal)
muestre Punto  Coordenada Punto Coordenada Punt Coordenada
o o
Suelo MTA-1 N 23°39°57.2" MTB-1 N 23°43°05.2" 7ZC-1 N 22°49°54.2"
agricola y W 100° 34" 35.1" W 100° 39" 20.7" W 102°02°53.6"
cultivo de MTA-2 N 23°39°56.9" MTB-2 N 23°43°05.0" 7C-2 N 22°49°54.2"
maiz W 100° 34" 35.9" W 100° 39" 20.5" W 102°02"32.1"
MTA-3 N 23°39°57.0" MTB-3 N 23°43°05.2" ZC-3 N 22°49°30.8"
W 100° 34" 35.1" W 100°39°20.2" W 102°02°15.9"
MTA-4 N 23°39°56.7" MTB-4 N 23°43°05.4" ZC-4 N 22°49°32.4"
W 100° 34" 35.7" W 100°39°20.6" W 102°02°19.6"
MTA-5 N 23°39°56.9" MTB-5 N 23°43°05.4" 7C-5 N 22°49°32.1"
W 100° 34" 34.8" W 100°39°20.4" W 102°02°18.1"
MTA-6 N 23°39°56.6" MTB-6 N 23°43°05.5" ZC-6 N 22°49°32.2"
W 100° 34" 35.4" W 100°39°20.2" W 102°02°17.2"
Agua de MTA-A N 23°40°20.0" MTB-A N 23°4305.2" ZC-A N 22°49°40.9"
riego W 100° 35" 01.8" W 100° 39" 20.2" W 102° 02" 18.9"

4.2. Preparacion de la muestra

Las muestras de suelo fueron secadas a temperatura ambiente y tamizadas

para la obtencion de la fraccidn de arcilla (<63 pm). Las muestras de plantas fueron

lavadas con agua corriente de la llave, seguido de tres enjuagues con agua

desionizada. Ademas, la raiz del maiz fue lavada con CaCl; 5 mM para remover los

iones potencialmente adsorbidos en el tejido. Todas las muestras de la planta

fueron cuidadosamente divididas en raiz, tallo, hoja y grano. Estas secciones fueron

secadas en horno a 70°C durante 72 h. Posteriormente, las secciones de planta seca

fueron trituradas, tamizadas (250 pm), homogeneizadas y almacenadas en
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ausencia de luz. Las muestras de agua de riego fueron filtradas (acetato de celulosa,

0.45 um), selladas herméticamente y almacenadas a 4°C en ausencia de luz.

4.3. Reactivos

Todos los reactivos fueron de grado analitico. Las disoluciones fueron
preparadas en agua ultrapura (resistividad> 18 MQecm, Millipore Milli-Q system).
Todo el material de vidrio fue sumergido en HNO3 10% v v'1 durante 24 h y
enjuagado con agua Milli-Q antes de su uso.

El arseniato de sodio (NazHAsO4¢7H20, As(V)), el arsenito de sodio (NaAsOq,
As(III)), y el acido dimetilarsinico (C2H7AsOz, DMA) fueron comprados en Sigma-
Aldrich (México). El acido monometilarsénico (MMA) fue adquirido en Chem-
Service (USA). Las disoluciones stock de As(V), MMA y DMA fueron preparadas a
una concentracion de 100 mg L1 en agua ultrapura. El estdndar de As(III) fue
disuelto en NaOH 4% m v'! y entonces diluido con HCI 0.3 mol L-1. La disoluciéon
reductora consistio en NaBH4 10 g L-1 (Sigma-Aldrich, México) disuelto en NaOH 2 g
L1 (Sigma-Aldrich, México). Esta disolucion fue preparada diariamente. Una
disolucion de HCI 1.2 mol L1 (Fisher) fue utilizada como medio portador en la
determinacion de As total y de especies de As por HG-AFS.

Para el andlisis de As total, una disolucion reductora de tiourea 10% m v-!
(Sigma-Aldrich, México) y acido ascérbico 2% m v (Sigma-Aldrich, México) fue
utilizada para la pre-reducién de medicion de las disoluciones. Las disoluciones

estandar de calibracion para la determinacién de As total, 0.5-200 ng mL-1, también
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fueron preparadas diariamente a partir de la disolucién stock por medio de una
dilucién con HCI 10% v v-1. Antes del analisis de As total, 0.2 mL de la disolucién
reductora de acido ascorbico-tiourea fue afiadida a 5 mL de la disolucion patrén. La
reduccion de As(V) a As(Ill) fue alcanzada después de 30 min. Antes del analisis
instrumental, disoluciones de blanco y las muestras fueron preparadas mediante
una etapa de pre-reduccion similar.

Para la determinacion de la especies de As por cromatografia de liquidos de
alta resolucién (HPLC) acoplado a HG-AFS, buffers de fosfato 5 y 60 mmol L-1a pH 6
fueron usados como fase mévil. Una serie de disoluciones patrén de trabajo de las
especies de As fueron preparadas por dilucién apropiada de la disolucién stock con
agua ultrapura para dar un intervalo de concentracién de 50 a 500 ng mL-1 para
todas las especies de As.

Los reactivos y las condiciones operativas para el fraccionamiento de As en
suelo son descritos en la Tabla VII. Las disoluciones de trabajo utilizadas en el
fraccionamiento de suelo fueron preparadas por dilucién de la disolucién stock con
CH3COOH 0.11 mol Lt (Scharlau, Espafia), NH20H-HCl 0.5 mol L1 (pH 1.5, Scharlau,
Espafia) y H20; 8.8 mol L1 (pH 2, Scharlau, Espafa). En este estudio, las
disoluciones utilizadas para la generacion de hidruro a partir del contenido total de
As fueron HCl 0.6-3.0 mol L1 (5-25% v v-1, Scharlau, Espafia) y NaBH4 0.5-2.5% m v
1 (Scharlau, Espafia). Dos agentes reductores y un oxidante fueron utilizados:
tiourea 1.5-4.5% m v! (Panreac, Espafa) preparado con acido ascorbico 22% m v-1

(Scharlau, Espafia), NH20H-HCI 6-2 mol L1 (Scharlau, Espafia); y K2S20s8 1.5% y
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5.4% m v-! (Scharlau, Espafia) en NaOH 0.5% m v-1, para favorecer en la generacién
de hidruros y la etapa de fotoxidacion UV de las especies organicas,

respectivamente.

TABLA VII

REACTIVOS Y CONDICIONES DE OPERACION UTILIZADAS EN EL
METODO BCR CONVENCIONAL Y EL METODO BCR EN FLUJO

AUTOMATIZADO
Método BCR convencional? Método BCR automatizado®
Etapa Fraccion Fase(s) en . s Tiempo de
suelo? . Tiempo de agitacién . N
Reactivos Reactivos agitacion y
y temperatura
temperatura
F1 Soluble en  Carbonatos 40 mL de 16 h a temperatura Hasta 110 mL de 2ha
acidoy y metales CH3;COOH 0.11 ambiente CHsCOOH 0.11 temperatura
agua intercambia mol L-! mol L! ambiente
bles
F2 Reducible o6xidos de 40 mL de 16 h a temperatura Hasta 110 mL de 2ha
Fey Mn NH.0H.HCI 0.5 ambiente NH:0H. HC1 0.5 temperatura
mol Lt (pH 1.5) mol L1 (pH 1.5) ambiente
F3 Oxidable Materia 10 mL de H20: 1 h a temperatura Hasta 110 mL de 2ha
organicay 8.8 mol L! (pH ambiente, 1 h a 85°C, H2028.8 mol Lt temperatura
sulfuros 2), después, 10 y 16 h a temperatura (pH 2) ambiente
mL de H202 8.8 ambiente
mol L-! (pH 2)

frio + 50 mL de
NH4AcO 1 mol L!

(pH 2)

1133],° procedimiento asistido por ultrasonido.

Las enzimas y sales biliares utilizadas en la determinacién de la fraccién
bioaccesible de As fueron adquiridas de Sigma Aldrich. Los jugos gastrointestinales
artificiales fueron preparados como sigue: 1) Jugo bucal: 11.5 mg de a-amilasa de
saliva humana (9600 unidades, No cat. A-1031) fueron suspendidos en 30 mL de
buffer de citratos 30 mmol L1, pH 6 y 100 mL de disolucion electrolitica [122], 2)
Jugo gastrico: 1.6 g de pepsina de mucosa gastrica porcina (No cat. P-7000) fueron
suspendidos en 10 mL de HCl 0.1 mol L1, y 3) Jugo duodenal: 0.2 g de pancreatina

de pancreas porcino (No cat. P-1750) y 1.25 g de extracto de bilis porcino (No cat.
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B-8631) fueron suspendidos en 50 mL de NaHCO3 0.1 mmol L-L. Las suspensiones
enzimaticas fueron utilizadas inmediatamente después de su preparacion. Los
reactivos utilizados en CPE fueron el o,0-dietilditiofosfato (DDTP, Sigma Aldrich) 50
% m v'! (preparado en etanol absoluto), el Tritén x-114 (Sigma Aldrich) 10% m v-1L.
La disolucién utilizada para la reconstitucién del extracto fue HCI 1 mol L1, con

etanol al 10% v v-1.

4.4. Digestion de muestras agricolas

Las muestras de suelo agricola y las plantas de maiz (raiz, tallo, hoja y grano)
fueron digeridas de acuerdo al método EPA 3052 para digestién por microondas
[1], el cual fue modificado ligeramente. Una muestra de aproximadamente 0.4 g fue
colocada en un recipiente de microondas; entonces, cantidades apropiadas de
HNO3conc, HClcone. ¥ HFconc, fueron afiadidas. Para la digestion de las secciones de la
planta de maiz (raiz, tallo y hojas), fueron utilizados 3.4 y 0.4 mL de HNO3zconc y
HClconc, respectivamente, mientras que 4.0, 0.5, y 0.5 mL de HNO3conc, HClcone, ¥
HFconc, respectivamente, fueron utilizados para las muestras de suelo agricola. Los
recipientes fueron sellados y calentados en un sistema de microondas (Anton Park,
Multiwave ECO) durante 15 min. La temperatura de las muestras fue incrementada
a 180°C en 5.5 min, y después fue mantenida a esta temperatura durante 9.5 min.
Después de enfriar, el sobrenadante fue separado por centrifugaciéon (3000 min-1
durante 5 min). La muestra fue enfriada, transferida a un tubo de centrifuga y

posteriormente llevada a un volumen final de 50 mL.
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4.5. Caracterizacion quimica de suelo agricola, agua de riego y raiz
de la planta de maiz

Para cada zona de estudio, parametros tales como pH (Hach PHC10101),
conductividad (Hach CDC40101), temperatura, oxigeno disuelto (Hach LD0O10101)
y cloruro (ISECI18101) fueron analizados in situ en el agua de riego utilizando un
Multi Meter Hach HQ40d (Apéndice A).. Por otro lado, en los suelos agricolas fue
determinado el N total (método Kjeldahl, Apéndice B), la textura (método del
hidrémetro, Apéndice B), los cationes extraibles (Ca%*, Mg2+, K*, y Na* mediante el
meétodo de acetato de amonio a pH 7 [134]), y el contenido de CaCO3 (método de
titulacién con HCI).

La fraccion de arcilla de cada muestra de suelo fue extraida mediante agua
desionizada en una relacion 1:1. La suspension fue agitada a 200 min-! durante 24
h a 25°C. El sobrenadante fue separado por centrifugaciéon a 3000 min-! durante 5
min. El pH (pHwg; método potenciométrico, Thermo Scientific Orion 3 Star), el
carbono organico total (TOCwg; Shimadzu TOC-VCSH), el cloruro (Cl'wg; método
potenciométrico, Thermo Orion 720A+), el fosfato (POs3wg; método
espectrofotométrico con SnCl;, NMX-AA-029-SCFI-2001), y la conductividad
(método potenciométrico, Thermo Scientific Orion 3 Star) fueron determinados a
partir del extracto acuoso del suelo, mientras que el contenido de calcio (Car;
espectrometria de absorcion atdmica), fosfato (PO431; método espectrofotométrico,
NMX-AA-029-SCFI-2001), hierro y manganeso (Mnrt y Fer, respectivamente; NMX-

AA-051-SCFI-2001) fueron determinados a partir de la muestra digerida (EPA
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3052). En la raiz de la planta de maiz fueron determinados el PO43-r (método
espectrofotométrico, NMX-AA-029-SCFI-2001) y el Fer (NMX-AA-051-SCFI-2001)
después de que la muestra fue digerida (EPA 3052). El rango lineal de las técnicas

se presenta en el Apéndice C.

4.6. Analisis de especiacion y del contenido de arsénico total en el
sistema agua-suelo-planta de maiz

La determinacion de As total en el agua de riego, en el suelo agricola y en las
diferentes partes de la planta del maiz (raiz, tallo, hoja y grano, fotografias en
Apéndice D) fue realizada mediante HG-AFS (Rayleigh AF-640). Para la especiacion
de arsénico fue acoplado un sistema HPLC el cual cont6 con una bomba-SY 8100
(Beifen-Ruili Analytical Instrument (Group) Co., Ltd.). La separacién se realiz6 en
una columna Hamilton PRP-X100 (Hamilton, Reno, NV, EE.UU., Apéndice E) de
intercambio anidénico (250 x 4.6 mm). Las condiciones instrumentales y

operacionales utilizadas se resumen en la Tabla VIII.
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TABLA VIII
CONDICIONES INSTRUMENTALES UTILIZADAS EN HG-AFS Y IC-HG-
AFS
HG-AFS
Concentraciéon de NaBHa: 1% m vl
Disoluciéon portadora: HCl 10% v v-1
Gas portador (Ar): 600 mL min-1
Gas auxiliar (Ar): 200 mL min-1
Volumen de muestra: 1 mL
Voltaje de tubo 280V
fotomultiplicador:
Corriente de la lampara: 60 mA
Temperatura: 400°C
Longitud de onda: 217.6 nm (lampara de catodo
hueco)
IC-HG-AFS
Columna Intercambio aniénico, Hamilton
PRP-X100
Volumen de muestra: 100 pL
Flujo: 1 mL min-!
Modo de elucidn: Gradiente
Programa: (1) 0-4 min, 100% de buffer de

fosfatos 5 mM, pH 6; (2) 4-4.5 min
0-100%, buffer de fosfatos 60 mM,
pH 6; (3) 4.5-10.5 min, 100% de
buffer de fosfatos 60 mM, pH 6; (4)
10.5-11 min 0-100% de buffer de
fosfatos 5 mM, pH 6; (5) 11-12.5
min 100%, buffer de fosfatos 5 mM,
pH 6.

Para la determinacion de la concentracién de As total en el agua de riego y
las muestras digeridas de suelo agricola y planta (raiz, tallo, hoja y grano), la curva
de calibracion fue elaborada en el intervalo de 0.5 a 200 ng mL-! mostrando una
linealidad significativa (r = 0.999, n = 6). El limite de detecciéon (LOD) fue de 0.05
mg kg1 en suelo y 0.5 pg L' en agua. La determinacién de As total fue verificada

utilizando materiales de referencia certificados (CRM; agua subterranea BCR-610,
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IRMM; harina de arroz ERM-BC211, IRMM; y suelo franco ERM-CC141, IRMM). No
existieron diferencias significativas (p > 0.05, n = 3) entre los valores obtenidos y

los certificados para el contenido de As total en los CRM's analizados (Tabla IX).

TABLA IX

DETERMINACION DE ARSENICO TOTAL EN LOS MATERIALES DE
REFERENCIA CERTIFICADO DE LA COMISION EUROPEA (IRMM)

Material de Referencia Certificado! = Valor certificado (mg kg')  Valor obtenido (mg kg1)

Agua subterranea BCR-610, IRMM 10.8+0.4 10.1+1.2
Harina de arroz ERM-BC211, IRMM 0.260+0.006 0.280+0.02
Suelo arcilloso ERM-CC141, IRMM 9.9+1.5 9.27+0.07

"TRMM, Institute for Reference Materials and Measurements

La identificacién y cuantificacion de especies de As en el suelo y la planta de
maiz fueron realizadas por cromatografia iénica (IC) acoplado a HG-AFS (véase la
Tabla VIII). El pH de la fase movil fue evaluado entre 5 y 9, siendo el pH 6 el que
presenté una mejor resolucion cromatografica de las especies de As (Apéndice F).
La Figura 6 muestra el cromatograma de la elucién completa de las especies de As
en un tiempo de 29 y 12 min utilizando un sistema isocratico y el gradiente de
elucidon, respectivamente. El gradiente de elucion fue utilizado en analisis
posteriores, debido a que su uso permite un menor tiempo de analisis comparado
con la elucién isocratica y una mejor resolucién cromatografica de las especies de
As. La determinacion de las especies de As fue realizada en el extracto acuoso del
suelo agricola (1:1 de suelo: agua; Seccion 4.5) y en los extractos de las secciones de

la planta de maiz.



48

As(111)
DMA
MMA As(V)
As(I11)
MMA As(V) ——Isocréatica (pH 6, 5 mM)
DMA ——Gradiente (pH6, 5 y 60 mM)
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (min)

Figura 6. Efecto del gradiente de concentracién de buffer de fosfatos sobre los
tiempos de retencion de las especies de arsénico por HPLC-HG/AFS.

La validacion del método de extraccidon de As en cada parte de la planta fue
verificada mediante estudios de recuperacién. El procedimiento utilizado para la
extraccion de As para la raiz, el tallo y la hoja del maiz fue de acuerdo al método
descrito por Zheng et al. [10]. Brevemente, 0.3 g de biomasa y 2 mL de HNO3 0.15
mol L1 fueron agregados a un recipiente de vidrio. Posteriormente, los vasos
fueron calentados a 80°C durante 2 h y el contenido de los vasos fue centrifugado y
el sobrenadante filtrado (nylon, 45 pum). Antes del proceso de extraccion, una
cantidad equivalente a 1.33 mg As kg1 para el tallo y hojas, y 2 mg As kg1 para la
raiz de todas las especies de As fue agregada. En el caso del grano de maiz, cuatro
diferentes procedimientos de extraccion de especies de As reportados para arroz
fueron evaluados mediante estudios de recuperaciéon: 1) H20/CH3z0H (1:1) con
ultrasonidos a 50°C durante 2 h [85], 2) H3PO4 1 mol L1 en ultrasonido [88], 3)
HNO3 2% v v-1 con incremento de temperatura a 95°C en 0.75 h y mantenido a 95°C

durante 1.5 h [94], y 4) TFA 0.05 mol L1 con incremento a 85°C en 20 min, y
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después mantenido a 80°C durante 10 min [100]. Al igual que la raiz, una cantidad

equivalente a 2 mg As kg1 de grano fue agregada a cada suspension (Apéndice G).

4.7. Parametros de acumulacion y translocacion de arsénico

El factor de bioacumulacion BAFr (Ecuacion 1) fue calculado para la
determinacion de la acumulaciéon de As independientemente de la concentracion
del metaloide en el suelo. El factor de bioacumulacién BAFwg, (Ecuacion 2) fue
calculado para evaluar, excluyendo los procesos de adsorcion en suelo, que
parametros en rizosfera afectan la fitodisponibilidad de As. Por otro lado, la

translocacion de As en plantas de maiz se evalu6 de acuerdo con la Ecuacién 3.

[ASTraiz)
BAF, = X2Traizl .
r [ASTsuelo] ( )
[ASTraiz]
BAF,, » = —=>Traizl )
WE [ASWEsuelo] ( )
Translocacién = ZASrraizl100] 3
[ASTsuelo]

4.8. Fraccionamiento de arsénico en suelo agricola

4.8.1. Preparacion del suelo enriquecido

Los parametros del método de extraccion en flujo fueron primeramente

optimizados utilizando suelo enriquecido con As siguiendo el protocolo establecido



50

para un suelo CRM [133]. El suelo fue secado hasta un peso constante (80+5°C) y
posteriormente tamizado. Entonces, 500 g de suelo <63 pm fueron mezclados con
200 mL de una disolucion de As(V) de 50 mg L-1 (NazHAsQ4-7H20), colocados en un
recipiente hermético y almacenados durante 1 mes en oscuridad a temperatura
ambiente. Posteriormente, la muestra de suelo enriquecido fue secada hasta peso
constante (80+5°C) y homogeneizada en un molino de bolas durante 48 h. Un
estudio de homogeneidad fue realizado para determinar el contenido total de As en
5 submuestras. No hubo diferencias significativas entre los valores promedio de las
submuestras analizadas aplicando la prueba ANOVA de una sola via (nivel de
confianza del 95%). Este suelo homogéneo enriquecido con As fue empleado para
la optimizacion del sistema de extraccidén propuesto con el objetivo de encontrar la

mejor sensibilidad y reproducibilidad.

4.8.2. Sistema automatizado de extraccion secuencial BCR de tres
etapas en flujo

El sistema MSFIA-HG-AFS utilizado para la determinaciéon de As se muestra
en la Figura 7. Dos buretas multijeringa con velocidades programables (MicroBU
2030 Crison, Barcelona, Espafia) fueron utilizadas (Apéndice H). Siete jeringas de
vidrio S1-S7 con capacidades de 2.5, 1.0, 1.0, 5.0, 1.0, 2.5 y 2.5 mL fueron empleadas
(Hamilton, Suiza). Cada jeringa tiene una valvula solenoide en la cabeza de tres vias
E1-E7 (N-Research, Caldwell, Nueva Jersey, EE.UU.), lo que facilita la aplicacién de

los regimenes de multiconmutacién. También se utilizaron tres valvulas solenoides
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de tres vias E8-E10 (MTV-3-N 1/4 UKG, Takasago, Japén) para conducir el flujo de
la forma deseada. Una microbomba (MP) fue acoplada al sistema para la etapa de
extraccion. La columna de PEEK (S) de forma bicénica dual (longitud de 40 mm,
Sciware Systems, Bunyola, Espafia) fue utilizada como contenedor de la muestra de
suelo. Los filtros de membrana (nylon, de 20 mm de diametro, Millipore) con 0.45
micras de tamafio de poro fueron utilizados en ambos extremos de la columna para
evitar la salida de las particulas del suelo. La tuberia para la toma de reactivos fue
construida con tubos de PTFE de 1.5 mm de didmetro interno. El resto de la tuberia
incluyendo los bucles de reaccién (RC1 y RC2) y de carga (HC) (0.24, 0.3 y 0.5 m de
longitud, respectivamente) fue construida con tubos de PTFE de 0.8 mm de
diametro interno. Tres conectores de metacrilato (tres, cuatro y cinco vias, Sciware
Systems) fueron utilizados en el sistema. La columna con la muestra de suelo fue

sumergida en un bafio de ultrasonidos (P-Selecta, Espana).
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Figura 7. Sistema en flujo de extraccion secuencial BCR de tres etapas. VA y VB: valvulas de conmutacién; B1 y B2: buretas; C:
cdmara de ultrasonido; D: detector de fluorescencia atémica; E: valvulas solenoides de tres vias; F: camara de
separacion de fases; HC: bucle de carga; MP: microbomba; RC: bucle de reaccion; Sx: jeringa; S: columna de suelo; T:
tanque de homogenizacidn; UV: camara de fotoxidacién UV; W: desecho.
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El hidruro gaseoso fue separado de la matriz mediante el separador de
gas/liquido, y la humedad de la fase gaseosa eliminada mediante una membrana de
nafion de Permapure (PermaPure, Inc., Toms River, NJ). Posteriormente, la fase
gaseosa fue introducida directamente en la unidad de deteccién. El argén y el
nitrégeno fueron utilizados como gas portador (100 mL min-1) y de secado (10 mL
min-1), respectivamente y un flujo de gas hidrégeno (25 mL min-1) fue suministrado
externamente para soportar la llama del AFS.

Las mediciones fueron realizadas en un AFS (PS Analytical Millennium
System, Kent UK) equipado con una ldmpara de catodo hueco de arsénico (Photron
Super lamp, Victoria, Australia) con los siguientes parametros: corriente primaria
de 27.5 mA; corriente secundaria de 35.0 mA; y una longitud de onda de 193.7 nm.
Una lampara UV TNN 15/32 15 W modelo Heraeus Noblelight fue utilizada en la
etapa de fotooxidacion para la conversion de las especies organicas en inorganicas.
El software Autoanalysis 5.0 (Sciware Systems) fue utilizado para el control del

instrumento y la adquisicion de datos (Apéndice I).

4.8.3. Procedimiento analitico para el fraccionamiento de arsénico en
suelo

El sistema MSFIA-HG-AFS fue adaptado para llevar a cabo de forma
automatica las siguientes dos funciones: 1) extraccion del suelo con los tres

eluentes BCR, y 2) la determinacién del Ast en cada fraccion. La Tabla X muestra los
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pasos analiticos utilizando en el sistema en flujo de extracciéon secuencial BCR de
tres etapas.

Paso 1. Extraccion secuencial en linea: La primera disolucion BCR (F1, acido acético
0.11 mol L1) fue conducida por medio de las valvulas de seleccién (VA y VB) e
impulsada mediante la microbomba (MP) desde los contenedores a través de la
columna (S) con las particulas del suelo. La extraccidon de As de suelo agricola fue
realizada en un bafo ultrasénico (C) para mejorar la eficiencia de la extraccidn.
Finalmente, 10 mL del lixiviado del suelo fueron recolectados y homogenizados con
un agitador magnético en el recipiente seleccionado (T1 o T2). El tiempo de analisis
fue reducido por el empleo de dos recipientes utilizados de manera alterna
colocados a los extremos de la valvula E10.

Paso 2. Toma de alicuota de lixiviado de suelo: El volumen de lixiviado fue cargado
dentro del HC en funcidn del tipo de fraccion extraida (0.5 mL para F1 y F2, 0.15 mL
para F3). El volumen de F3 fue menor que la de F1 y F2 con el objetivo de evitar
condiciones oxidantes y la disminucion de la sefial analitica.

Paso 3. Proceso de fotoxidacion: La alicuota de lixiviados del suelo fue mezclada con
una disolucidn de un agente oxidante especifico (K2S208 1.5% m v-! con NaOH 0.5%
m v-1 para F1, K2S208 5.4% m v-! con NaOH 0.5% m v! para F2 y NaOH 0.5% m v'!
para F3), y transportada a la camara de fotoxidacién UV para la degradacién de las
especies organicas. Un tiempo de 2 min de flujo detenido de la muestra dentro de la

camara de fotoxidacion UV fue suficiente para la degradacion completa de especies.
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Paso 4. Preparacion para HG: Las interferencias de los subproductos de la
fotoxidacion UV sobre la etapa de generacion de hidruros fueron evitadas mediante
el uso de una disolucion reductora apropiada. La disolucidon producida durante la
fotoxidacion fue prereducida con una mezcla de tiourea y acido ascorbico para F1y
F2 o NH20H-HCl para F3 durante 1 min.
Paso 5. Acidificacidn: La alicuota de la etapa 4 fue mezclada con HCI 0.6-3.0 mol L-1
en el mismo bucle de reaccién (RC2).
Paso 6. HG: La alicuota acidificada fue mezclada con NaBH4 0.5-2.5% m vl y
transportada hasta el separador gas-liquido F de vidrio. El hidruro fue
transportado y secado con un flujo de N a contracorriente.
Paso 7. Deteccion por AFS: Un detector de fluorescencia atémica se utilizé para
determinar el contenido de As.
Paso 8. Limpieza de la tuberia: La tuberia fue finalmente lavada con agua destilada.
El contenido de As fue determinado en cada subfraccién obtenida (10 mL de
F1, F2 o F3) para evaluar la cinética de la extraccion. Cada subfraccion se analiz6
por triplicado, y los pasos 2-8 fueron repetidos para cada sefial analitica (Figura 8).
Las subfracciones con concentraciones de As superiores al limite de cuantificacion
(LOQ) fueron utilizados para determinar el contenido de As en las fracciones (< 13
subfracciones fueron utilizados para todos los casos). La frecuencia de analisis fue
incrementada por la extracciéon simultdnea durante la determinacién de As por
triplicado de la subfraccion anterior. La Tabla X muestra el flujo y la posicion de las

valvulas solenoides de las jeringas para los pasos realizados durante la extraccion
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simultdnea de As: a) el drenaje del contenedor de lixiviado, b) el lavado del

contenedor de lixiviado vacio con agua destilada, y c) paso de extraccion de As.
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TABLA X
PROCEDIMIENTO ANALITICO PARA LA EXTRACCION SECUENCIAL DE ARSENICO EN SUELO AGRICOLA

: L Flujo 4
D;;I;‘;Zl;lgg/ (mL niin’l) Volumen (mL) Posicion de las valvulas solenoide V:lel;;ﬂ?is(,)ge Comentario
B1 B2 MP B1 B2 MP El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 VA VB
Paso 1
MP - - 1 - - 10 - - - - - - - - - Offd 1 6P Extraccién de suelo
Paso 2
B/Cargar - 1 - - 0.5¢ - - - - On off Off Off On Offd - - - Carga de lixiviado
Paso 3
B/Dispensar 1.4 5 - 0.3 1 - On On off On On On off Off - - - - Paso de fotoxidacién para F1
B/Dispensar 5 5 - 1 1 - On Off off On On On off Off - - - - Paso de fotoxidacién para F2
B/Dispensar2 0.4 5 - 0.4 1 - off On On On On On off Off - - - - Paso de fotoxidacién para F3
Pasos4y 5
B/Cargar 15 15 - Prim - Off Off Off Off Off Off Off Off - - - - Carga de jeringas
B/Dispensar - 5 - - 1.2 - - - - On On On off off - - - - Paso de prereduccién para F1
B/Dispensar2 - 5 - - 1.2 - - - - On On On off off - - - - Paso de prereduccién para F2
B/Dispensar 2 5 - 0.6 1.2 - off Off On On off On off Off - Paso de prereduccion para F3
B/Cargar 15 15 - Prim - off Off off Off off Off Off Off - - - - Carga de jeringas
Pasos 6y 7
B/Dispensar - 8 - - 5 - - - - On Off On On Off - - - - HG y deteccion
Paso 8
B/Cargar - 10 - - 5 - - - - Off Off  Off Ooff  Off - - - - Carga de jeringas
B/Dispensar - 10 - - 5 - - - - On Off Off Off Off - - - - Lavado de tuberia
Pasos simultdneos a, by c
MP - - 4 - - 11 - - - - - - - - - - 8 3e Vaciado de los contenedores
MP - - 4 - - 3 - - - - - - - - - - 8 7 Lavado de tuberia
MP - - 1 - - 10 - - - - - - - - - Ond 1 6b Extraccion de suelo

E7: permite la carga de lixiviado de suelo; E9 y E10: permite el uso de los contenedores de lixiviado de suelo de manera alterna por el cambio de la
posicidén de la valvula; B: bureta; MP: microbomba; HG: generacién de hidruro; On: encendido; Off: apagado; Prim: dispensa o carga el volumen necesario
para llegar a la posicion inicial o final de la bureta, respectivamente; 2 esta operacién (conmutacién de las valvulas, flujo, y/o volumen) fue utilizada de
acuerdo a la fraccion analizada; bla position puede ser 4, 5 o 7 de acuerdo con la etapa de lavado o/y el eluente utilizado para la extracciéon; €0.15 mL
para F3; dde acuerdo con los cambios en la conmutacidén de las valvulas de acuerdo con la alternancia del contenedor; ¢la posicién fue también 2 6 3 de
acuerdo a la alternancia del contenedor.
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4.9. Determinacion de arsénico bioaccesible en maiz

4.9.1. Caracterizacion quimica de grano de maiz

El contenido de elementos como potasio (Kr), magnesio (Mgr), calcio (Car),
sodio (Nar), cobre (Cur), hierro (Fer), manganeso (Mnr), niquel (Nit) y zinc (Znt) en
el grano de maiz fueron determinados mediante ICP-AES (Optima5300 DV, Perkin
Elmer® Inc.) equipado con nebulizador neumatico Gemcone para alto contenido de
s6lidos (Waltham, MA, EE.UU.). El ICP-AES fue operado utilizando los parametros

de la Tabla XI. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado.

TABLA XI
CONDICIONES DE OPERACION UTILIZADAS EN EL ICP-AES

Parametro Valor
Potencia del generador RF 1300W
Frecuencia RF 40 MHz
Flujo de Ar en plasma 15 L min1
Flujo de Ar en nebulizador 0.7 L min-1
Flujo auxiliar de Ar 0.2 L min-1
Tiempo de integracion 5s
Flujo de aspiracion 1.5 mL min-!

4.9.2. Procedimientos de nixtamalizaciéon de maiz

Las muestras de maiz fueron nixtamalizadas de acuerdo con el procedimiento
ligeramente modificado de Lopez Martinez et al. [135]. Alrededor de 300 g de maiz

fueron cocidos con 900 mL de cal grado alimenticio 1 g L-1. Los granos de maiz
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fueron cocinados a 100°C durante 1 h y posteriormente fueron lavados con agua
desionizada para eliminar el exceso de la disolucion de cal. Posteriormente, los
granos de maiz fueron secados en estufa a 70°C, triturados en mortero, y tamizados

para la obtencién de la fracciéon <250 pm.

4.9.3. Digestién gastrointestinal in vitro

En este estudio, la bioaccesibilidad del As en el grano de maiz, es decir la
cantidad de As liberada en el tracto gastrointestinal, fue determinada mediante
ensayos in vitro de tres etapas secuenciales: 1) bucal, 2) gastricay 3) duodenal. 1 g
de maiz crudo o cocido fue digerido utilizando el proceso de extracciéon simulada
basada en el método descrito por Jovani et al. [136] y modificado de acuerdo con la
muestra y las propiedades sistema. 8 mL de agua desionizada y 0.5 mL de la
disolucion bucal fueron agregados a 1 g de muestra. La suspension reposé durante
5 min y posteriormente el pH fue ajustado a 2.0 con HCI 6 mol L-1. Después de 15
min el valor del pH fue reajustado a 2. Posteriormente, un volumen de 0.3 mL de
una disolucion de pepsina recién preparada fue agregado. La muestra fue llevada a
10 mL con agua desionizada e incubada en un bafo de agua con agitacion
magnética a 37°C durante 2 h. Antes de la etapa de digestion intestinal, el pH del
digerido gastrico fue ajustado a pH 5 por la adicién gota a gota de NaHCO3 1 mol L.
Después 2.5 mL de la mezcla de pancreatina-extracto de bilis fueron agregados y se
continu6 la incubacién durante otras 2 h. El pH fue ajustado a 7.2 mediante la

adicion gota a gota de NaOH 0.5 M. Posteriormente la mezcla fue centrifugada y el
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so6lido fue separado del sobrenadante. El As presente en el sobrenadante fue

definido como la fraccion bioaccesible de acuerdo con la siguiente ecuacion:

As bioaccesible = (1454 (1N (A00) (4)

([ASTgrano]) (M)

donde [Asg] es la concentracion de As en el sobrenadante del digerido (mg L-1), V es
el volumen total del digerido gastrico (L), [ASTgrano] €s la concentracién de As en el
grano de maiz crudo o cocido en base seca (mg kg-1) y M la masa de muestra de

maiz utilizada (kg).

4.9.4. Preconcentracion de arsénico mediante extraccién en punto nube

Previo a la determinacién por el sistema MSFIA-HG-AFS, el As del digerido
gastrointestinal fue preconcentrado mediante una extraccién en punto nube. Un
volumen de 8 mL del digerido gastrico fue agregado a un tubo de ensayo y
centrifugados a 3000 min-! durante 10 min. Una vez decantado, 0.85 mL de HCI 12
mol L1 fueron agregados al sobrenadante. El sobrenadante fue agitado y
centrifugado una vez mas (3000 min-! por 10 min). Posteriormente, 50-150 uL de
la disolucién de Triton 10% m v-1, y de 200-600 puL. de DDTP 50 % m v-1 fueron
agregados al sobrenadante. Etanol absoluto (450-950 pL) fue agregado con el
objetivo de homogenizar su contenido en los estudios de optimizacién. La

suspension fue incubada a 50°C durante 20-40 min y posteriormente centrifugada
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(3000 rpm durante 10 min). La disolucién fue enfriada en bafo de hielo durante 10
min y el sobrenadante eliminado mediante decantacion. Posteriormente el extracto
fue reconstituido con 1 mL de la disoluciéon HCl 1 mol L-1-metanol 10% m v-L. El

factor de pre-concentracion fue calculado como muestra la Ecuacién 5:

Fp=-2 (5)

donde, P es la concentracion del As en la disolucion patréon (digerido
gastrointestinal de arroz o maiz con una cantidad determinada de As) (pug L1), y

Ppc es la concentracién de As en el mismo patrén de As después del proceso de CPE

(ng L1).

4.9.5. Estudios de recuperacion

Con el fin de evaluar la afinidad de As(V), As(Ill), DMA y MMA por la matriz
micelar fue agregada una cantidad de cada una de estas especies equivalente a 2.5
ug L1 en digerido producido a partir de maiz y arroz (25.2 pg kg1 de grano). El

contenido de cada especie de As fue determinado con y sin el uso de CPE.
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4.9.6. Sistema MSFIA-HG-AFS para la determinacion de arsénico en
extractos CPE

El sistema MSFIA-HG-AFS utilizado para la determinacion de As se muestra
en la Figura 9. La marca y tipo de material de buretas, jeringas, tuberia, lampara y
valvulas solenoides fue similar al reportado en la Seccién 4.8.2. Dos buretas
multijeringas con un conjunto de cinco jeringas de vidrio S1-S5 con capacidades de
2.5, 10.0, 2.5, 5.0 y 5.0 mL fueron utilizadas. Cada jeringa tiene una valvula
solenoide de tres vias E1-E5 y las dos valvulas solenoides adicionales fueron
empleadas para conducir el flujo de la forma deseada. La tuberia incluyendo los
bucles de reaccion (RC1 y RC2) y de carga (HC) presenta las mismas dimensiones

que las indicadas en la Seccion 4.8.2.

4.9.7. Procedimiento analitico para la determinacién de arsénico
bioaccesible en maiz

Un nuevo método automatizado para la determinacidon de As bioaccesible a
niveles traza en granos de maiz fue desarrollado mediante un MSFIA acoplada a
HG-AFS. La determinacién de As en el extracto obtenido mediante CPE fue
realizada en el sistema MSFIA-HG-AFS (Figura 9), el cual fue adaptado para llevar a
cabo de forma automatica las siguientes dos funciones: 1) fotoxidacion de las
especies de As, y 2) la determinacion del Ast en cada extracto gastrointestinal. La
Tabla XII muestra los pasos analiticos utilizando el sistema en flujo de extraccion

secuencial BCR de tres etapas.
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Paso 1. Limpieza del tubo de carga: 0.6 mL de extracto CPE fue cargado dentro del
HC y posteriormente desechados mediante la valvula solenoide E7.
Paso 2. Toma de alicuota de extracto CPE: Una alicuota de 0.5 mL de extracto CPE
fue cargado dentro del HC.
Paso 3. Proceso de fotoxidacién: La alicuota de extracto CPE fue mezclada con una
disolucion de un agente oxidante especifico (K25208 1.5% m v con NaOH 0.5% m
v1), y transportada a la camara de fotoxidaciéon UV para la degradacion de las
especies organicas. El tiempo de flujo detenido de la muestra dentro de la cAmara
de fotoxidacién UV fue de 5 min.
Paso 4. Preparacion para HG: La interferencia de las condiciones oxidantes para la
etapa de generaciéon de hidruros fue evitadas mediante el uso de una disolucion
reductora apropiada. La disolucion producida durante la fotoxidaciéon fue
prereducida con una mezcla de tiourea y acido ascérbico durante 1 min.

Los pasos de 5, 6, 7 y 8 (acidificacion, generacion de hidruros, deteccién por
AFS y limpieza de la tuberia) fueron similares a los reportados en la Seccion 5.8.3,
pero utilizando HCI 3.0 mol L1, tiourea 4.5% m v-! con acido ascérbicoal 1% m v-1y

NaBH4 2.5% m v-1 segtin el caso.
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Figura 9. Sistema MSFIA-HG-AFS para la determinacion de arsénico en digerido
enzimatico de maiz. B1 y B2: buretas; D: detector de fluorescencia
atémica; Ex: valvulas solenoides de tres vias; F: camara de separaciéon de

fases; HC: bucle de carga; RC: bucle de reaccién; Sx: jeringa; W: desecho.



TABLA XII

PROCEDIMIENTO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE ARSENICO EN EL EXTRACTO DE CPE POR
MSFIA-HG-AFS

Dispositivo/ Flujo Volimen Posicion de las valvulas solenoide Comentarios
operaciéon (mL min-1) (mL)
B1 B2 B1 B2 El E2 E3 E4 E5 E62 E72
Paso 1
B/Cargar - 5 - 0.6 Off On Off Off Off On Off Limpiarde tubo decarga
B/Dispensar - 5 - 5 Off On Off Off Off Off On
Paso 2 Carga de extracto CPE
B/Cargar - 1 - 0.5 Off On Off Off Off On Off (tomade alicuota)
Paso 3
B/Dispensar? 5 5 0.3 1 On On Off Off Off Off Off Fotoxidacién
Pasos4y 5
B/Cargar 15 15 Prim Off off Off Off Off Off Off Cargadejeringas
B/Dispensar - 5 - 1.2 Off On On On On Off Off Prereducciéon
B/Cargar 15 15 Prim - Off Off Off Off Off Off Cargadejeringas
Pasos 6y 7 Generacién de hidruros y
B/Dispensar - 6 - 8 - On Off On On Off Off deteccidn
Paso 8
B/Cargar - 15 - 10 - off Off Off Off Off Off Cargadejeringas
B/Dispensar - 10 - 10 - On Off On Off Off Off Limpiezade tuberia
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E6: permite la carga del extracto CPE en el sistema; E7: permite la conducir el flujo hacia el desecho; Bx: bureta; On: encendido; Off: apagado; Prim:
dispensa o carga el volumen necesario para llegar a la posicién inicial o final de la bureta; 2 valvulas solenoides externas; Los pasos del 2-8 fueron
repetidos 3 veces para la obtencién de réplicas.
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4.10. Analisis estadistico

Todas las muestras fueron analizadas por triplicado. Los resultados fueron
expresados como valores promedio con desviaciones estandar (DE) como medida
de dispersion (promedio + DE). El efecto de los parametros en la rizosfera sobre la
acumulacion y la translocacién de As en el cultivo fue evaluado mediante Analisis
de Componente Principal (ACP; IBM SPSS Statistics software version 21) utilizando
los datos de caracterizacion del suelo y las concentraciones As en las partes de la
planta de maiz. Para ACP, el método de rotacién fue Varimax con normalizacion
Kaiser. La similitud entre las muestras de suelos agricolas se evalué mediante el
Andlisis de Conglomerados (cluster, AC) mediante la agrupaciéon de vecinos mas
cercanos (Nearest Neighbor Clustering) y la distancia Euclidea.

Los parametros criticos que afectan el rendimiento del sistema
automatizado para el fraccionamiento del suelo agricola y la determinacion del As
biodisponible en el grano de maiz fueron optimizados de modo multivariante
mediante el uso del disefio Doehlert (Statistica version 7, Apéndice ]). En el
desarrollo de la metodologia para la determinacién del As biodisponible en maiz la

deseabilidad individual (dx) fue calculada como muestra la Ecuacion 6,

Vv,
dy = —— " 6
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donde Vu es el valor mayor de las experiencias, Vi el valor menor, y V el dato que
se desea decodificar. La deseabilidad global (D¢) utilizada en la optimizacion del

sistema es una media geométrica de las dxindividuales.
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CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion quimica de suelo y de agua de riego

La caracterizacion de muestras de suelo y de agua subterrdnea utilizada
para el riego de maiz fue realizada en los tres sitios agricolas de muestreo. Las
Tablas XIII y XIV muestran los resultados de la caracterizaciéon del agua de riego y
el suelo, asi como el contenido de As en cada sitio de muestreo. De acuerdo al
analisis textural, las muestras de suelo evaluadas de las zonas A, B y C fueron
clasificadas como arcillosa, arcillosa limosa y franco arcillosa limosa,
respectivamente (Apéndice K); las dos primeras (zonas A y B) fueron ricas en el
contenido de N total. La conductividad, el Ca2* intercambiable, el CaCO3 y el
contenido de Cl- en los puntos de muestreo MTA-A y MTB-A, asi como en los
lixiviados de suelos agricolas en los puntos MTA 1-6 y MTB 1-6 (Matehuala, zonas A
y B) fueron mas altos que en las muestras de VR 1-6 (Villa de Ramos, zona C). La
alta conductividad, y por lo tanto, la alta salinidad en las muestras de Matehuala
podria estar asociada a los altos niveles de iones Ca2* detectados en las zonas y no a
la concentracion de Na* y K* que fue similar y baja para todas las muestras. Una alta
salinidad del suelo agricola puede causar la disminucién de la biomasa de los
cultivos y causar efectos negativos sobre su crecimiento y la fisiologia, produciendo

clorosis e incluso muerte de la planta [137]. Asimismo, el estrés de la planta
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generado por los altos niveles de sal puede alterar la absorciéon de nutrientes y/o
contaminantes. Las muestras de suelo en este estudio fueron clasificados como "No
salinas" (<2 mS cm1) y "moderadamente salina" (4-8 mS cm-1) de acuerdo con la
FAO [137]. Aunque las zonas A y B mostraron los niveles mas altos de salinidad,
estos sitios agricolas presentaron un alto contenido de macronutrientes como
nitrogeno lo cual podria aumentar la tolerancia de los cultivos a la salinidad del
suelo. El contenido de elementos tales como Mn y Fe, cuyos hidréxidos amorfos
pueden formar complejos de As insolubles, fue mayor en la zona B que en las otras
zonas de muestreo. La zona B present6 el contenido mas alto de As total; sin
embargo, el As soluble en la zona A fue mas alto que en las zonas B y C. El contenido
de PO43-wg, un analogo estructural del ion arseniato, también fue mayor en la zona
A. La concentracion de As total en el agua de riego més alta también fue encontrado
en la zona A de San Luis Potosi (1408+69 pg L-1), concentracion que excede el
limite maximo permitido por la EPA de 1 mg L1 [1]. Las mismas condiciones del
suelo que afectan la migracion de PO43- pueden afectar la movilidad de As y alterar
su migracion desde la fuente de contaminacién a través de los canales de riego.
Siendo analogos estructurales, tanto la migracion de PO43- como la movilidad de
As043- desde la fuente de contaminacidn a través de los canales de riego hasta las
zonas de cultivo, pueden ser afectadas por caracteristicas similares del suelo de la

region.



TABLA XIII

SUELO AGRICOLA

Pardmetro Zona A Zona B Zona C
Agua de irrigacion
As total (ug L) 1408.6%69.2 5.7+2.5 23.6%2.3
Conductividad (mS cm1) 2.18+0.11 2.51+0.13 0.66+0.03
pH 7.6+0.2 7.7+0.3 8.58+0.12
Fe total (mg L-1) <0.2 <0.2 <0.2
Temperatura (°C) 15.1+0.3 21.4+0.3 17.7+0.3
Oxigeno disuelto (mg L1) 8.6+0.2 7.2£0.1 8.06+0.2
Cloruros (mg L-1) 54.4+2.1 72.2+4.5 22.0+2.3
Mn total (mg L1) <0.1 <0.1 <0.1
Suelo agricola2
Arena (%) 21.52 20.52 11.52
Limo (%) 34.16 69.16 48.16
Arcilla (%) 4432 10.32 40.32
N total (%) 0.279 0.316 0.186
Cab (meq 100g1) 17.33 39.31 13.75
Mgb (meq 100g1) 1.63 1.45 2
Kb (meq 100g1) 0.11 0.08 0.11
Nab (meq 100g1) 0.25 0.32 4.55
CaCo0s3 (%) >10 % >10 % 1-2 %

a, Muestra compuesta de 6 muestras tomadas en el sitio agricola; b, Intercambiable
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CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL AGUA DE IRRIGACION Y EL



TABLA XIV

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL SUELO AGRICOLA Y LA
PLANTA DE MAIZ
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Punto de Ast Aswg As(V)we As(II)we PO43T PO43-we Cond. Cl-we
muestreo  (mgKkg1) (ngkg1) (ngkg?) (ngkg1) (mg kg1) (mgkg?l) (mScml) (mgkg?)
MTA-1 10.0£0.6 1888495 1873+40 1945 2643165 18+2 4.140.4 26.7+0.4
MTA-2 7.3+0.3 1692+60 1641.6+0.9 <LOD 2183+172 17+3 4.08+0.07 39+1
MTA-3 7.0+0.3 1638+19 1936255 1443 1466484 21#1 3.49+0.05 32#1
MTA-4 5.1+0.1 153932 1483+115 9+1 2160+255 7.7+0.9 412+0.02  35.6%0.4
MTA-5 5.5+0.3 1216434 1146+38 4145 2541+128 10.8+0.6 2.3+0.2 37+1
MTA-6 4.0%0.2 95943 935+64 5+1 28224245 2.3+0.2 4.240.5 69+8
MTB-1 411 496+154 34696 64+16 151+23 0.5+0.3 4.90+0.05 3845
MTB-2 42.4+0.7 749+24 734434 <LOD 11.740.8 0.9+0.3 5.44+0.19 40+3
MTB-3 3842 534+15 565+8 <LOD 12.540.2 0.5+0.1 5.30.7 134+16
MTB-4 4445 85058 733+52 5+1 12.0+0.6 1.120.4 5.030.11 19+4
MTB-5 20.7+0.8 942+9 876+21 <LOD 12.040.9 1.72#0.04  5.61+0.18 47+6
MTB-6 25+1 625445 574468 5+1 12.6%0.3 0.8+0.4 5.30+0.19 4749
VR-1 10.3+0.4 20213 28627 4843 21034 1.4+0.5 1.8+0.2 2447
VR-2 9.740.2 1515 195+16 7.6+0.5 23516 1.8+0.4 2.28+0.07 16+4
VR-3 742 184+1 180+46 22+4 1806 2.1+0.2 2.40+0.03 1443
VR-4 10.240.1 46.5%0.1 6243 31.8+3 196+12 0.9+0.4 1.55+0.02 4.4%0.3
VR-5 4%1 8545 63+10 2542 20041 1.0£0.4 1.83%0.06 10+3
VR-6 6.8+0.7 80+8 7343 8+3 229+18 0.6+0.3 2.41%0.11 53+7
Punto de Fer Mnr Car pHwe TOCwe P0O43 Fea
muestreo  (mgkg?) (mgkg1) (gkg?) (mgkg1) (mgkg1) (mgkg1)
MTA-1 3467+22 86622 40.2+0.6 7.13%0.15 13144 816.6+20.8 41527
MTA-2 3487+446 9364122 24+1 7.43+0.04 167+23 644.1+13.8 19024
MTA-3 3135171 844+4 22.4+0.6 7.39+0.14 16018 1290.5+92.1 33447
MTA-4 3110185 856+4 23+1 7.47+0.06 168+11 1496.2+71.6 197+20
MTA-5 3429495 829417 23+1 7.44+0.06 12522 2050.884.7 26148
MTA-6 3186227 837+48 23.00.3 7.42+0.02 154+7 398.6+6.0 21123
MTB-1 1325428 18.1%0.2 28.2+0.6 7.64+0.14 74+4 95.247.0 31913
MTB-2 1569+284 37+7 22+4 7.6120.17 105+4 263.1%9.1 718+58
MTB-3 81674 18+1 1242 7.6120.04 70+4 90.3+0.7 41243
MTB-4 1437467 32#1 25.4+0.8 7.510.01 87+2 89.0+0.8 44947
MTB-5 1664+400 36+8 23+4 7.51%0.07 1438 86.2+2.4 562+32
MTB-6 97+8 2.60.1 111 7.720.11 78+4 83.8+6.8 562+28
VR-1 2440+97 512 2.6+0.1 8.1+0.2 102+15 709.8+55.1 1123+18
VR-2 250855 57.5+0.8 3.3+0.1 7.91%0.03 161+12 609.0+19.2 1221+19
VR-3 2435+117 5542 6.4+0.4 7.99+0.08 15148 430.0+14.4 734100
VR-4 2873+144 57+1 2.7+0.1 7.9+0.3 15049 382.5+15.5 1043+26
VR-5 27524173 59+4 3.30.2 7.83+0.04 14245 454.8+28.7 893+42
VR-6 265244 5542 2.9+0.4 7.92+0.10 140+9 456.2+41.6 20223

WE, fraccion soluble en agua (1:1); T, suelo digerido; 2, raiz digerida, Cond., conductividad
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5.2. Concentracion de arsénico en el cultivo de maiz

La concentracion de arsénico total (Ast) en las diferentes partes de la planta
(raiz, tallo, hojas, y grano) fue determinada en cada punto de muestreo (Tabla XV).
Los niveles de As encontrados fueron: la raiz >> tallo y hoja > grano. Un orden
decreciente similar fue reportado en otros estudios [33, 60]. El contenido de As en
el cultivo de maiz tiende a variar en funcién del contenido de As en el suelo
agricola, el agua de riego, y el efecto quimico de la rizosfera; éste fue mayor en las
plantas de maiz de la zona A.

La Tabla XV muestra las concentraciones de As en el tallo y la hoja del
cultivo de maiz de cada sitio agricola evaluado. Aunque tejidos como el tallo y la
hoja no se ingieren directamente por los seres humanos, el ensilaje de maiz puede
ser consumido por el ganado y representa un riesgo para la salud humana a través
de la cadena alimentaria. En paises como Suiza, la concentracién maxima tolerable
de As en el ensilaje es de 4 mg kg1 [33]; concentracion ligeramente superior a la
reportada en este estudio. Las concentraciones de As en el tallo y la hoja de maiz,
partes de la planta comestible para el ganado, presentaron valores de <LOD-3.06
mg kgl ps y <LOD-3.15 mg kg! ps, respectivamente, concentraciones de
aproximadamente el 10% del contenido de As en el suelo (4.08-43.68 mg As kg1).
Esta relacion fue mayor que la reportada en otros estudios. En los estudios de
campo realizados por Marwa et al. [61] en diversas zonas agricolas de Tanzania con

concentraciones de As en el suelo de 0.2 a 7.1 mg kg1, el As total contenido en el
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tallo del maiz sé6lo alcanzé valores de 0.004-0.080 mg kg! ps. En estudios
realizados por D'Angelo et al. [38] en Kentucky, EE.UU., la concentracion de As en la
hoja del maiz cultivado en suelo con 7.0-13.0 mg As total kg1 fue 17.0-29.0 pg kg1
[38]. En ambos estudios, los niveles de As fueron notablemente inferiores que los

reportados en el presente estudio.

TABLA XV
CONCENTRACION DE ARSENICO TOTAL EN CULTIVO DE MAIZ

Punto de As total (mg kg1) BAFr BAFwe Translocaciéon
muestreo Raiz Tallo Hoja Grano (%)
MTA-1 47+1 2.59+0.08 3.1+0.2 0.32+0.04  4.7+0.3 25+2 5.45+0.05
MTA-2 48+3 2.89+0.05 2.15%0.10 0.23+0.03  6.5+0.5 2842 5.99+0.07
MTA-3 54+1 2.89+0.08 2.2+0.2 0.27+0.01 7.7x0.4 331 5.34+0.04
MTA-4 412 0.68+0.06 1.6x0.2 0.24+0.01 8.1+x0.6 26.6x0.8 1.66+0.11
MTA-5 29+1 1.39+0.14 2.02+0.12 0.32+0.03 5.4+0.4 24x2 4.69+0.11
MTA-6 22+3 0.87+0.14 0.93%0.10 0.33+0.01 5.320.7 22%2 4.0£0.2
MTB-1 7.6x0.3 3.1x0.4 1.10+0.13 <LOD 0.19+0.01 15+5 40.38+0.14
MTB-2 2.1+x0.3 1.38+0.09 0.07+0.15 <LOD 0.05+0.01 2.78+0.10 66.49+0.16
MTB-3 5+1 0.2+0.6 0.52+0.06 <LOD 0.15+0.04 10.3+0.6 4+3
MTB-4 6.8+0.6 2.66x0.14 1.7x0.6 <LOD 0.16x0.02 8+1 38.96+0.10
MTB-5 5.6£0.7 1.1+0.3 1.78+0.09 <LOD 0.27+0.04 5.9+0.2 19.9+0.3
MTB-6 6.9+0.5 1.7+0.2 0.3+0.1 <LOD 0.28+0.03 10.9+0.9 24.83£0.16
VR-1 1.5+0.4 0.03+0.02  0.53%0.13 <LOD 0.14+0.04 7.4£0.6 2+1
VR-2 0.83+0.02  0.02+0.01  0.10+0.05 <LOD 0.09+0.01 5.5+0.2 2+1
VR-3 0.33+0.10  0.02+0.01 <LOD <LOD 0.05+0.02 1.8+0.6 6+2
VR-4 0.38+0.01 <LOD 0.14+0.04 <LOD 0.04+0.01  8.25+0.14 1.30*
VR-5 0.55+£0.07  0.02+0.01 <LOD <LOD 0.13+0.11 6+5 42
VR-6 0.53x0.11  0.02+0.01 <LOD <LOD 0.08+0.02 6x1 4+2

BAF: factor de bioacumulacién. WE, evaluado en el extracto acuoso del suelo (1:1). T, contenido total; *
Estimado a partir del valor de LODast (0.005 mg kg-1).
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El grano de maiz, la parte de la planta directamente consumida por los seres
humanos, presentd un contenido de As menor al LOD de 0.005 mg kg1 en las zonas
B y C. Las concentraciones de As en el grano de la zona A (Matehuala, San Luis
Potosi) variaron desde 0.23 hasta 0.34 mg As kg1, concentraciones superiores
incluso a las reportadas en otras regiones con problemas de contaminacién por As,
como Mongolia, China (0.06 mg As kg'1) [60]; Tanzania (0.01-0.17 mg As kg1) [61];
e Hidalgo, México (0.12 mg As kg1) [59]. La Tabla XV muestra los valores de BAFry
BAFwe calculados para cada punto de muestreo. Algunos investigadores han
reportado un correlacidn significativa entre la concentracién de As en la planta y la
concentracion de As en el suelo [32, 33]. En este estudio, el valor BAFt varié desde
0.04 hasta 8.01 con un promedio de 2.17, lo cual es comparable a los valores
reportados en la literatura. El valor BAFr determinado por Gulz et al. [33] vari6
desde 0.8 hasta 2.5, mientras que en estudios reportados por Neithardt et al. [60],
este valor fue de 0.1. El BAFr de la zona A de San Luis Potosi, MTA (6.27+1.28)
(Tabla XV), fue significativamente mayor (p < 0.05) que el correspondiente a MTB
(0.16x0.07) y VR (0.09£0.12), lo que refleja la baja similitud entre las capacidades
de absorcion de As en los suelos agricolas estudiados.

El nivel de As total en la raiz correlaciond significativamente (p < 0.01) con
el contenido de As total en el extracto acuoso del suelo (Astwg) (r = 0.929), pero no
mostré una buena correlacion con el As total en el suelo (r = -0.362) (Figura 10). El
valor BAFwg, que representa la relacidon entre el As total soluble en el suelo y As

total en la raiz, es un parametro que no incluye el proceso de adsorcion de As en el
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suelo. Este parametro fue mayor para la zona A que para las zonas B y C de San Luis
Potosi. Al igual que Astwe (r = 0.848, p < 0.05), el As(V) en el extracto acuoso del
suelo agricola presentd una alta correlacion (r = 0.863, p < 0.05) positiva con los
valores de BAFwe. El contenido de Astwe y el As(V)we fueron los pardmetro en
rizosfera que mas afect6 a la relacidn entre el As total extraible en agua del suelo y
la concentracién de As en la planta; a mayor concentracion de As soluble, mayor
absorciéon de As por la raiz del cultivo. Esta tendencia puede ser atribuida al
agotamiento de los mecanismos de desintoxicaciéon con el incremento de la

afluencia de As a la planta de maiz.
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Figura 10. Efecto de Astwg y As(V)we en el factor de bioacumulacién (BAFwe).
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La proporcion de la forma reducida de As en el extracto acuoso del suelo fue
considerablemente menor a la de las especies oxidadas, lo cual explica que Astwe y
el As(V)we presenten una correlacidon similar con la concentracion de As en planta.
De acuerdo con Mallik et al. [48], 1a forma oxidada del As es la Unica que puede ser
absorbida por el sistema de raices del cultivo de maiz. La proporcién de la forma
reducida de As en el extracto acuoso (As(III)/As total) fue menor para la zona A
(1.1%) que para las zonas B (2.9%) y C (17.0%), por lo que, la mayor concentraciéon
de AsTtwe y proporcion de las especies oxidadas de As en el extracto acuoso pueden
ser la principal causa de que la zona A presentara puntos de muestreo con mayor

contenido de As fitodisponible.

5.3. Efecto de los parametros quimicos de la rizosfera en la
acumulacion de arsénico por el cultivo de maiz

ACP y CA son dos herramientas comunes en métodos geo-estadisticos y
multivariantes que han sido ampliamente utilizados en la clasificacién de muestras
de suelo en funcién de la capacidad de los contaminantes para ser inmovilizados en
suelos profundos [82], en la seleccion del tipo de verduras que representan una
mayor riesgo para la salud humana, y en la identificacion de la fuente de
contaminacion [83]. La relacion entre los parametros quimicos en la rizosfera
(Tabla XIV) y el As acumulado en planta de maiz (Tabla XV) fue determinado
utilizando ACP. Tres componentes principales fueron obtenidos por ACP que

representd el 87.6% de la variabilidad total (Tabla XVI, Apéndice L). De acuerdo
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con el apartado anterior, CP1 mostré una mayor correlacién del contenido de As en
la planta de maiz con Astwe que con el Ast en suelo, y una mayor correlacion de la
concentracion de As en la planta con As(V) que con la concentracion de As(III) en el
extracto acuoso del suelo. Por otro lado, CP1 mostré que la concentracién de calcio
presenté una correlaciéon positiva con el contenido de As total en el suelo. Es
conocido que la adsorcion de As por la materia organica se ve favorecida por los
altos niveles de calcio en el suelo [138].

El estado nutricional del fésforo en la planta y la disponibilidad del P
inorganico en la rizosfera pueden afectar severamente la bioacumulacién de As en
las plantas. Algunos estudios han reportado que la correlaciéon negativa, entre la
absorciéon del metaloide por las raices del maiz y la concentracién de P en el suelo.
Abbas et al. [49] evaluaron el efecto de la administracién de los iones fosfato como
tratamiento previo (niveles de PO43- de 0 y 5 mM) en experimentos hidropdnicos
utilizando diferentes variedades de maiz y concentraciones de las especies de As (0
y 2.5 mM). La concentracion de P inorganico fue significativamente menor (P
<0.001) con el incremento de la absorciéon de As(IIl) y DMA de 90 a 50%,
respectivamente. Los estudios realizados por Mallik et al. [48] mostraron que el
contenido de iones fosfato en la raiz y la hoja de la planta de maiz disminuy¢ a los 3
y 7 dias cuando los niveles de As fueron incrementados en experimentos
hidropénicos utilizando dos variedades de maiz y concentraciones de 2.5-12.5 mg
L-1. Los efectos antagdnicos entre P y el contenido de As en cultivo pueden ser

explicados por lo siguiente: 1) la exudacion de acidos organicos por el sistema de
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raices de maiz bajo condiciones carentes de fosforo, incrementa la disponibilidad
de P; y por lo tanto, la fraccién disponible de As es incrementada [61], 2) los
cambios en la regulacion de la expresién de los transportadores de membrana
permiten incrementar la permeabilidad de la membrana para los iones fosfato [49],
y 3) la competencia entre el arsénico y el fésforo por su mutua absorcién en plantas
[48]. A diferencia de lo anterior, en este estudio, el contenido PO43- extraible en
agua presentd una alta correlacidn con el As soluble en el suelo (mayoritariamente
As043); y en consecuencia con el contenido de As en el cultivo. Sadiq et al. [42]
observaron resultados similares en experimentos en macetas. El P extraible
empleando como agente extractante al bicarbonato de sodio presenté una
correlacion positiva significativa (p < 0.01) con la concentracién de As en el cultivo
de maiz. Del mismo modo, el contenido de P extraible en bicarbonato de sodio (al
igual que el PO43-wE en este estudio) correlaciond positivamente con el contenido
de As en el agua de riego. Esta correlacion puede atribuirse a la semejanza
estructural entre ambas especies, y por lo tanto, a la alta similitud de sus
mecanismos de adsorcion en suelo asi como a una fuente comun de
enriquecimiento para P y As.

Una correlacion negativa entre el valor pH y el contenido de As en la raiz fue
encontrada en este estudio. Algunos factores como la carencia de nutrientes en el
suelo pueden alterar su pH. La secrecion de acidos organicos producida por la baja
concentracion de P, tienden a aumentar la fitodisponibilidad de nutrientes en suelo,

incluyendo la de algunos contaminantes como As [61]. Es conocido que en
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condiciones 4acidas, el As(V), la forma predominante en el suelo agricola, es
adsorbida principalmente en los 6xidos de hierro y aluminio, mientras que en
condiciones alcalinas esta especie es absorbida por los 6xidos de calcio [139].
Asimismo, a pH acido, Wolson et al. [47] reportaron una menor adsorcion del As(V)
en Oxidos de calcio que en 6xidos de hierro y aluminio. En dos de las zonas
agricolas evaluadas en este estudio (zona A y B) el contenido de calcio fue
relativamente alto (> 10 000 mg kg1). Estudios realizados por Martinez-Villegas et
al. [131], revelaron que el Ca%* fue el principal parametro en suelo que limita la
propagacion de As en una zona de muestreo cercana a la realizada en nuestro
estudio (Matehuala, San Luis Potosi, México).

La materia organica puede estar presente en el suelo como resultado de la
descomposicion de plantas y animales. El contenido de materia organica puede
afectar la movilidad y fitodisponibilidad del As debido a lo siguiente: 1) cambio de
potencial redox, 2) disponibilidad de sitios de adsorcién, y 3) la formacién de
complejos solubles [138]. En la zona de estudio, la correlacién negativa entre el
contenido de Ast y el TOCwe en suelo (CP2) podria ser debida al efecto de la
materia organica en la disminucién del potencial redox predominantemente [140].
Un alto contenido de materia organica en el suelo induce la proliferacion de
microorganismos, que en general, tienden a reducir el potencial redox en el suelo.
El As(III) tiene una movilidad mayor hacia suelos profundos que el As(V), ya que la
forma oxidada presenta una mayor afinidad por (hidr)oxidos de Fe(Ill) que la

forma reducida. En consecuencia, un alto contenido de materia organica no
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favorece la acumulacién de As en el suelo superficial. En este estudio, el suelo
evaluado fue de 0-30 cm de profundidad. Redman et al. [140] atribuyeron la
reduccion de As(V) a As(II) por el alto contenido de materia organica del rio
Inangahua.

Por otra parte, la correlacion positiva entre el Ast y minerales como Fe y Mn
(CP2) podria ser atribuida a que su dispersion se origina de una matriz
mineralogica comun. Existen reportes de la presencia de minerales de Pb-Zn-Ag

constituidas por arsenopirita en las regiones mineras de San Luis Potosi [20].

TABLA XVI

EFECTO DE LOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE LA RIZOSFERA
SOBRE LA ACUMULACION DE ARSENICO POR EL CULTIVO DE MAiz
(COMPONENTES PRINCIPALES DE LAS CONDICIONES DEL SUELO
AGRICOLA DEL CAMPO DE MAIZ)

Factor CP1 CP2 CP3

AswEg 0.954

AST(Hoja) 0.938

As(V)we 0.931

Car 0.925

pHWE -0.923

AST(Raiz) 0.874

AsT(Tallo) 0.846

PO43wg 0.804

PO437 0.695 0.561
AST(Suelo) -0.930

MnTt 0.917

TOCwe 0.910

Fer 0.896
Conductividadwe -0.683 0.505
As(IIDwe -0.892
Cl‘WE 0.698

we, evaluado a partir del extracto acuso del suelo (1:1); 1, contenido total; ACP, analisis componentes
principal. CP1, CP2, y CP3 explican el 49.6%, 28.6% y 9.4% de la varianza total de los datos,
respectivamente.
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5.4. Efecto del agua de riego en la distribucion de arsénico en los
campos de maiz

Los minerales presentes en suelos agricolas, tales como Fe, Mn y Ca pueden
participar en la adsorcion de As, y por lo tanto, afectar su distribucién en el campo
de maiz. Como se muestra en las Tablas XIII y XIV, la zona A de San Luis Potosi,
exhibio la mayor concentracion de Asrt en el agua de riego y de Car, Fer y Mnt en el
suelo. En este sitio agricola, la concentraciéon de Ast en suelo disminuye con el
incremento de la distancia hasta la fuente de irrigacion (Figura 11, Apéndice M). La
distribucién de As en el campo de maiz y la concentracién de elementos como Ca,
Fe y Mn en el suelo han sido correlacionados en otros estudios [60, 131]. Estudios
realizados por Martinez-Villegas et al. [131] en una zona minera reportaron a el
contenido de Ca en el suelo como mecanismo limitante en la escorrentia de As
(dispersion horizontal) en una region minera. Es conocido que los iones de Ca?*,
especificamente el complejo Ca-materia organica que presenta sitios de adsorciéon
con carga neta positiva, puede inmovilizar los iones de AsO43-. Neidhardt et al. [60]
reportaron una correlacion positiva (r = 0.64) entre la concentracion de Asr y el
contenido Fer en la capa superior del suelo en un campo de cultivo de maiz, asi
como una disminucion notable en las concentraciones de As(IIl) y ASt en el agua de
los canales de irrigacion. Después de 4 h del proceso de irrigacién, las
concentraciones iniciales de As(Ill) y Ast en el agua de canal, 219 y 238 mg L,
respectivamente, decrecieron hasta 71 y 110 mg L-1, respectivamente. Durante el

riego con agua de pozo, las especies As(Ill) y Fe(II), facilmente oxidables con el O
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atmosférico, tienden a co-precipitar como (hidr)éxido de As(V)-Fe(III). Los iones
de As(V) también pueden ser adsorbidos sobre particulas de (hidr)6xido de Fe(III)
ya presentes en el suelo agricola [60]. De manera similar al Fe, el Mn también
puede formar (hidr)éxido amorfos y fungir como sitio de adsorcién para los iones

de As(V) en el agua de riego.

MTA-6 MTA-3
4.08+0.27 7.07i0‘
MTA-5 MTA-2
5.53+0.34 7.37+0.35
A-4 MTA-1
+0.13 10.05£0.62 lrrigaci()n

Figura 11. Distribucion de arsénico en la zona A de San Luis Potosi (mg kg-1).

La Figura 12 muestra las puntuaciones de los componentes principales en
cada punto de muestreo. Los valores positivos indican que la variable aumenta con
el incremento del CP. Por el contrario, un decremento de la variable con el aumento
CP es sugerido por una puntuacion negativa. La magnitud de la puntuacion es igual
a la tasa de cambio en esa direccidon. Un valor de cero significa que la variable se
encuentra en el valor promedio de CP. Valores superiores a 1 e inferiores a -1
indican un efecto considerable de la variable. En general, las puntuaciones de los
puntos de muestreo mas lejanos o mas préximos a la fuente de irrigaciéon tienden a

exceder este valor. Los valores de CP1 muestran la tendencia del contenido de As
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soluble en el suelo y la concentracion de As total en la planta para cada sitio
agricola. CP1 fue mayor para la zona A que para las zonas B y C, lo cual refleja que el
contenido el As soluble y fitodisponible fue mayor para la zona A. Por otro lado,
CP2 representa el contenido de As total en el suelo. Los puntajes menores de CP2
para las muestras de la zona B indican un mayor contenido de Ast en este sitio que
en las zonas A y C. Para la zona A, las puntuaciones de CP1 y CP2 presentaron la
misma direccién en los 6 puntos de muestreo. La tendencia positiva en ambos
pardmetros sugirié que las caracteristicas quimicas del suelo en la zona A permiten
un alto contenido de As soluble, y por lo tanto, una alta porcién de As fitodisponible

para el maiz.

ECP1 ECP2 ECP3 Punto de muestreo

Figura 12. Puntaje de los componentes principales por punto de muestreo: CP1
(Aswe, AST(Hoja), As(V)we, Car, -pHwE, AST(Raiz), AST(Tallo), PO4>wE, ¥ PO4>"7),
CP2 (PO43'T, -Ast(suelo), Mnt, TOCwg, Fer, y -conductividad), y CP3
(conductividad, As(III)wg, y Cl-wg).
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De acuerdo con los valores del andlisis de conglomerados (dendrograma de
la Figura 13), las muestras de suelo pueden ser clasificadas en tres grupos que
coinciden con los tres sitios de muestreo evaluados en Matehuala (zona Ay B) y
Villa de Ramos (zona C). Las muestras de suelo de las zonas A y B mostraron mayor
proximidad/similitud entre si que con las muestras de la zona C. Lo anterior
corresponde con su distancia geografica. Asimismo, el dendrograma muestra que
los puntos de muestreo tienden a formar agrupaciones en funcién de su distancia
hacia la fuente de irrigacion. El dendrograma muestra que los puntos VR 3, MTB 3,
y MTB 6, las mas alejadas de la fuente de irrigacion, asi como MTA 1, la mas cercana
a la fuente de irrigacion, presentan la mayor distancia dentro de la agrupacién del

mismo sitio agricola.
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Figura 13. a) Distribucién de los puntos de muestreo y b) dendrograma para las
muestras de suelo agricola de un campo de maiz utilizando la
agrupacion “nearest neighbor” y la distancia Euclidea.
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5.5. Translocacion arsénico en el cultivo de maiz

La Tabla XV muestra la translocacién desde la raiz hacia tallo expresado
como porcentaje. En este estudio, el valor promedio de translocacién fue de 12.5%j;
sin embargo, varié drasticamente (intervalo: 0.33-66.49%) en funcidn del sitio de
muestreo. La translocaciéon de As aument6 en el siguiente orden: VR <MTA <MTB.
Este orden puede ser atribuido a la variabilidad del contenido de agentes
complejantes del suelo entre los sitios agricolas. La translocacion de As en el cultivo
de maiz ha sido reportada en otros estudios. En Khairpur Mir y Kot Diji, Pakistan,
Baig et al. [58] reportaron un valor maximo de translocacién de As hacia el tallo de
maiz de 20.1%; sin embargo, en otros estudios la translocacién de As al tallo ha
sido reportada en el 1.4% [141] y 1.6% [54]. Gulz et al. [33] encontraron valores
menores de translocaciéon de As en plantas de maiz cultivadas en suelo franco
limoso (0.4-0.5%) que en suelo franco arenoso (3.2 a 4.7%) para una concentracion
de As soluble en ambos suelos en el intervalo de 165-240 mg kg-1.

El estado nutrimental de la planta de maiz o los parametros fisicoquimicos
del suelo agricola pueden afectar drasticamente la translocaciéon de As hacia las
partes aéreas de la planta. La correlacion entre los parametros quimicos de la
rizosfera y la translocaciéon de As desde la raiz hasta el tallo fue determinada
usando ACP (Tabla XVII).

La translocacién de As present6 una correlaciéon negativa con el contenido

de Fe y Mn. Similarmente, Mallick et al. (2011) reportaron una disminucién en la
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transferencia de As hacia las partes aéreas del cultivo de maiz con el incremento de
la concentracion de Fe y Mn. Esto se puede atribuir al proceso de complejacion de
As en el sistema de la raices del maiz. Es posible que los hidroxidos amorfos de Fe y
Mn limiten el acceso de As a las partes aéreas de la planta por la formacién de
complejos con As(V) [48]. La correlaciéon negativa entre la PO43- soluble y el
porcentaje de translocacion de As puede ser atribuida a la competencia entre
As043- y PO43- por su absorcion a través de los canales de transporte de fosfatos
[48]. Abbas et al. [49] evaluaron el efecto del ion fosfato administrado como
pretratamiento (concentraciéon de PO43: 0 y 5 mmol L1) en experimentos
hidropdnicos utilizando diversas variedades de maiz y concentraciones de las
especies de As (concentraciéon de especies de As: 0 y 2.5 mmol L1). La
concentracion de PO43- disminuy6 significativamente (p < 0.001) el afluente de
As(III) y DMA a 50 y 90% de la tasa control, respectivamente. Otros parametros
tales como el TOCwg y Cl'we contenidos pueden estar asociados con el estado
nutricional del cultivo y su capacidad para el transporte de sustancias. El inicio de
la arsenicosis u otro efecto fitotéxicos del As puede agravarse ain mas cuando

coexiste con la desnutricion o deficiencia de micronutrientes [142].
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TABLA XVII

EFECTO DE LOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE LA RIZOSFERA
SOBRE LA TRANSLOCACION DE ARSENICO EN EL CULTIVO DE MAIZ
(COMPONENTES PRINCIPALES DE LAS CONDICIONES DEL SUELO
AGRICOLA DEL CAMPO DE MAI{Z)

Factor CP1 CP2 CP3

Aswe 0.967

As(V)we 0.944

pHwe -0.941

Car 0.934

PO43wg 0.783

Mnr 0.897

TOCwe 0.893

Fer 0.872
Translocacion -0.797
Conductividad -0.689
PO43-1(Raiz) 0.597

As(IIDwe 0.897
Cl'we -0.676

we, evaluado a partir del extracto acuso del suelo (1:1); 7, contenido total; ACP, analisis componentes
principal. CP1, CP2,y CP3 explican el 43.0, 32.0 y 10.4% de la varianza total de los datos,
respectivamente.

5.6. Fraccionamiento de arsénico en el suelo agricola

El fraccionamiento de As en el suelo agricola fue evaluado mediante un
sistema de extraccion secuencial BCR en flujo. El desarrollo del método

automatizado de extraccion secuencial en linea se presenta en la siguiente seccion.
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5.6.1. Fotoxidacion de las especies organicas de arsénico

Una camara de fotoxidacion UV fue incluida en el sistema MSFIA-HG-AFS
para la degradacion de las especies organicas (MMA y DMA) extraidas durante el
método automatizado de extraccién secuencial en linea. La etapa de degradacion es
necesaria debido a la gran diferencia en las sefales analiticas entre las especies
organicas y el As(V). La etapa de fotoxidacion fue evaluada usando DMA, la especie
organica mas termoresistente [143]. El incremento de tiempo de flujo detenido en
la caAmara de UV mostro6 un efecto positivo en la sefial analitica de DMA, que puede
ser atribuida a la generacién de As(V) (Figura 14). Por lo tanto, 2 min de flujo
detenido dentro de la cAmara UV fue utilizado para convertir cuantitativamente el
DMA en As(V) por la ruptura del enlace As-grupo metilo. Las sefiales analiticas de
los estandares de As(V) y DMA a la misma concentracidén no mostraron diferencias
significativas (p < 0.05), utilizando los reactivos oxidantes seleccionados para cada
fraccion (K2S208 1.5% m v-1 con NaOH 0.5% m v-1 para F1, K25208 5.4% m v-1 con
NaOH 0.5% m v-1 para F2 y NaOH 0.5% m v-! para F3). La etapa de fotooxidacion
UV disminuyé la sensibilidad en la determinaciéon de As con el sistema en flujo
implementado, sin embargo permitio la correcta determinacion del contenido de

As total del extracto en las muestras de suelo.
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Figura 14. Sefial analitica de las especies de arsénico antes (As(V) y DMA) y
después (As(V)-F y DMA-F) del proceso de fotoxidacidn.

5.6.2. Efecto del tratamiento por ultrasonidos en la extraccion

La transferencia de As de las particulas del suelo en el bulk de la disolucién
en la columna con suelo durante la extraccién con los diferentes eluentes utilizados
por el método BCR fue asistido por ultrasonido. La Figura 15 muestra el efecto del
tratamiento por ultrasonido sobre la cinética de desorcion para la fraccion 1 (F1).
En los primeros 40 mL, la concentracion de As fue mayor cuando el proceso fue
asistido por ultrasonido. Ademas, el As total extraido en F1 utilizando un
dispositivo de ultrasonido fue 40% mayor que cuando no fue aplicado. Por lo tanto,
se utilizé un tratamiento por ultrasonidos durante la extraccion de las tres

fracciones para acelerar el proceso.
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Figura 15. Efecto del tratamiento por ultrasonidos sobre la cinética de extraccién
de arsénico (n = 3).

5.6.3. Influencia de los flujos de Ar, Hz2 y N2

Los efectos de los caudales de los tres gases utilizados en el sistema sobre la
sefal analitica fueron estudiados. La sefial de As aumentd con el incremento en del
caudal de Hz de 10 a 30 mL min-L. El caudal se fijé en 30 mL min-! ya que mayores
caudales afectaron la estabilidad de la llama. Los caudales de Ar y N: en los
intervalos de 20-40 y 5-15 mL min’l, respectivamente, no mostraron efectos
significativos en la intensidad de la sefial analitica, pero si en la forma de sefal
analitica. Por lo tanto, 100 y 10 mL min-! de Ar y N2, respectivamente, fueron
utilizados en la determinacion de As. En estudios previos reportados por Leal et al.
[111], el consumo de gases fue superior al utilizado en este estudio debido a que

caudales de H2 menores a 50 mL min'! ocasionaron la extincion de la llama y el
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caudal de aire (evaluado hasta 500 mL min-1) present6 una correlacién positiva con

la senal analitica de As.

5.6.4. Efecto del caudal de eluente y la masa de la muestra

El caudal del eluente fue estudiado entre 0.7 y 4.5 mL min-l. En general,
caudales de eluente mayores mostraron efectos negativos sobre las
concentraciones de As en las subfracciones extraidas (Figura 16). Modificando el
caudal del eluente de 1 a 2 mL min, la eficacia de la extraccién present6 un
decremento de aproximadamente 66%. Caudales del eluente menores a 1 mL min-1
permitieron una mayor concentracién de As en la primera subfracciéon. Dado que
las velocidades de flujo entre 0.7 y 1.0 mL min! no mostraron diferencias
significativas (p > 0.05), una velocidad de flujo del eluente de 1 mL min! fue
seleccionado para experimentos posteriores.

La cantidad de muestra de suelo en la columna mostré una correlacion lineal
con la concentracién de As en todas las fracciones. Sin embargo, altos contenidos de
suelo en la columna incrementaron la sobrepresiéon en el sistema. El efecto de la
cantidad de muestra (0.2 a 0.5 g) sobre la reproducibilidad de los resultados fue
estudiado. Cantidades de muestra mayores a 0.5 g tienden a generar problemas de
sobrepresion en el sistema. La desviacion estandar relativa (RSD) de tres
repeticiones fue evaluada, y esta disminuy6 con el incremento de la cantidad de la
muestra (de 16.6% a 6.5%). Asi, un tamafno de muestra de 0.5 g de suelo fue

seleccionado para experimentos posteriores.
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Figura 16. Efecto del caudal de extraccién sobre la concentracién de arsénico en la
primera subfraccion de F1.

5.6.5. Estudio de los parametros criticos

Los pardmetros como las concentraciones de HCl, NaBHs y el reactivo
reductor fueron estudiados por aproximacion multivariante. La disolucion de acido
ascorbico-tiourea fue seleccionada para las fracciones F1 y F2, y la disolucién de
NH20H-HCI para F3 (otros reactivos reductores como KI, acido ascérbico-tiourea y
SnCl; fueron probados para F3, no mostrando resultados satisfactorios).

Por lo tanto, los factores potenciales que podrian afectar al sistema fueron
estudiados por el disefio factorial completo (2k + 3 puntos centrales) y el disefio
Doehlert. La Tabla XVIII muestra los intervalos de las concentraciones de los

reactivos utilizados en los disefios.
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El modelo de interaccion de 2 vias fue aplicado a F1 y F2, mientras que el
modelo de interaccién de 3 vias fue utilizado para F3. De acuerdo con los
resultados (diagrama de Pareto y tabla de ANOVA; Apéndice N) obtenidos para las
tres fracciones (F1, F2 y F3), las concentraciones de NaBH4 y HCl presentaron un
efecto positivo sobre la sefial analitica debido a que los reactivos son una parte
integral de la reaccion de HG, y la concentracidn de la disolucién reductora (acido
ascorbico-tiourea/ NH;OH-HCl) no fue estadisticamente significativa o fue
marginalmente significativa (p <0.05). Por lo tanto, para F1 y F2, la superficie de
respuesta fue desarrollada variando las concentraciones de HCl y NaBH4 (tres y
cinco niveles, respectivamente), mientras que la concentraciones de tiourea y acido
ascorbico fueron fijadas en 4.5% m v-1y 1.0% m v, respectivamente. En el caso de
F3, el ajuste satisfactorio a un modelo lineal indica que los factores deberian ser
utilizados en sus niveles mas altos y que no se justifica el desarrollo de un modelo
de superficie de respuesta. Por ejemplo, altas concentraciones de NaBHs y HCI
permitieron un incremento en la sefial analitica; sin embargo, concentraciones HCl
> 25% v v'1 pueden dafiar la valvula solenoide y concentraciones NaBH4 > 2.5% m
v-1 afectan la estabilidad de la llama. Por lo tanto, los valores seleccionados para F3
fueron HC1 25% v v-1, NaBH4 2.5% m v-1, y NH20H-HCI 6 mol L-1.

En el caso de F1 y F2, una matriz Doehlert fue realizada. Este disefio
permitié el estudio de los siguientes modelos: efecto principal lineal-cuadratico y el
efecto principal lineal-cuadratico +2 vias, los cuales mostraron mejor ajuste a los

datos experimentales de F1 y F2, respectivamente. Estos modelos indicaron que los
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puntos criticos maximos estaban fuera del dominio experimental, pero con el fin de
mantener la integridad del sistema, los valores 6ptimos fueron seleccionados
dentro del rango. Debido a las limitaciones instrumentales, no fue posible cambiar
el dominio experimental a valores mas altos ya que mayores concentraciones de
HCl y NaBH4 generaron problemas en el sistema. Por lo tanto, las concentraciones
seleccionadas de HCl y NaBH4 para las tres fracciones fueron 25% v v-1y 2.5% m v-

1, respectivamente.

TABLA XVIII

CONCENTRACIONES DE LOS REACTIVOS UTILIZADAS PARA LA
OPTIMIZACION DE LA SENAL

Screening Superficie de respuesta Optimo local
F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
NaBH4 (% m v'1) 0.5-1.5 15-25 1.5-25 1.0-25 15-25 1.5-25 25 2.5 2.5
HCI (% v v1) 5-15 5-25 5-25 10-30 5-25 5-25 25 25 25
Tiourea (% m v-1)a 1.5.-45 3.0-4.5 - - - - 4.5 4.5 -
NH,O0H-HCI (mol L) - - 2-6 - - - - - 6

a22% m m-! de acido ascdrbico fue adicionado a cada disolucién de acuerdo a su contenido de
tiourea

5.6.6. Parametros analiticos

Utilizando las condiciones 6ptimas mencionadas en las secciones anteriores,
los parametros analiticos fueron determinados para cada fraccion. La Tabla XIX
resume los principales parametros analiticos del método automatizado de

extraccion secuencial en linea.
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Las curvas de calibracion fueron construidas usando estandares preparados
en la misma matriz del extracto utilizado en cada fraccién. Por lo tanto, las curvas
de calibracion de concentracidon (intensidad relativa vs mg L1 de As(Il)), con
ajustes estadisticamente satisfactorios fueron obtenidos (valores de R% de 0.9963,
0.9930, y 0.9878 para F1, F2 y F3, respectivamente, n = 15). De acuerdo con las
curvas de calibracidn, la intensidad de la sefial varié considerablemente para las
diferentes fracciones (F2 > F1> F3).

Los limites de deteccion (LOD) del método fueron calculados como tres
veces la desviaciéon estandar de diez repeticiones del blanco dividido por la
pendiente de la curva de calibracion, mientras que los limites de cuantificacion
(LOQ) fueron calculados como diez veces la desviacidn estandar de diez
repeticiones del blanco dividido por la pendiente de la curva de calibracién [144].
En todos los casos, el tiempo de fotooxidacion en la cAmara UV increment6 los LOD.
Es posible que los subproductos de la fotoxidaciéon como los acidos carboxilicos
interfieran en la generacion de hidruros de As, incluso, el empleo de moléculas
organicas menos oxidantes como el metanol presentaron un decremento de cinco
veces la sefal analitica de As (pendiente de la curva de la curva de calibracién de
As: 18.1y 92.0 en metanol 50% v v-1 y agua destilada, respectivamente). En F1y F2,
la intensidad de la sefial disminuy6 hasta un 40%. El valor superior de LOD para F3
puede ser atribuido a la menor eficiencia HG debido a la prevalencia de condiciones
oxidantes y al menor volumen del lixiviado utilizado (0.15 mL para F3 en lugar de

0.5 mL utilizados para F1 y F2) durante la determinacion de As. La precision de la
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determinacion de As en cada eluente fue evaluada usando la RSD de diez
inyecciones sucesivas de 200 pg L1 de una disolucion estandar de As(V) para las

tres fracciones.

TABLA XIX

PARAMETROS ANALITICOS PARA CADA FRACCION DEL METODO
AUTOMATIZADO BCR

Parametro F1 F2 F3
LOD (pgL1) 4.0 3.4 23.6
LOQ (pngL1) 13.4 11.6 78.8
Rango lineal de trabajo (mg L-1) 0.013-0.800 0.011-0.900 0.079-1.400
RSD (%)a 5.6 7.8 8.4

* calculado utilizando un estdndar de 200 ug L™ As(III).

5.6.7.Validacion del método

La validaciéon del método automatizado de extraccion secuencial en linea fue
realizada mediante la comparacion con el método BCR convencional. Las muestras
de suelo agricolas analizadas en este estudio fueron las procedentes de la zona A 'y
B, debido a las diferencias en sus propiedades fisico-quimicas.

En primer lugar, con el fin de comparar las eficiencias de extraccién, una
muestra de cada lote fue seleccionada y analizada mediante el método BCR
automatizado y el BCR convencional. Por lo tanto, el factor de recuperacion (FR),
que representa la relacion entre el contenido de As en cada fraccién obtenida a
partir del método BCR convencional y el método automatizado propuesto (la suma

del As contenido en cada subfraccion para cada fraccidn), fue calculado. El FR vario
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entre ambos lotes (zonas A y B), debido a las diferencias de sus propiedades
fisicoquimicas. Para la zona A, los FR fueron 0.68, 0.72, y 0.79 para F1, F2 y F3,
respectivamente; mientras que para la zona B, los FR fueron de 0.90, 0.73 y 0.61
parala F1, F2 y F3, respectivamente.

Otras muestras de cada zona agricola fueron analizadas también por las dos
metodologias, y el As contenido fue estadisticamente comparado. El contenido de
As de las tres fracciones obtenidas por el método automatizado propuesto fue
calculado utilizando los FR previamente estimados. La prueba t para la
comparacién de medias reveld6 que no hubo diferencias estadisticamente
significativas a un nivel de confianza del 95%. Los resultados se muestran en la
Tabla XX. La desviacion relativa incluida en la tabla XX fue calculada como la
diferencia entre el contenido de As obtenido mediante el método automatizado
propuesto y el obtenido por el método BCR convencional, dividido entre este
ultimo y expresado como porcentaje (%). Valores del porcentaje de desviacion
inferiores al 20% demuestran la aplicabilidad del método automatizado BCR en
flujo para la extraccién secuencial de arsénico en muestras reales de suelo agricola.

Las subfracciones debajo del limite de cuantificaciéon no fueron utilizadas
para la cuantificacion en sus respectivas fracciones (Figura 17). Este hecho podria
explicar por qué el contenido de As en cada fraccion del método automatizado BCR

fue ligeramente inferior al obtenido por el método BCR convencional.



FRACCIONAMIENTO DE ARSENICO EN SUELO AGRICOLA UTILIZANDO
LOS METODOS AUTOMATIZADO Y CONVENCIONAL DE EXTRACCION

TABLA XX

SECUENCIAL BCR (n = 3)

100

Método BCR automatizado? Método BCR convencional Desviacion
Muestra Concentracion*, mg kgt %
F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
MTA-2 52+4 15+1 14+1 48+8 15.9+0.4 15+1 8.4 49 6.5
MTA-6 18+1 5.6+0.8 5.9+0.4 16+1 6.0+0.2 6.6+0.3 15.5 5.5 10.6
MTB-2 22+2 10.7+0.9 15+2 19+3 9.8+0.7 16.7+0.5 174 8.8 10.1
MTB-6 14+1 5.5+0.5 10+1 13.5+0.6 5.2+0.4 9.9+0.2 5.5 4.3 6.4
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Figura 17. Cinética de la extraccién secuencial de As de la muestra de suelo agricola
MTA-1 usando el método automatizado de extracciéon secuencial BCR (n =

3).
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5.6.8. Aplicacion del método automatizado para la extraccion
secuencial de arsénico en muestras de suelo agricola

El método automatizado propuesto fue aplicado para el fraccionamiento en
el suelo de dos zonas agricolas de Matehuala, zonas A y B. La cinética de extraccién
secuencial de As de las 12 muestras de suelos agricolas se muestra en la Figura 18.
En todos los casos, la cinética de desorcidén de As mostré una rapida disminucién de
la concentracién de As. Practicamente 55-75% del contenido de As fue extraido en
las tres primeras subfracciones. La Figura 19 muestra la suma del contenido de As
en las subfracciones de cada suelo agricola. Diferencias mas altas fueron
encontradas entre el contenido de As de las zonas A y B de la fraccién F1 en
comparacion con los valores de F2 y F3.

La concentracion de As en F1 (fraccién soluble en acido) podria ser afectada
por el contenido de Ca2+* en el suelo (Tabla XIV). Las concentraciones de Ca2* en las
muestras de suelo de ambas zonas fueron considerablemente altas (superiores a 20
g kg1), particularmente las procedentes de la zona A, misma zona que presento
también los mayores contenidos de As total y de As en F1. La precipitacion de
arseniato de calcio (CasH2(AsO4)4.cH20) fue reportado como el mecanismo
limitante de la movilidad de As en el area muestreada [131]. Considerando las tres
zonas de muestreo, el contenido de Ca%* en suelo present6 una relacion lineal con el
As soluble en el suelo (r = 0.8534) y el As en la hoja del cultivo (r = 0.8456).
También es posible la co-precipitacién de los compuestos de As con carbonatos

[145] y podria explicar su alto contenido en F1. Algunos estudios han reportado
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que el ion carbonato, en condiciones alcalinas, juega un papel muy importante en la
inmovilizacién de As en los sedimentos en un amplio rango de condiciones redox
[146]. F1 y F2 son las fracciones potencialmente biodisponible en el suelo [109]. La
suma de F1y F2 fue > 50% del contenido de As total en el suelo de ambas zonas de
agricolas (65-83% y 55-60% para las zonas A y B, respectivamente); estos valores
son mas altos que los reportados en los sedimentos de rios y lagos (43-50%) [109].
Por lo tanto, el alto contenido de As en los cultivos de maiz podria ser atribuido a la
alta proporcién que representan las fracciones F1 y F2. Ademas, el contenido de As
en el suelo agricola, particularmente el de la zona A, podria ser potencialmente
transferido a través de la cadena alimentaria y representar un riesgo para la salud

humana.
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Figura 18. Cinética de extraccion secuencial de As en tres fracciones de las
muestras de suelos agricolas de la zona A y B utilizando el método
automatizado de extraccién secuencial BCR (n = 3).
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Figura 19. Concentracion de arsénico de las fracciones (F1, F2 y F3) de las muestras
de suelo agricolas de las zonas A y B, utilizando el método automatizado
de extraccion secuencial BCR (n = 3).

5.7. Especiacion de arsénico en la planta de maiz

La distribucion de especies de As (As(V), As(Ill), DMA y MMA) en el cultivo
de maiz fue estudiada. Diferentes agentes extractantes fueron estudiados en
funcidn de la parte del cultivo como muestra la Tabla XXI. La validacién del método
de extraccion para la determinacién de especies de As en maiz fue verificada
mediante estudios de recuperacion (Figura 20). En el caso de la raiz, el tallo y la
hoja de maiz utilizando HNO3z 0.15 N como agente extractante, el porcentaje de
recuperaciéon fue mayor al 80% y 90% (Tabla XXI) para la determinacién de As
total y de especies de As, respectivamente. Por otro lado, la interconversion de
especies fue menor que 6%. Los LOD de As(V), As(I1l), MMA y DMA fueron 55 pg kg
1,90 pg kg1, 310 pug kg1, y 250 pg kg1, respectivamente. El empleo de HNO3 0.15 N

a 80°C durante 2 h fue una metodologia eficaz para la extracciéon de especies de As
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de la raiz, tallo y hoja de maiz, debido a su bajo costo (uso de equipos y reactivos
econdmicos), eficiencia (porcentajes de extraccion mayores al 80%), fiabilidad
(interconversion de especies menores al 10%) y por ser un procedimiento

amigable con el ambiente (uso de reactivos no téxicos) (Tabla XXII).

As(Il1)
Raiz, tallo y hoja de maiz As(V)

| Digestion (IEPA 3052) | | Extraccion As rinediante HNO; ;hn:l:\
|
| As total | | As total | | Especiacion de As |
| Extraccion | | Interconversion de especies |

Figura 20. Diagrama de la evaluacién de la metodologia de extraccion utilizada para
la determinacidn de las especies de arsénico.

TABLA XXI

PORCENTAJE DE EXTRACCION DE ARSENICO EN HOJA, TALLO Y RA[Z
DE LA PLANTA DE MAIizZ

Matriz Procedimiento Ref. Ast Ast en extracto Extraccion
(mgkg1) (%)
Hoja 0.9+0.1a 1.1+0.1 1132
Tallo  HNOs 0a15 mtol ZL;a 80°C  110] 0.7+0.1a 0.6+0.1 8948
Raiz urante 49.7+1.62 40.5:1.0 8245
(ngkg?)
Grano H20/CH30H (1:1) por [85] 200p 148 +9 7414
ultrasonidos a 50°C
durante 2 h
Grano H3PO4 1 mol L por [88] 2000 90 £7 45+4
ultrasonidos
Grano HNO3 2% v v'! con [94] 200b 179+12 89+6

incremento de
temperatura a 95°C en 0.75
h y mantenido por 1.5 h
Grano TFA 0.05 mol L1, [100] 200b 158+15 796
incremento a 85°C en 20
min y mantenido (80°C)
por 10 min

* Arsénico total en muestras digeridas, Y Arsénico adicionado
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La extraccién de las especies de As en grano de maiz fue evaluada mediante
estudios de recuperacion. Cuatro agentes extractantes fueron evaluados los cuales
afectan en diferente grado la sensibilidad del método. La intensidad de la sefial
analitica en la recuperacion de As total fue HNO3 2% v v-1 > H3PO4 1 mol L-1 > TFA
0.05 mol L-1> H20/CH30H (1:1) (Apéndice 0O). Los LODs y LOQs fueron 1.49, 0.86,
0.38y 1.01 pg L1,y 4.97, 2.87, 1.27 y 3.38 pg L1 para los procedimientos donde fue
utilizado H20/CH30H (1:1), H3POs4 1 mol L-1, HNO3 2% v v'1 y TFA 0.05 mol L1,
respectivamente. El rango lineal de trabajo en los cuatro procedimientos fue de
LOQ-400 pg L. La extraccion de As de acuerdo al contenido de As total en la
muestra fue 89.5, 79.1, 74.1 y 45.0% para HNO3 2% v v'1, TFA 0.05 mol L1,
H>0/CH30H (1:1) y H3PO4 1 mol L1, respectivamente (Tabla XXI). El procedimiento
E3 present6 el mayor porcentaje de recuperacion de As y el menor limite de LOD,
sin embargo, a diferencia de H,0/CH30H (1:1), H3PO4 1 mol L-1 y TFA 0.05 mol L1
que no presentaron interconversion de especies, el procedimiento de HNO3 2% v v-
1 mostré una interconversion de especies >10% atribuido posiblemente a una
mayor temperatura (95°C) (Tabla XXIII). El procedimiento que involucr6 el uso
H20/CH30H (1:1) como agente extractante presentdé el menor porcentaje de
recuperacion de especies de As, particularmente de As(V), posiblemente debida a la
poca afinidad de la especie por el agente extractante y el procedimiento H3PO4 1
mol L1 mostr6é baja reproducibilidad en del sistema IC-HG-AFS que puede ser
atribuida a una alta extraccion de materia organica. En resumen, debido al

porcentaje de extraccion alto de As y a la interconversién de especies baja, el
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procedimiento de TFA 0.05 mol L1 fue el mas adecuado para la extraccién de

especies de As en grano de maiz.

TABLA XXII

RECUPERACION DE ESPECIES DE ARSENICO EN RAIZ, TALLO Y HOJA
DE MAIZ UTILIZANDO ACIDO NITRICO 0.15 M COMO AGENTE

EXTRACTANTE
Matriz Contenido de As (mg kg-1) Suma de
especies
As(1II) DMA MMA As(V) (mg kg1)
Raiz 14.6x0.7 <LOD <LOD 25.9+0.8 40x1
Raiz+As(11I) 231 <LOD <LOD 25.8£0.9 48+1
Raiz+DMA 16.5+0.5 2.0x0.2 <LOD 264 45+4
Raiz+MMA 15.6+0.6 <LOD 1.9+0.2 26x1 44+72
Raiz+As(V) 15.9+0.4 <LOD <LOD 28+9 44+7
Tallo 0.37+£0.01 <LOD <LOD 0.21+0.02 0.58+0.01
Tallo+As(III)  1.59+0.07 <LOD <LOD 0.22+0.02 1.80+0.08
Tallo+DMA 0.38+£0.02 1.35+0.05 <LOD 0.23+£0.03 1.95+0.06
Tallo+MMA 0.37%£0.02 <LOD 1.52+0.13  0.22+0.01 2.10£0.12
Tallo+As(V) 0.39+0.01 <LOD <LOD 1.18+0.19 1.58+0.18
Hoja 0.43%£0.03 <LOD <LOD 0.69+0.10 1.11+0.11
Hoja+As(III) 1.71+£0.12 <LOD <LOD 0.85+0.10 2.56+0.08
Hoja+DMA 0.43%£0.06 1.41+0.18 0.01£0.01 0.73%0.11 1.9+0.3
Hoja+MMA 0.73%£0.03 0.48+0.05 0.21+0.02 0.71%0.07 2.26%0.17
Hoja+As(V) 0.51+0.03 <LOD <LOD 1.5+0.3 2.0£0.3

Las concentraciones de As(V), As(IlI), DMA y MMA en la planta de maiz

fueron determinadas en cada punto de muestreo de la zona A. En la raiz, el tallo y la

hoja de maiz, las especies inorganicas de As fueron la forma predominante del

metaloide (siendo la concentracion de las especies organicas <LOD) (Figura 21). En

grano, las concentraciones de las especies inorganicas y organicas de As fueron
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menores al LOD. Raab et al. [45], utilizando cultivos hidropoénicos de 46 especies de
maiz, reporté que el DMA fue mas efectivamente translocado de la raiz al tallo que
el As(V) y el MMA (3 y 10 veces, respectivamente). Resultados similares han sido

reportados con cereales como el arroz (Oryza sativa L.) [147]. Sin embargo, otros

TABLA XXII

RECUPERACION DE LAS ESPECIES DE ARSENICO EN GRANO DE MAiz
UTILIZANDO DIFERENTES AGENTES EXTRACTANTES

Matriz Contenido de As (ug kg1) Suma de especies
As(I11) DMA MMA As(V) (ng kg1)
H,0/CH30H (1:1)
G <L.OD <L.OD <LOD <LOD -
G+As(IID) 1725+98 <LOD <LOD <LOD 1725498
G+DMA <LOD 1734175 <LOD <LOD 1734+175
G+MMA <L.OD <LOD 2039+231 <LOD 2039+231
G+As(V) <L.OD <L.OD <LOD 965126 965126
H3PO4 1 mol L1
G <LOD <LOD <LOD <LOD -
G+As(III) 1659+177 <LOD <LOD <LOD 1659+177
G+DMA <LOD 2092+53 <LOD <LOD 2092+53
G+MMA <L.OD <LOD 19381126 <LOD 1938+126
G+As(V) <L.OD <LOD <LOD 1378+162 13781162
HNO3 2% v v!
G <LOD <LOD <LOD <LOD -
G+As(III) 1556+29 <LOD <LOD <LOD 155629
G+DMA <L.OD 1794+120 132+58 194+151 2120+200
G+MMA <L.OD <LOD 14761430 124+72 1600+435
G+As(V) <L.OD <L.OD <LOD 1991230 1991+230
TFA 0.05 mol Lt

G <LOD <L.OD <LOD <LOD -
G+As(III) 1363+140 <LOD <LOD <LOD 1363+140
G+DMA <LOD 15751208 <LOD <LOD 1575+208
G+MMA <L.OD <LOD 1865+148 <LOD 1865+148
G+As(V) <LOD <LOD <LOD 1910136 1910136

G, grano de maiz
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estudios reportan que el arsenito, la especie mas téxica, fue la forma predominante
de As encontrada en el xilema (86-97% del As total) de cereales como arroz, trigo y
cebada. En este estudio, el contenido de As(III), la especie mas téxica, vari6 de 33 a
65% dependiendo de la parte de la planta. La especie de As(III) fue la principal
detectada en el tallo del maiz, mientras que el As(V) fue la forma predominante de
As en la hoja y la raiz. Similarmente, Parsons et al (2008) reportaron
concentraciones relativamente altas de As(V) y As(Ill) de 18 y 12 mg kg1,
respectivamente, en brotes, siendo las concentraciones de As en las raices de 95 y
112 mg kgl Segun Mallick et al (2011), el cultivo de maiz, el cual crece
normalmente bajo condiciones aerobias, adsorbe preferentemente el As(V) sobre el
As(III). Esta tendencia puede atribuirse al empleo de mecanismos de absorcion
similares en el sistema de raices entre la forma oxidada de As y el fosfato,
nutrimento altamente demandado por el cultivo. Un contenido relativamente alto
de As(III) en este cereal puede ser atribuido al mecanismo de desintoxicacién del
cultivo. Las formas oxidadas pueden entrar a las plantas a través de canales P0O43-
de células de la raiz, y una vez alli, se reducen a As(IIl) a través del sistema de
complejacion con agentes fitoquelantes [48]. El quelato recién formado permanece
en las vacuolas celulares inmovilizado (ver Figura 22). El As no reducido puede
acceder a la parte aérea de la planta a través del xilema, y estar expuesto a un
mecanismo de reduccién-complejaciéon similar. En otros cereales, la relacion
As(IIT)/Ast en el xilema fue considerablemente mayor cuando As(V) fue utilizado

como fuente de As en el sistema radicular (84, 45 y 63% para el arroz, el trigo y la
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cebada, respectivamente) [21]. El proceso de metilaciéon de As como mecanismo de
la planta de desintoxicacion ha sido debatido [49]. Algunos autores atribuyeron la
presencia de especies organicas so6lo a la absorcion de los productos metabolicos de
los microorganismos en el suelo y no a procesos de metilacion en los tejidos de la
plantas. Los resultados reportados por Lomax et al. [148] sugieren que las plantas
son incapaces de metilar las especies inorganicas de As absorbidas. La inoculacién
de algiin microorganismo como Glomus mosseae en cultivos de maiz ha favorecido

el incremento del contenido de especies organicas en los tejidos vegetales [149].
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Figura 21. Contenido de las especies de arsénico en las muestras de maiz de
Matehuala, San Luis Potosi, México, (LODastvy 55 pg kg1, LODasqm 90 pg
kg1, LODmma 310 pg kg1, LODpma 250 pg kg1). Las concentraciones de
las especies organicas fueron menores que el LOD.
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Figura 22. Transferencia de arsénico en el cultivo de maiz (adaptada [14]).

5.8. Determinacion de arsénico bioaccesible en grano de maiz

La metodologia para la cuantificacion del As que es liberado bajo
condiciones que simulan la digestion gastrointestinal fue basada en Ia
determinacion de As total por MSFIA-HG-AFS después de un proceso de digestion
gastrica in vitro y preconcentracion por CPE. Debido a que no se cuenta con CRM
para As en el grano maiz, en el desarrollo de la presente metodologia fueron
también evaluados los resultados obtenidos a partir del analisis del material de

referencia certificado de harina de arroz (CRM: Rice ERM BC-211).
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5.8.1 Estudio de parametros de preconcentracion

Los parametros involucrados en la preconcentracién por punto nube como
las concentraciones de DDTP y Triton X-114 y el tiempo de incubaciéon de las
micelas fueron optimizados por aproximacién multivariante. Los pardmetros
involucrados en la determinacién de As mediante el sistema MSFIA-HG-AFS como
la concentracion de reactivos y el caudal de gases fueron utilizados de acuerdo al
estudio presentado en las secciones 5.6.3. y 5.6.5, respectivamente. Los parametros
que podrian afectar potencialmente al sistema fueron estudiados por el disefio
factorial completo (2k + 3 puntos centrales) y el disefio Doehlert (Apéndice P). La
Tabla XXIV muestra los intervalos de las concentraciones de los reactivos utilizados
en los disefios.

El modelo de interaccion de 2 vias fue aplicado al digerido de arroz,
mientras que el modelo de interaccidn de 3 vias fue utilizado para el digerido de
maiz. De acuerdo con los resultados (diagrama de Pareto y tabla de ANOVA,
Apéndice P) obtenidos para el extracto en punto nube de digeridos de arroz y maiz,
las concentraciones de DDTP y Tritén X-114 presentaron un efecto negativo sobre
la sefal analitica debido a que aunque los reactivos evaluados son una parte
integral de la formacion de micelas y su adecuada proporcidn favorece la formacion
del complejo micelar y mayor capacidad de extraccion de As, elevadas
concentraciones de Triton X-114 presentan un decremento de la sefial analitica por
la formacidon de burbujas durante la etapa de HG. La Figura 23, muestra una

reduccion de aproximadamente el 50% de la sefial analitica con la adicion de Triton
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X-114 1.5% m v-1. El efecto negativo del DDTP es propiciado por el efecto negativo
del Triton X-114 sobre la sefial analitica, ya que la etapa CPE requiere una adecuada
proporcién de estos reactivos. La superficies de respuesta muestran (Figura 24)
que las sefiales analiticas fueron obtenidas sobre una linea imaginaria que va de la
parte inferior izquierda a la parte superior derecha en ambos cereales. Es posible
que bajas concentraciones de Triton X-114 y altas de DDTP den lugar a la
formacion de complejos DDTP-As fuera del sistema micelar; y que altos niveles de
Tritéon X-114 y bajos de DDTP limite la formacién de complejos DDTP-As y la
formaciéon de micelas. Por otro lado, el tiempo de incubacién de las micelas a una
temperatura de 50°C no fue estadisticamente significativo (p > 0.01). Por lo tanto,
la superficie de respuesta fue desarrollada a partir de la deseabilidad global (Dq)
calculada de las deseabilidades individuales (da y dm) de las respuestas de los
digeridos de arroz y maiz (Tabla XXV), donde las concentraciones de DDTP y Triton
X-114 variaron en tres y cinco niveles, respectivamente, mientras que el tiempo de

incubacion de micelas fue fijado en 20 min.
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TABLA XXIV

PARAMETROS EN LA OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION EN PUNTO
NUBE.

Superficie de

Parametro Screening Optimo local
respuesta
Arroz Maiz Arroz Maiz da, dwm D¢
DDTP (% mv1) 1-3 1-3 0.5-1.5 0.5-1.5 1.153 0.737 0.830
Triton X-114 0.5-1.5 0.5-1.5 0.25-1.25 0.25-1.25 0.139 0.092 0.098
(% m v1)
Tiempo (min) 20-40 20-40 - - - - -

D deseabilidad global, da deseabilidad individual para arroz, dv deseabilidad individual para maiz

900
850
800
750
700
IF 650
600
550
500
450
400

A As(V) sin adicién
de Tritén X-114
y=69.3x+518

B As(V) con adicién
de Tritén X-114

y = 33.8x +420.6

Concentracién de arsénico (ug L)

Figura 23. Efecto del Triton X-114 sobre la sefial analitica del As(V) determinado
por MSFIA-HG-AFS.
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Figura 24. Efecto de la concentracién de DDTP y Tritén X-114 sobre sefiales
analiticas de arsénico en digeridos de arroz (a) y maiz (b).

Una matriz Doehlert fue realizada a partir de la D¢ de los extractos de maiz y

arroz. Los valores de da, du y Dg fueron calculados como se describe en la Seccion

4.10. Este diseno permiti6 el estudio del modelo efecto principal lineal-

cuadratico+2 vias, el cual mostré mejor ajuste a los datos experimentales para maiz

y arroz. El andlisis de la superficie de respuesta elaborado a partir de la D¢ (Figura

25) indic6 que los puntos criticos maximos fueron DDTP 0.83 % m v-1 y Triton X-

114 0.098 % m v-1..
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DESEABILIDAD GLOBAL DE LAS SENALES ANALITICAS OBTENIDA

PARA ARROZ Y MAIZ

Exp. DDTP Triton X-114  Arroz Maiz da dwm Dg
(%o mv?1) (%o mv1) (IF) (IF)
1 0.5 0.100 2183 1272 0.812 1.000 0.901
2 1.0 0.125 2458 872 1.000 0.306 0.553
3 1.5 0.100 1885 1158 0.608 0.802 0.698
4 1.0 0.075 2042 1126 0.716 0.746 0.731
5 0.5 0.050 2205 816 0.827 0.209 0.416
6 1.0 0.025 1518 927 0.358 0.402 0.379
7 1.5 0.050 993 695 0.000 0.000 0.000
8 1.0 0.075 2421 1171 0.974 0.824 0.896
9 1.0 0.075 2197 963 0.821 0.464 0.617

Exp. Numero de experimento, D¢ deseabilidad global, da deseabilidad individual para arroz, du

deseabilidad individual para maiz

Un estudio de robustez fue realizado para la etapa de preconcentraciéon CPE

en los extractos de arroz y maiz. Las concentraciones de DDTP y Tritén X-114 en

10% de su valor 6ptimo, siendo su intervalo de estudio de 0.72-0.78 % m v-1y 0.09-

0.11 % m v-1, respectivamente. El diagrama de Pareto (Figura 26) indic6 que no

existe diferencia significativa entre las sefiales analiticas del nivel bajo y el nivel

alto de la concentracion de los reactivos evaluados, por lo cual se infiere que la

etapa de preconcentracion CPE es robusta al 10%.
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Figura 25. Graficos de superficie de respuesta (a) y deseabilidad (b) de la etapa de
extraccién en punto nube. La deseabilidad fue calculada a partir de las

sefales

analiticas obtenidas para los extractos de maiz y arroz.
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Figura 26. Estudio d b 110/ de los parametros criticos de la etapa de
extraccio d As en punto nube en digeridos de arroz (a) y maiz (b).

5.8.2. Fotoxidaciéon UV de las especies de arsénico para determinacion
de As total por MSFIA-HG-AFS

Para la determinacién por MSFIA-HG-AFS, fue necesario en primera instancia
evaluar la recuperacion de las 4 especies estudiadas de As en las condiciones

6ptimas de la etapa de CPE. La Tabla XXVI muestra los porcenta jes de recu peracion
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de las As(V), As(III), MMA y DMA tanto en extracto CPE del digerido de arroz como
de maiz. Los resultados muestran que las 4 especies evaluadas son fuertemente
absorbidas en las micelas. La recuperacion de las especies organicas de As fue >
85%, mientras que las formas inorganicas mayores al 90%. La transferencia alta de
las especies organicas e inorganicas a la fase micelar puede ser debido al bajo pH
(<1) y al alto contenido de sal en el jugo gastrointestinal artificial. En el caso de
As(1II), es conocido que forma complejos con el DDTP lo cual puede explicar los
mayores porcentajes de recuperacion obtenidos para esta especie en ambos

cereales.

TABLA XXVI

ESTUDIOS DE RECUPERACION DE LAS ESPECIES DE ARSENICO EN ARROZ Y MAI[Z
(ADICION DE 20 g L-1 DE DIGERIDO GASTRICO)

As(V) (%)  As(ll) (%) MMA (%)  DMA (%)
Arroz 95+6 96+3 87+6 9048
Maiz 9243 10145 88+7 94+13

Con el objetivo de cuantificar todas las especies de As como As total, en el
sistema MSFIA-HG-AFS fue acoplado un sistema de fotoxidacién UV para la
degradacion de las especies organicas. A diferencia de la Seccién 5.6.1 y debido al
alto contenido de materia organica en el digerido artificial, el volumen de reactivo
oxidante fue casi duplicado. El tiempo de flujo detenido en la camara de
fotoxidacion UV fue evaluado de 0 a 20 min. La Figura 27 muestra un decremento

de la sefial analitica de As(V) y un incremento para DMA (la especie térmicamente
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mas estable [143]) con el aumento del tiempo de flujo detenido. Es posible que los
subproductos de la fotoxidacion UV de la materia organica, los cuales se
incrementan con el aumento del tiempo de flujo detenido, consuman parcialmente
el NaBH4 disponible en la etapa HG. Aunque la generacién de subproductos afecta
la sefial analitica de ambas especies, el incremento observado en la sefial de DMA
puede ser atribuido a la conversion de analito en As(V) produciendo un aumento
neto observable. Una prueba t student indica que en tiempos de flujo detenido = 5
min las sefiales analiticas obtenidas de ambas especies no presentan diferencias
significativas (p > 0.05). Un tiempo de flujo detenido de 5 min fue seleccionado en

el sistema propuesto.
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Figura 27. Efecto del tiempo de fotoxidacion UV sobre la intensidad de
fluorescencia para los estandares de As(V) y DMA de 5 pg L-1.
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5.8.3. Parametros analiticos del método propuesto para Ila
determinacion de As total bioaccesible por CPE-MSFIA-HG-AFS.

Utilizando las condiciones 6ptimas mencionadas en las secciones anteriores,
los pardmetros analiticos para la determinacién de As biodisponible fueron
determinados para cada grano de cereal. La Tabla XXVII resume los principales

parametros analiticos del método automatizado de extraccion secuencial en linea.

TABLA XXVII

PARAMETROS ANALITICOS PARA EN LA DETERMINACION DE
ARSENICO BIODISPONIBLE

Parametro Parametros analiticas con Pardmetros analiticas sin
preconcentracion preconcentracién

Arroz Maiz Agua Arroz Maiz Agua
Factor de preconcentracién? 15.7 11.2 14.8 - - -
Factor de mejora® 14.7 10.9 16.0 - - -
LOD (pg L-1)c 0.12 0.17 0.02 1.5 1.9 0.20
LOQ (ug LY)c 0.41 0.55 0.07 5.0 6.3 0.66
Ecuacidn de regresion:

Pendiente 1169 685 1106 76 63 69
Interseccién 2904 4191 5 822 658 519
Coeficiente de regresion (r?) 0.9829 09804 09869 0.9458 0.9398 0.9892
Rango lineal de trabajo (ug L1) 0.41-20 0.55-20 0.18-20 5-20 6.3-20  0.66-20
Repetibilidad (%)4 8.0 9.3 5.4 4.1 4.2 3.3
Reproducibilidad (%)4 10.9 12.0 6.7 5.9 7.2 5.6

a, factor de preconcentracion: se define como la relacion de las concentraciones de analito después y antes
de la extraccidn del punto nube; b, factor de mejora: se calculé como la relacién de la pendiente de las
muestras preconcentradas y la obtenida sin preconcentracion; c, limite de deteccién y limite de
cuantificacién define como tres y diez veces la relacion sefial-ruido, respectivamente; d, calculados en 2.5
pug As L'
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Las curvas de calibracion fueron construidas usando estandares preparados
en la misma matriz del digerido de cada cereal. Por lo tanto, las curvas de
calibracién (intensidad relativa vs mg L1 de As(V)), con ajustes estadisticamente
satisfactorios fueron obtenidos (rz: 0.9829 para el arroz y 0.9804 para maiz, n =
11). De acuerdo con las curvas de calibracién, la intensidad de la sefial varié
considerablemente para las diferentes granos de cereal (arroz > maiz).

Los LOD del método fueron calculados como tres veces la desviacidon
estandar de diez repeticiones del blanco dividido por la pendiente de la curva de
calibracién, mientras que los LOQ fueron calculados como diez veces la desviacién
estandar de diez repeticiones del blanco dividido por la pendiente de la curva de
calibracién [144]. Los valores de LOD para ambos cereales fueron muy similares. El
valor superior de LOD para arroz puede ser atribuido a la menor co-extracciéon de
materia organica en el CPE, y por lo tanto la menor generacidon de subproductos en
la etapa de fotoxidaciéon UV. Es conocido que el maiz presenta un mayor contenido
de componentes como proteinas y acidos grasos que el arroz [29] (Apéndice Q).

La precision de la determinacion de As en cada eluente fue evaluada usando
la RSD de diez inyecciones sucesivas de 2.5 pg L-1 de una disolucion estandar de
As(V) para los dos cereales, siendo menor para arroz.

La concentraciéon de As después de la preconcentraciéon CPE mostré un
incremento de mas de 10 veces su valor comparado con el control (Apéndice R).
Los factores de preconcentracion (FP) para los estandares de 1.0-5.0 pg L1 de

digerido fueron mayores para arroz que para maiz (valor promedio: 15.7 y 11.2,
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respectivamente; Tabla XXVII). El valor de FP del arroz fue similar al obtenido para
agua destilada (valor promedio: 14.8) lo cual refleja la baja interferencia de los
componentes de del grano de arroz sobre la CPE. La mayor interferencia de los
componentes del grano de maiz sobre la respuesta del As sélo fue apreciable
después de la CPE (Tabla XXVII, Apéndice R; los valores de las pendientes fueron
76.5,629y 69.3 L uglsin CPEy 1126, 685y 1106 L pgt con CPE para arroz, maiz y
agua, respectivamente. Esto puede ser atribuido a la mayor incorporacién y

concentracion de sustancias matriciales interferentes en el sistema micelar.

5.8.4. Validacion del método propuesto

La validacion del método automatizado para la determinaciéon de As en el
digerido de maiz después de la CPE fue realizada mediante el andlisis del CRM de arroz
ERM BC-211. El contenido de As total fue determinado en el extracto de ERM BC-211
mediante el método propuesto para la determinacion de As bioaccesible (CPE-MSFIA-
HG-AFS), asi como el contenido de As total en el residuo solido procedente del ensayo
de digestion in vitro (EPA 3052, HG-AFS). La suma de ambas fracciones (As total en
residuo + As bioaccesible) no presentd diferencia estadisticamente significativa con el

valor certificado (Tabla XXVIII).
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TABLA XXVIII

VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE
ARSENICO BIODISPONIBLE

CRM As bioaccesible As remanente Suma de Valor certificado
(ng kg?) en residuo fracciones (ng kg1)
solido (ugkg?) (ng kgt)
Rice ERM
BC-211 211+48 75+11 286+49 260+6.5

5.8.5. Determinacion de arsénico bioaccesible en muestras de maiz

El método automatizado propuesto fue aplicado para la determinacién del
As bioaccesible en muestras de grano de maiz de Matehuala de la zona A, que son
muestras que presentaron un mayor contenido de As total. La Tabla XXIX reporta el
contenido de As bioaccesible en cada una de las seis muestras de grano de maiz del
sitio. En todos los casos, el contenido de As bioaccesible fue > 173 ug kg1 no
mostrando diferencias significativas en sus valores. Practicamente 72-88% del
contenido de As fue extraido con el empleo de las tres etapas de digestion
gastrointestinal (Tabla XXIX). Una muestra compuesta presento un 86% de As
bioaccesible. Laparra et al. [80], mediante el empleo de un método de extraccion
gastrointestinal in vitro, encontraron que la mayoria (>90%) del arsénico total en
arroz cocido es bioaccesible. La menor disponibilidad de As en maiz puede ser
atribuida a su mayor contenido de proteina y lipidos (Apéndice Q). La Tabla XXIX
muestra que los contenidos de As total y As bioaccesible disminuyeron en la
muestra compuesta MTA (conformada por las seis muestras de grano de maiz: MTA

1-MTA 6) después del proceso de nixtamalizacion, mientras que el porcentaje de As
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bioaccesible presento una magnitud ligeramente superior al obtenido para grano
crudo de maiz. En el mismo estudio de Laparra et al. [80], se evaluo la distribucion
de especies de As utilizando grano crudo y cocido encontrando que la proporcion
de especies inorganicas se increment6 después del proceso de coccién. La
concentracion de minerales tales como Na, K, Mg, Ca, Cu, Fe, Mn, Ni, y Zn fueron
evaluados en el grano de maiz (Apéndice S) y su relacidn con el As bioaccesible fue
analizada mediante el coeficiente de correlacion de Pearson (Tabla XXX). Los
valores del coeficiente de correlacion de Pearson indicaron que minerales como el
K, Cu y Ni mostraron una correlacion significativa (p < 0.05) con el contenido de As
total en el grano de maiz, mientras que el contenido de Ni con los niveles de As

bioaccesible.

TABLA XXIX

ARSENICO BIOACCESIBLE EN MUESTRAS DE MA{Z DE ZONA A
(MATEHUALA, S. L. P.)

Grano de As bioaccesible Ast Fraccion de As
maiz (ug kg1) (ug kg1) bioaccesible (%)
MTA 205+17 252+18 81.10
MTA* 178419 206%33 86.21
MTA-1 252466 320+40 78.84
MTA-2 173+37 230+30 75.35
MTA-3 239430 27010 88.46
MTA-4 19020 240+10 79.04
MTA-5 259442 320+30 81.09
MTA-6 238+19 33010 72.23

* Maiz nixtamalizado
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El riesgo por el consumo de maiz procedente de la zona contaminada por As de
la poblacién de cerrito blanco (Zona A) fue calculado por el coeficiente de riesgo (CR)

como muestra la Ecuacién 7:

_ (MUD)(FP)

CR= (DAR)(PC)

(7)

donde, M, es concentracion de As bioaccesible en el grano de maiz (mg kg‘l), ID es la
ingesta diaria del producto agricola, (0.315 kg dia™ en México) [75], FP es el factor
para convertir el peso fresco a peso seco de grano de maiz, DdR es la dosis de referencia
de exposicion oral a As para toxicidad subcrdnica, de 6 meses a 13 afios, y cronica,
mayor a 13 afios (0.0003 mg kg’1 dia” en ambos casos), y PC es el peso corporal
humano (75 y 69 kg para hombres y mujeres respectivamente [150]. Valores de CR
fueron 2.23 para hombres y 2.42 para mujeres (para la etapa crénica y subcronica).
Valores de CR superiores a 1 indican un riesgo de intoxicacion, por lo que hombres y
mujeres que presentan un consumen maiz procedente de esta zona de muestreo (zona A)
presentan riesgo de intoxicacion crdnica y subcrdnica por ingesta de As a través de este

cereal.
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TABLA XXX

COEFICIENTES DE CORRELACION DE PEARSON DE PARAMETROS EN
EL GRANO DE MAizZ

NaT KT MgT CaT CuT FeT Ml’lT NiT Zl’lT AsB

Kr 0.659

Mgr -0.084 0.275

Car 0.081 -0.146 0.505

Cur 0.567 0.939™ 0431 -0.102

Fer 0.741° 0.916™ 0.283 0.011 0.898"

Mnr 0.552 0.820" 0.326 -0.106 0.911" 0.733"

Nir -0.078 0.647 0.306 -0.520 0.664 0.491 0.468

Znr 0.169 0.026 0.71" 0.847" 0.205 0.177 0.272 -0.335

AsB  -0.051 0.601 0.587 -0.308 0.679 0.423 0.500 0.892™ -0.045
Asr  0.058 0.732* 0470 -0.407 0.773* 0.516 0.694 0.908™ -0.102 0.919"

*, La correlacion es significante al nivel 0.05 (bilateral); **, La correlacion es significativa al nivel 0.01
(bilateral); AsB, arsénico bioaccesible; Asrt, arsénico total
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

La acumulacion y translocacion de As desde el suelo hasta la planta de maiz
de tres sitios agricolas cercanos a zonas mineras en México (San Luis Potosi),
fueron estudiadas con la finalidad de evaluar la transferencia de As en cultivos de
maiz y su riesgo potencial para la salud humana. El As(V) fue la forma
predominante del metaloide en el suelo y absorbida por la planta de maiz. En
general, la concentraciéon de As total en el cultivo de maiz fue, en orden, raiz >> tallo
> hoja > grano. La atencién cuidadosa a los pardmetros que presentan una
correlaciéon con la translocacién y acumulacién de arsénico y la transferencia de As
a través de la cadena alimenticia puede derivar en metodologias de tratamiento de
zonas agricolas contaminadas para la reduccién de la exposicion humana al As por
consumo de maiz. Parametros como el contenido de Fe y Mn en los suelos agricolas
asi como el PO43- en raiz presentaron una correlacion negativa con la translocacion
de As hacia el tallo, posiblemente atribuida al efecto del estado nutrimental del
cultivo en sobre los mecanismos de detoxificacion de la planta. El uso de Fe, PO43-y
Mn como aditivos agricolas podrian disminuir la concentraciéon de As en la parte
aérea de la planta y reducir la transferencia de As a través de la cadena alimenticia.

Un método automatizado de extraccion secuencial en flujo y deteccion por
HG-AFS fue desarrollado para evaluar el As extraible y potencialmente disponible

para los cultivos. La principal ventaja del método propuesto es la enorme reduccion
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en el tiempo de andlisis, de 50 h (para el método BCR convencional) a 6 h (para el
método automatizado), por lo que es una herramienta eficaz para el analisis de un
gran numero de muestras en un corto periodo de tiempo. Ademas, permite un
conocimiento de la cinética de lixiviacion del As. El método de extraccion en flujo
desarrollado se aplicé satisfactoriamente para el fraccionamiento de As en las
zonas A y B de Matehuala, San Luis Potosi. La suma del contenido de As en F1 y F2
en los suelos analizados fue mayor al 50% del As total por lo cual indica que una
alta proporcion del metaloide es potencialmente biodisponible. La zona A present6
un mayor porcentaje de As asociado a F1 y F2 que en la zona B, posiblemente
atribuido a su mayor contenido de Ca, lo cual indica que el As de esta zona presenta
una mayor biodisponibilidad para el cultivo de maiz.

Con el objetivo de analizar los mecanismos de transferencia de As y su
toxicidad en el cultivo de maiz, la distribuciéon de especies de As en el sistema
suelo-agua-maiz fue también evaluada. Por lo cual, un procedimiento de extraccién
para la determinacién de las especies del As en el cultivo de maiz fue
implementado. El empleo de HNO3 0.15 mmol L1 para raiz, tallo y hoja y TFA 0.05
mol L1 para el grano como agentes extractantes permitié la adecuada
determinacion de especies de As en el cultivo debido al alto porcentaje de
extraccion de As obtenido (> 80%) y a que la interconversién de especies fue baja
(< 10%). En el cultivo de maiz, la especie de As(III) fue la principal detectada en el
tallo, mientras que el As(V) fue la forma predominante de As en la hoja y la raiz. En

general, las especies inorganicas de As fueron la forma predominante encontrada
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en la parte comestible para el ganado, siendo el contenido de As(1II), la especie mas
toxica, mayor al 33%, lo cual sugiere un riesgo de envenenamiento importante.
Asimismo, un nuevo método de determinacién de As bioaccesible a niveles
traza en grano de maiz basado en la preconcentracion mediante CPE fue
desarrollado presentando LOD bajos (0.96 ug kgl y 1.36 pg kg1 para arroz y maiz,
respectivamente) y amplio rango lineal de trabajo (0.41-20 y 0.55-20 pg L-1 para
arroz y maiz, respectivamente). Esta metodologia versatil y econémica puede ser
utilizada como una herramienta analitica alternativa al empleo de técnicas costosas
como ICP-MS. La mayor parte del As total contenido en el grano de maiz fue
bioaccesible (72-82%), por lo que una proporciéon alta del metaloide podria

acceder al torrente sanguineo y representar un riesgo a la salud humana.

Dada la importancia toxicolégica del estudio del flujo de arsénico a través del
sistema agua-suelo-planta, se presentan a continuacién algunas areas de
oportunidad sugeridas a partir de la realizacion del presente proyecto:

e Existe informacién limitada acerca de las acciones necesarias para controlar el
riesgo toxicolégico debido al consumo de follaje o grano de maiz. El efecto de la
inoculacién de microorganismos, ademas de la adiciéon de fosfato y materia
organica en el suelo agricola han sido evaluados con resultados prometedores;
sin embargo, esto necesita ser investigado mas a fondo. El estudio del uso de
fuentes alternas de materia organica como fertilizantes y formadores de
complejos en el suelo agricola, asi como aditivos que permitan la reduccién del

estrés en la planta de maiz y en consecuencia la secrecién de exudados de
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acidos organicos por la raiz son las lineas de investigacién que pueden
contribuir a la reduccién de la transferencia de As a través del sistema agua-
suelo-maiz-humano.

e Metodologias mas sensibles (LOD < 0.5 pg kg de grano) que permitan la
determinacion del contenido y bioaccesibilidad de las especies de As en
cereales como maiz son requeridas. El riesgo de exposicion humana por
consumo de arsénico puede ser mejor evaluado mediante la determinacién de

As inorganico bioaccesible.

Esta informacion permitiria el desarrollo de estrategias para la reduccion del riesgo

asociado al consumo de As a través de los productos derivados de maiz.
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CONCLUSIONS

The accumulation and translocation of As from agricultural soil to maize plant
from three agricultural zones near mining areas were evaluated to assess the As transfer
in corn crops and its potential risk to human health. On the soil, As(V) was the
predominant As form in leachate, which showed a positive correlation (p = 0.05) with
the As concentration in root (R = 0.949), stem (R = 0.663 ) and leaf (R = 0.883) of the
corn plant. According to ACP, the pH of the agricultural soil correlated negatively with
the As accumulated in each corn plant part that can be attributed to a stress state during
the growth, and therefore, the organic acids secretion. In general, the total As
concentration in corn crop was: root >> stem and leaf > grain. The content of iron and
manganese in agricultural soils was strongly correlated with As translocation to the
stem, and therefore, a high content of this metals in soil could reduce the As
concentration in the aerial part of the corn plant. Careful attention to the soil parameters
that show a high correlation with As transfer through the food chain could allow the
treatment methodologies development for contaminated agricultural areas and reduce
human exposure by As intake through corn consumption.

An automated method for the sequential As extraction from soil using HG-AFS
as detector was developed to evaluate the removable As, and therefore, the potentially
available As for crops. The main advantage of the proposed method is the reduction in
eight times the analysis time of conventional BCR method, which allows analyzed a
large numbers of samples in a short period of time. This method also allows the

understanding of the As leaching kinetics. The extraction method was applied
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successfully developed for As fractionation form soil of agricultural zones. The
potentially available As was > 50% for all soils samples. The As extractable content
associated with the most labile fractions (F1 + F2) was higher in samples from Zone A
than from Zone B, indicating that the As in Zone A could have major availability to the
maize crop.

In order to analyze the As transfer mechanisms and its toxicity in maize, the As
species distribution in the soil-water-maize system was also evaluated. Therefore, an
extraction method for the determination of As species in maize was implemented. The
use of HNO5 0.15 mmol L' for root, stem, and leaf; and TFA 0.05 mol L for grain corn
as extractant agents was proposed, archiving percentages of As extraction higher than
80% and an species interconversion smaller than 10%, allowing the proper
determination of As species in plant. The content of As(IIl), more toxic species, ranged
from 33 to 65% depending on the plant part. In maize, As(Ill) was the main form in
stem, while As(V) was the predominant As specie in leaf and root. In general, the
inorganic As species were the predominant form found in the edible part of the corn
plant for livestock, which suggests a significant risk of poisoning.

A method for the determination of bio-accessible As in corn grain based on in
vitro bioaccessibility assay, 2) the could point extraction, and 3) the MSFIA-HG-AFS
system, was developed, which had a low limit detection and wide linear range. This
versatile and economical methodology can use as an alternative analytical tool to costly
techniques such as ICP-MS. The As bioaccessible content in corn grain from Zone A
was 72-82% indicating a high As proportion can access the human bloodstream and

represent a risk to human health.



134

Due to the toxicological importance of As pathway through the water-soil-plant
system, some suggestions for the reduction of As transfer to corn plant and human are
presented:

* There is limited information about the implemented strategies for the control of
As content corn grain or corn foliage. The microorganisms inoculation and the organic
matter addition with phosphate concentration to agricultural soil has shown promising
results; however, a major knowledge needs to be development. The study of the use of
organic matter as fertilizer and the complexing agents as additives in agricultural soil
that can reduce the corn plant stress, the secretion of organic acids exudation by roots
are research lines that can contribute to the As transfer reduction through water-soil-
corn-human system.

* Methodologies with lower limit detection for the As species determination in
grains of high consumption like corn grain are required. The risk assessment of As
intake by food consumption is better evaluated by thought the inorganic As bioavailable
determination.

The development of this research lines would allow the risk reduction by As

intake through based-corn food products.
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APENDICE A

CARACTERIZACION IN SITU DEL AGUA DE RIEGO
La Figura A.1 muestra la posiciéon de los electrodos de Multi Meter Hach
HQ40d para la determinacion de los parametros evaluados durante la
caracterizacidon del agua de riego como pH, conductividad, temperatura, oxigeno
disuelto y cloruro, los cuales fueron completamente sumergidos a una distancia
>30 cm de las paredes del contenedor. Las lecturas de los parametros en las 3

zonas de muestreo fueron registradas de 9:00 am- 11:00 am.

Figura A.1. Imagenes de la caracterizacion in situ del agua de riego del municipio de
Matehuala, San Luis Potosi, zona B.
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APENDICE B

METODOLOGIAS PARA CARACTERIZACION DE SUELO AGRICOLA

a) Determinacion de nitrogeno por método Kjeldahl

El método Kjeldahl aplicado para la determinacién de nitrégeno consta de
tres etapas:
Digestion: conversion del nitrégeno en ion amonio mediante calentamiento (a una
temperatura de 400°C aproximadamente) en bloque de digestién con adicion
previa de acido sulftrico y catalizador (CuSO4), que desencadenan la conversion del
nitréogeno de la muestra en amonio.
Destilacién: Una disolucion NaOH es adicionada a la disoluciéon de NH4 lo cual
produce volatilizacion de NHs. El NH3 es recuperado en un acido fuerte en exceso y
de concentracion conocida.
Valoracién: el amoniaco disuelto es cuantificado mediante una titulacién por

retroceso (la cuantificacion del acido no neutralizado por el NH2).

b) Determinacion de arena limo y arcilla por método del hidrometro

El método del hidrometro se basa en el principio de que la densidad de la
suspension de suelo cambia en funcién de la cantidad de suelo que se encuentra en
suspension en ese momento en tiempo. La técnica se basa en la suposicién de que

al final de los 40 segundos, toda la arena se ha sedimentado, pero el limo y la arcilla
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todavia estan suspendidos, y del mismo modo el sedimento después de 2 horas.
Una lectura del hidrometro (Figura A.2) se toma en una suspension de suelo 40

segundos y otra 2 horas después de que el suelo ha sido suspendido.

Figura A.2. Hidrémetro utilizado en la determinacién de las fracciones de arena,
limo y arcilla en suelo agricola.



151

APENDICE C

RANGO LINEAL DE TRABAJO DE LAS TECNICAS ANALITICAS EMPLEADAS EN
LA CARACTERIZACION DEL SISTEMA AGUA-SUELO-PLANTA DE MAi{Z

La Tabla A.I presenta el intervalo lineal de concentracion de cada
metodologia utilizada para la determinacion de los parametros de interés en este
estudio.

TABLA A.l

RANGO DE TRABAJO DE LAS METODOLOGIAS PARA LA
DETERMINACION DE ANALITOS

Determinacién Técnica Longitud de onda Rango lineal de
(nm) trabajo (mg L-1)
As total HG-AFS 217.6 0.0002-0.8
As(V) IC-HPLC-AFS 217.6 0.01-0.8
As(I1I) IC-HPLC-AFS 217.6 0.01-0.8
DMA(V) IC-HPLC-AFS 217.6 0.05-0.8
MMA(V) IC-HPLC-AFS 217.6 0.05-0.8
Hierro AAS 239.5 0.5-15
Manganeso AAS 259.3 1-15
Fosfatos Espectrofotométrico 690 0.2-5
Cloruros Electrodo i6n- 0.5-20
selectivo
Potasio ICP- AES 766.4 5-200
Magnesio ICP- AES 285.2 0.5-20
Calcio ICP- AES 317.9 5-100
Sodio ICP- AES 589.5 5-200
Cobre ICP- AES 324.7 5-200
Hierro ICP- AES 239.5 10-1000
Manganeso ICP- AES 259.3 5-200
Niquel ICP- AES 341.4 10-200

Zinc ICP- AES 206.2 5-1000
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APENDICE D

SECCIONES DE LA PLANTA DE MAIZ
La Figura A.3 muestra el seccionamiento del cultivo de maiz el cual se realizd
inmediatamente después del muestreo. Tres plantas por cada punto de muestreo
fueron seccionadas en raiz, tallo, hoja y grano.; el raquis y la espiga no fueron

considerados en el estudio.

Figura A.3. Imagen de una planta de maiz seccionada procedente de la Matehuala,
San Luis Potosi (zona A).
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CARACTERISTICAS DE COLUMNA DE INTERCAMBIO ANIONICO HAMILTON

PRP-X100

Las dimensiones y parametros de la columna de intercambio aniénico

utilizada para la separacién de las especies de As se presentan en la Tabla A.IL

TABLA A.ll

DIMENSIONES Y PARAMETROS DE LA COLUMNA HAMILTON PRP-X100

Pardmetro Valor

Ancho de columna 4.1 mm

Longitud de columna 250 mm

Material empacado PRP-X100

Tamafio de particula 10 pm

Fuerza del Buffer 0.0-0.5eq L1

Capacidad de intercambio 0.19 meq mg1

Capacidad de intercambio por columna 0.304 meq/columna

Presiéon maxima 5.000 psi

Limites de fase movil pH 1-13. 0-100% agua, modificador
organico

Tipo de material empacado PSDVB/Trimetilamonio

Tamafio de poro 100 A

Restauracion 50 mL de metanol con 1% v v-1 de HNO3
6 mol L-1

Temperatura limite pH 1-7.9 5-60°C

pH 8-13 5-30°C
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APENDICE F

EFECTO DEL pH EN LA SEPARACION CROMATOGRAFICA DE As(11T), DMA, MMA
Y As(V) POR IC-HG-AFS

La separacion de As(V), As(I1I), DMA y MMA fue realizada por cromatografia
de intercambio anidnico. La Figura A.4 presenta el efecto del pH buffer de fosfatos 5
mmol L1 sobre la resolucién de los picos cromatograficos correspondientes a las
cuatro especies de As evaluadas. El tiempo de retencion de las especies de As
depende entre otros factores del estado i6nico, de la fuerza iénica del buffer y de la
competencia del analito con otros aniones, por los que bajos y altos valores de pH
podrian desfavorecer la resoluciéon cromatografica. Los bajos valores de pH bajo
pueden dar lugar a la formacién de las especies acidas de As. Por otro lado, un pH
alto en el medio proporciona iones hidroxilo que pueden competir por los sitios de

adsorcion de carga positiva en la columna.

s | V4 .

As(1ID) OMA MMA] As(V)
pH 6

0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (min)
Figura A.4. Efecto del pH sobre la resolucion cromatografica, fase movil buffer de
fosfatos 5 mmol L-1.
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APENDICE G

SENALES ANALITICAS DE As(III), DMA, MMA Y As(V) EN ESTUDIOS DE
RECUPERACION

La Figura A.5 muestra la intensidad y resolucion los picos cromatograficos
de las sefiales de As(III), DMA, MMA y As(V) obtenidas por cromatografia i6nica. de
los estudios de recuperacion de especies de As. La adiciéon de DMA en las estudios
de recuperacion fue equivalente 200 pg LI de extracto. El alto contenido de As

inorganico en raiz del cultivo de maiz no interfirié6 con la determinacién de las

especies organicas adicionadas en los estudios de recuperacion.

— - =Raiz de maiz

Raiz de maiz fortificada
con DMA

----- Estdndares de arsénico

.'
. |1
| - I\
I\ :
A\ '\
'. )}
i
As(Il) » 3
! ‘i M FA ,‘\
R "\\ I\ 1\
Mﬁ—ﬂ—-} \I.;--—\Jf \I_.\.___,—/I \-ﬁ-——r———‘ hS|
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (min)

Figura A.5. Cromatograma de las especies de As en la raiz del cultivo de maiz por
IC-HG-AFS.
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APENDICE H

ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO MULTIJERINGA (MSFIA)

Los sistemas MSFIA (1999, grupo de Quimica Analitica, Automatizacion y
Medio Ambiente de Departamento de Quimica de la Universidad de Islas Baleares)
se basan en el empleo de buretas multijeringa que permiten el movimiento
simultdneo de cuatro jeringas analogas a las usadas en la técnica SIA- que estan
conectadas en bloque al mismo motor paso a paso. Este tipo de buretas retnen las
ventajas de la operacion multicanal, propia de las bombas peristalticas asi como el
envio de volimenes exactos y constantes, caracteristico de las bombas de piston.
En la Figura A.6 se muestra la fotografia de una bureta multijeringa. Con el MSFIA,
se evitan los inconvenientes derivados del uso de bombas peristalticas, cuyos tubos
flexibles tienen una vida corta como consecuencia, entre otras cosas, de su
vulnerabilidad a acidos y bases moderadamente concentrados y a disolventes
organicos. Por otra parte, la utilizacidon de valvulas solenoides de conmutacion de
tres vias colocadas en el extremo superior de cada jeringa aporta una gran
versatilidad al sistema ya que éstas permiten conectar muy rapidamente la jeringa
con el sistema o con el recipiente que contiene el reactivo, segiin convenga al
analista sin tener que detener el movimiento de la bureta. Hasta el momento, las
técnicas de deteccibn mas empleadas en los sistemas MSFIA han sido la

espectrofotometria UV-Vis, la quimiluminiscencia, la fluorescencia atémica con
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generacion de hidruros (HG-AFS), la potenciometria y la fluorimetria. En este

proyecto el sistema MSFIA fue acoplado a HG-AFS (Figura A.7).

Figura A.7. Fotografia del sistema de extraccion secuencial automatizado para la
determinacion de As en suelo agricola.
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APENDICE I

AUTOANALYSISV 5.0

El software AutoAnalysis 5.0 permite la programaciéon de instrucciones de
los diferentes dispositivos del sistema desarrollado acoplados mediante una
computadora y el andlisis de los datos obtenidos. Este software fue desarrollado
por el Grupo de Quimica Analitica Automatizaciéon y Medio Ambiente de la
Universidad de las Islas Baleares y actualmente lo comercializa Sciware Systems,
una empresa Spin Off de la Universidad de las Islas Baleares. Se programoé en
Delphi 5.0 y Visual C++ 6.0 y esta basado en el uso de librerias de enlace dinamico
(DLL, dynamic link libraries) a 32 bits. La Figura A.8 muestra las sefiales de
diferentes estandares de As mediante el sistema MSFIA-HG-AFS, los cuales fueron
obtenidos y analizados mediante AutoAnalysis. La interfaz del software empleado

se muestra en la Figura A.9.

140

IF B i

8

8
—
o
[—
——

Tiempo (s)
Figura A.8. MSFIA-grama obtenido con el programa AutoAnalysis aplicando a
estdndares de F1 (acido acético 0.11 mmol L1). Se representan tres

réplicas de inyeccién para un blanco y estandares de arsénico de 20, 40,
60.80y 100 pg L1
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Mkoanalysis

metodo complejo a

Automatic MultiSyinge at Chi 1, Fos:

Autarnatic valve at Chi 1, Pos: 1

Autamatic valve af Ch 1, Fas: 1
Automatic MuliSyinge ot Ch 1, Pos
Loop

Autamatic valve at Ch 1, Pas: 1
Autamatic MuliSyings at Ch 1. Pos
Automatic MultiSyinge at Ch 1. Fos:
Automatic valve at Ch 1, Fos: 1
Ocean Optics Master (Ch: 0)

Mark

Atomatic MuliSyinge at Ch 1, Pos
Automatic MuliSyinge ot Ch 1, Pos
Autematic valve af Ch 1, Fas: 1
Autamatic MuliSyinge at Chi 1. Pos
Autamatic valve at Ch 1, Pas: 1
Automatic MultiSyinge at Ch 1. Fos:
Automatic valve at Ch 1, Fos: 1
Automatic MLliSinge at Ch 1, Fos:
Automatic valve af Ch 1, Pos: 1
Automatic MuliSyinge &t Ch 1, Pos
Ocean Dptics Master (Ch: 0)
Automatic MuliSyinge ot Ch 1, Pos
ALtamatic MuliSyinge at Chi 1. Pos
Laop

(28 |Automatic MuliSyinge ot Ch 1. Pos:
23 [Empiy instuction

{

pense 5,000 mi (Buret 1] at 30,000 mL/min

Yalve A mave o position 5 Valve B not meve.

Valve & move ko position 1. Valve B nat move.

heads [ 1-0ff 2-0ff 306 4-0ff ] Exclusive Mode,

Automatic MultiSyinge at Chi 1, Pos: (Pickup 5.000 mi (Buret 1) at 5.000 mL/min with heads [ 1-0n 20 30 4-0ff 1. Exclusive Mode.

(Dispense 7.000 ml (Buret 1) at 15.000 mL/min with heads [ 1-On 2-0ff 306 4-0if ] Exclusive Mode.

START: metodo optodo

Valve & move o position 5. Valve B nat move.

(Pickup 1.500 ml (Buret 1) at 15.000 mL/min with heads [ 1-0ff 2-0f 306 |. Exclusive Made.
(Pickup 5.000 ml (Buret 1) at 5000 mlAmin with heads [ 1-0n 2-01f 3-0f 4-0ff ]. Exclusive Mode:

Yalve A mave to position 2. Valve B meve to position 4.

Absorbance: Spectral range 250,00-560,00 every 0,3 seconds [4:400,00, F:0,00)

Matk inyecein muestias on Ocean Oplics Master (Ch 0)

(Dizpense 7.000 ml (Buret 1) af 1.845 mlrmin vt heads | 1-0n 2-0ff 3-0f 4-0f |. Exclusive Mode,

(Priming in pickup with heads [ 1-0ff 2:0ff 30K 4011 ] Exchisive Mode:

Valve & mave to position 1. Valve B mave to position 6

(Dispense 6.000 mi (Buret 1) at 7.317 msmin with heads [ 1-0n 2-On 3-0f 40 |. Exclusive Mode.

Valve A move to pasiion 2 Valve B move to pasition 4.

(Dispense 1.000 ml [Buret 1 at 1.846 mAmin with heads [ 1-0n 2-0f 3-0ff 4-0ff |. Exclusive Mode.

Yalve A move to position 1. Valve B move to position 6.

(Digpense 2.000 ml [Buret 1] at 7.217 mLAmin with heads [ 1-0n 2.0 3-0n 4-0ff |. Exclusive Mode,

alve A mave b position 2. Valve B not meve.

(Dizpense 1.000 ml (Buret 1) at 1.845 ml_rmin vith heads | 1-0n 2.0ff 3-0f 4-0f |. Exclusive Mode.

Stop measure

(Priming in dispense with heads [ 1-0ff 20f 3-0ff -0if | Exclusive Mode.

(Pickup 3500 mi (Buret 1) at 15.000 mL/mir with heads [ 1-01f 20f 30f 3-01f | Exclusive Mode,

END: Fiepeat 3 times fiom metoda optodo
(Priming in pickup with heads [ 1-0ff 20 30K | Exclusive Mode.

Methods | Procedues Editor | Evecute

Config: |matia:

s Method: [metodo complejo a

Data; [ <hot opened data fiex
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Figura A.9. Interfaz del programa AutoAnalysis utilizado en programacién de las
etapas del fraccionamiento de suelo por el sistema MSFIA-HG-AFS.
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APENDICE ]

DISENO DOEHLERT
La Figura A.10 muestra la representacion esquematica del disefio Doehlert
de dos factores utilizado en la optimizacion de la determinacion de As por HG-AFS y
preconcentracion por extraccién en punto nube. Un primer factor es analizado a 3

niveles y el segundo (regularmente el factor mas significativo) a 5 niveles.

F
0,866
— 4
§ 0,000 _______1________. ______
3 |
& |
e I
I
|
|
|
|
-0,866 ;
I
|
|
|
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
Factor 2

Figura A.10. Representacion esquematica del disefio Doehlert.
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APENDICE K

SISTEMA DE CLASIFICACION DE TEXTURAS
La Figura A.11 muestra el tridangulo de clasificacion de texturas utilizado
para la clasificacion de la textura del suelo de las zonas A, B y C. De acuerdo al
andlisis textural del suelo, las muestras de suelo evaluadas de las zonas A, B y C fueron

clasificadas como arcillosa, arcillosa limosa y franco arcillosa limosa, respectivamente.
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franco con S
apariencia &)
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AW
Y VAV;
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frons nio \ S
. _—
TEEEEEEEE

porcentaje de arena
--—

Figura A.11. Sistema de clasificaciéon de texturas propuesto por la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Agricultura (FAO) [151].
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APENDICE L

ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES DE PARAMETROS EN SUELO
AGRICOLA

Informacion adicional del andlisis de componentes principales utilizando el

método CORRELACION y rotacién VARIMAX es presentada en las Tablas A.Ill y A.IV

y la Figura A.12.

TABLA A.III
MATRIZ DE CORRELACION DE ANALISIS DE COMPONENTES
PRINCIPALES
FAB pH Cl Cond. Fe Mn COT P
pH -0.687

Cl 0.030 -0.254
Cond. 0.040 -0.572
Fe -0.769 0.839
Mn -0.590 0.772
COT 0.523 -0.069
P 0.819 -0.662
Asts  -0.483 -0.086

0.530
-0.382
-0.463
-0.394
-0.119

0.326

-0.534

-0.661 0.956

-0.462 0.028 0.268

-0.020 -0.627 -0.460 0.426

0.702 0.001 -0.210 -0.805 -0.398

Cond., conductividad; FAB, factor de biacumulacion; Asrs, arsénico total en suelo
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TABLA A.1IV

VARIANZA TOTAL EXPLICADA DE ANALISIS DE COMPONENTES

PRINCIPALES

Autovalores iniciales

Suma de las saturaciones Suma de las saturaciones
al cuadrado de la al cuadrado de la

extraccion rotacion
Total Varianza A Total Varianza A Total Varianza A
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 4.23 47.026 47.026 4.232 47.026 47.026 4.16 46.246 46.246
2 311 34.629 81.655 3.117 34.629 81.655 3.18 35409 81.655
3 0.70 7.847 89.502
4 043 4.776 94.279
5 0.26 2.978 97.257
6 012 1.330 98.587
7 0.09 1.062 99.650
8 0.02 0.240 99.889
9 0.01 0.111 100.000

Autovalores

A, varianza acumulada

0

Namero de componente

Figura A.12. Grafico de sedimentacion.



ANALISIS DE CONGLOMERADOS (CLUSTER) DE MUESTRAS DE SUELO

APENDICE M

AGRICOLA

164

Informacion adicional del analisis de conglomerados utilizando el método

WARD y SEUCLID es presentada en la Tabla A.V.

TABLA A.V

HISTORIAL DE CONGLOMERACION

Etapa Conglomerado que Coeficientes Etapa en la que el Préxima
se combina conglomerado aparece por etapa
primera vez
C1 C1
1 1 2 772 0 0 2
2 1 4 2624 1 0 4
3 14 15 12076 0 0 7
4 1 6 22377 2 0 11
5 7 10 38093 0 0 12
6 8 11 58063 0 0 12
7 14 18 84334 3 0 13
8 16 17 130813 0 0 9
9 13 16 243564 0 8 13
10 9 12 506376 0 0 14
11 1 3 821409 4 0 15
12 7 8 1195714 5 6 14
13 13 14 1811081 9 7 17
14 7 9 3271493 12 10 16
15 1 5 5614143 11 0 16
16 1 7 16425614 15 14 17
17 1 13 56262053 16 13 0

C, conglomerado
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APENDICE N

OPTIMIZACION DE LA GENERACION HIDRUROS EN EL SISTEMA MSFIA-HG-AFS
PARA EL FRACCIONAMIENTO DE ARSENICO EN SUELO AGRICOLA
Informacion adicional relacionada con el screening de parametros y la

optimizacién de la sefial analitica de As en el sistema automatizado para la

extraccion secuencial del metaloide en suelo es presentada en las Figuras A.13-A15

y las Tabla A.VIy A.VII.

(1) NaBH& (%w v-1)
(2) HCl (v v-1)
Curvatur.

1by2

(3)Thiourea (%wwv-1)

2by3 (-

1b3

(1) NaBH4 (%w v-1]

(2) HCl fvv-1)

1by2 (-

13)Thiourea (%w v-1)(-)
2by3 ()

1b3

(1) NaBH4 (3w v-1)
(2) HCl {ww-1)
1by2

1*2%3

{3JNH2OH HCl (M)

1b3

p=0.5

Efecto estimado estandarizado

Figura A.13. Diagramas de Pareto del efecto de la concentracion de NaBH4, HCl y
agente reductor (tiourea-acido ascérbico o cloruro de hidroxilamina)
sobre la sefial analitica de arsénico en fraccion BCR (F1, F2 y F3).



166

TABLA A.VI

ANOVA DEL DISENO 2K+3C PARA LAS FRACCIONES BCR

SS df MS F p
F1: R2=0.99682, Ajuste: 0.9894, Error puro = 3190.7

Curvatura 1975948 1 1975948 619.283 0.001611
NaBH, 14566503 1 14566503 4565.295 0.000219
HCl 2500966 1 2500966 783.829 0.001273
Tiourea 330078 1 330078 103.450 0.009529
1 por 2 1417086 1 1417086 444.130 0.002244
1 por3 86597 1 86597 27.141 0.034926
2 por 3 90525 1 90525 28.372 0.033486
Error de ajuste 60494 1 60494 18.959 0.048907
2

Error puro 6381 3191
Total SS 21034580 10

F2:R2=0.90601, Ajuste: 0.7650, Error puro = 176.7

NaBH4 495344.2 1 495344.2 2803.248 0.000357
HCl 320889 1 320889 181.597 0.005462
Tiourea 16866.7 1 16866.7 95.452 0.010315
1 por 2 31083.6 1 31083.6 175908 0.005637
1por3 234.7 1 234.7 1.328 0.368257
2 por 3 13005 1 1300.5 7.360 0.113253
Error de ajuste  59494.5 2 29747.3 168.345 0.005905
Error puro 3534 2 176.7

Total SS 636766.5 10

F3:R2=0.88202, Ajuste: 0. 6067, Error puro = 12798.7

Error de ajuste 2103623
Error puro 25598
Total SS 18047857 10

2103623 164.3612 0.006029
12799

NaBH, 2422934 1 2422934 189.3098 0.005241
HCI 8751533 1 8751533 683.7788 0.001459
Tiourea 833771 1 833771 65.1446 0.015006
1 por2 2005337 1 2005337 156.6819 0.006322
1 por3 654749 1 654749 51.1572 0.018992
2 por 3 401408 1 401408 31.3630 0.030437
1*2*3 848904 1 848904 66.3270 0.014744

1

2
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EEECTEEER
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Figura A.14. Grafico de superficie de respuesta de la sefial analitica de arsénico en
F1lyF2.



TABLA A.VII

ANOVA DE LA SENAL ANALITICA DE ARSENICO UTILIZANDO EL

DISENO DOEHLERT

SS df MS F p

F1: R2=0.9526, Ajuste: 0. 9052, Error puro = 9373
HCI (L) 735878 1 735878 78.5054 0.012500
HCI (Q) 21619 1 21619 2.3063 0.268174
NaBH4 (L) 1984262 1 1984262 211.6864 0.004691
NaBH4 (Q) 1751439 1 1751439 186.8482 0.005309
Error de ajuste 204268 2 102134 10.8959 0.084062
Error puro 18747 2 9374
Total SS 4709013 8

F2: R2=0.9901, Ajuste: 0. 9737, Error puro =17705
NaBH, (L) 2708493 1 2708493 1529761 0.006474
NaBH4 (Q) 3763 1 3763 0.2125 0.690058
HCI (L) 505326 1 505326 28.5409 0.033297
HCI (Q) 137228 1 137228 7.7507  0.108436
1L por 2L 229202 1 229202 129453 0.069313
Error de ajuste 187 1 187 0.0106  0.927513
Error puro 35411 2 17705
Total SS 3616015 8

168
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Figura A.15. Valores observados vs valores calculados a partir del modelo de la
optimizacién de la sefial analitica de arsénico en F1 (Error puro: 9373) y
F2 (Error puro: 61205).
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APENDICE O

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA DE ARSENICO EN DIFERENTES AGENTES
EXTRACTANTES

El empleo de los diferentes agentes seleccionados presenta un efecto
negativo sobre la sefial analitica de As comparado con la lectura en medio acuoso.
La Figura A.16 y la Tabla A.VIII muestran que las pendientes de la sefial de arsénico
en los agentes extractantes para el grano de maiz fueron: H.0/CH30H (1:1) < TFA

0.05 mol L't < H3P0O4 1 mol L'1 <HNO3 2% v v-1.

30000
25000
20000 m H,;O/CH;O0H((1:1)
O H;PO;1mol L1
IF 15000
A HNO;2%v v!
10000
® TFA0.05mol L

5000

0

0 100 200 300 400

Concentraci6n de arsénico (ug L)

Figura A.16. Curvas de calibracidn de arsénico en agentes extractante del metaloide
en el grano de maiz.



EFECTO DE LA AGENTE EXTRACTANTE SOBRE LA SENAL ANALITICA DE

TABLA A.VIII
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ARSENICO
Agente extractante  Pendiente (L mg1) Interseccién R?
H.0/CH30H (1:1) 18.1 72.3 0.9884
H3PO4 1 mol L1 40.6 773.6 0.9742
HNO3 2% v v1 59.2 1428.2 0.9890
TFA 0.05 mol L1 39.2 891.8 0.9665




Triton X-114 (%m v-1)
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APENDICE P

OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION EN PUNTO NUBE DE ARSENICO
MEDIANTE DISENO FACTORIAL DOEHLERT

La optimizacion del sistema de CPE aplicado en las disoluciones gastricas
intestinales artificiales de arroz y maiz fue realizada mediante el disefio factorial
Doehlert: valores predichos vs observados, superficie de respuesta, y tablas ANOVA

son mostrados en las Figuras A.17 y A.18, y la Tabla A.IX. Los factores optimizados

fueron la concentracion de Tritén X-114 y DDTP.

Valores predichos
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Figura A.17. Valores predichos a partir de los modelos de interaccién de 2 vias de la
extraccion en punto nube para arroz (a) y de 3 vias para maiz (b).
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Figura A.18. Superficie de respuesta para la optimizacion de la extraccion en punto nube
para arroz (a) y de 3 vias para maiz (b).



TABLA A.IX

TABLA DE ANOVA DE LA OPTIMIZACION DE ARROZ Y MAIZ

SS df MS F p
Arroz
(1)DDTP (% m v-1)(L) 570025 1 570025.0 15.7 0.0581
DDTP (% m v-1)(Q) 254657 1 254656.5 7.0 0.1178
(2)Trit6n X-114 (% mv-1)(L) 630208 1 630208.3 17.3 0.0530
Tritén X-114 (% m v-1)(Q) 64589 1 64588.8 1.7 0.3138
1L por 2L 208849 1 208849.0 5.7 0.1385
Curvatura 817 1 816.7 0.0 0.8945
Error puro 72614 2 36307.0
Total SS 1761623 8
Maiz
(1)DDTP (% m v-1)(L) 13806.2 1 13806.2 1.1 0.3953
DDTP (% m v-1)(Q) 6365.6 1 6365.6 0.5 0.5417
(2)Tritén X-114 (% m v'1)(L) 54540.1 1 54540.1 4.5 0.1664
Tritéon X-114 (% mv1)(Q) 42037.6 1 42037.6 3.5 0.2018
1L por 2L 123 1 123 0.0 0.9773
Curvatura 158112.7 1 158112.7 13.2 0.0680
Error puro 23952.7 2 11976.3
Total SS 294028.0 8

L, lineal; Q, cuadratico
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APENDICE Q

CARACTERIZACION PROXIMAL DE MAIZ Y ARROZ

La Tabla A.X muestra el andlisis proximal reportado para arroz y maiz [29].
El maiz presenté un contenido mayor de grasa, proteina y fibra que el arroz, lo cual

puede afectar la sensibilidad del As en CPE en ambos cereales.

TABLAAX

ANALISIS PROXIMAL PARA MAIZ Y ARROZ

Parametro Maiz? Arroz
Agua (g) 10.4 12.9
Energia (kcal) 365 360
Proteina (g) 9.42 6.61
Grasa (g) 4.74 0.58
Ceniza (g) 1.2 0.58
Carbohidratos (g) 74.3 79.3
Fibra (g) 7.3 ND
Azucar (g) 0.64 ND

[29]; ND, no disponible; 2, maiz amarillo
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APENDICE R

EFECTO DE LA EXTRACION EN PUNTO NUBE SOBRE LA SENAL ANALITICA DE
ARSENICO

El efecto de la empleo de CPE como método de preconcentracién sobre la
sefal analitica de arsénico puede ser observado en la Figura A.19. Los factores de
preconcentracion calculados a partir de CPE a concentraciones de As en el digerido
de 1-5 pg As L' de disoluciones gastrointestinales artificiales son presentados en la

Tabla A.XI.

TABLA AXI

FACTORES DE PRECONCENTRACION DE ARSENICO (1-5 ug As L™)

Concentracién  Arroz Maiz Agua
(pg L1 Factor de preconcentracion

1.0 17.5 13.3 10.5

2.0 14.3 9.4 17.1

3.0 12.7 10.1 15.8

4.0 18.1 11.3 16.1

5.0 16.0 11.7 14.8
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Figura A.19. Efecto de la matriz sobre la sefial analitica de arsénico con (a) y sin (b)

empleo de la extraccion en punto nube.
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APENDICE S

CARACTERIZACION QUIMICA DE MICROELEMENTOS EN MAIZ Y ARROZ

Las concentraciones de los elementos evaluados en el grano de maiz son

presentados en la Tabla AXII.

TABLA A.XII

DETERMINACION MULTIELEMENTAL EN GRANO DE MAIZ POR ICP-
OES DESPUES DE DIGESTION ACIDA

Grano Nar Kr Mgr Car Cur Fer Mnr Nir Znt
de
mafz (mgkg)

MTA 0.24+0.03 17.3x0.4 10.0+0.2 1.0+0.0 16.2+0.03 161+2 58.5+0.3 1443 254+2
MTA* 0.49+0.06 25.7+0.5 12.1+0.1 23.6+0.1 17.6+0.6 215+3 68.2x0.5 8+5 485%4
MTA-1 0.30+0.02 40.3+0.7 12.4+0.4 5.7+0.3 21.4+09 216%5 69+1 18+3 26645
MTA-2 0.45+0.04 30.3x0.4 7.5+0.1 2.1+0.1 13.7+0.6 158+2 589+0.6 11+2 157+1
MTA-3 0.39+0.02 25.5+0.3 10.7+0.2 2.4+0.1 18+2 132+5 61+1 142 260£7
MTA-4 0.68+0.05 39.84#0.9 9.4+0.3 2.2+0.1 211 296+3 76.5+0.7 1142 250+2
MTA-5 0.62+0.03 67.5+0.5 11.2+0.1 4.8%0.0 37.920.6 427+3 142+7 19+5 273+2
MTA-6 0.58+0.03 55.5x0.9 11.5+0.3 3.4+0.1 341 308+6 19343 15+6 35947

* Maiz nixtamalizado
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