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RESUMEN

La inocuidad de los alimentos engloba diferentes acciones con el objetivo
de garantizar la méxima seguridad posible de los mismos. Casi la totalidad de las
frutas y algunas hortalizas pueden ser consumidas sin necesidad de coccién, pero
pueden contener contaminantes que llegan al producto en cualquier punto, desde su
cultivo, cosecha, y hasta en la cadena de procesamiento que la lleva al consumidor
final.

Con el objetivo de monitorear los contaminantes inorganicos, arsénico
(As), cadmio (Cd) y plomo (Pb) de forma rapida, confiable y con métodos analiticos
en acuerdo con los principios de la Quimica Analitica Verde, se desarrollaron y
validaron dos metodologias para la extraccion simultdnea de estos elementos. Un
método asistido con microondas, en un solo paso y utilizando acido diluido. Y un
método asistido por ondas de ultrasonido y acido diluido. Se aplicaron los métodos
validados para la determinacidon de estos elementos a cuatro productos: zanahoria,
lechuga, manzana y tomate.

Los parametros de desempefio de las metodologias validadas indicaron
gque ambas resultaron adecuadas para monitorear estos contaminantes en los
referidos alimentos tomando como referencia la reglamentacion vigente. Es
importante destacar que los limites de deteccion obtenidos con el método asistido
con ondas de ultrasonido fueron uno o dos érdenes de magnitud méas bajos que los
alcanzados con el método asistido con microondas, lo que la convierte a la extraccion
asistida por ondas de ultrasonido en una técnica simple y muy eficiente para los fines
propuestos.

Todas las muestras analizadas arrojaron resultados comparables por
ambos métodos, Y los niveles de Cd, Pb y As en todas ellas estuvieron por debajo
de la concentracion maxima permitida (LMR), establecida por el Reglamento Técnico
MERCOSUR y el Codex Alimentarius.

Ambas metodologias pueden ser aplicadas a estudios de inocuidad, esto
es de relevancia y deja disponible una plataforma analitica al servicio del sector

productivo y organismos de contralor nacional.

Palabras clave: inocuidad alimentaria, vegetales, plomo, cadmio,

arsenico, microondas, ondas de ultrasonido, quimica analitica verde.



ABSTRACT

Food safety encompasses different actions in order to guarantee
maximum security. Almost all of the fruits and some vegetables can be consumed
raw, but they can contain contaminants that reach the product at any point, from its
cultivation, harvest, and even in the processing chain, that takes it to the final
consumer.

To monitor inorganic pollutants, arsenic (As), cadmium (Cd) and lead (Pb)
quickly, reliably and in accordance with the principles of Green Analytical Chemistry,
an analytical method was developed and validated for simultaneous extraction of
these elements using a microwave and an ultrasound-assisted procedures for sample
preparation, in a single step and using diluted acid. The validated analytical methods
were applied in four products: carrot, lettuce, apple, and tomato.

The figures of merit of these methodologies indicated that both were
adequate to monitor the referred elements in food considering the current regulation.
It is important to highlight that the detection limits obtained with the ultrasound-
assisted method was one or two orders of magnitude lower than those achieved with
the microwave-assisted one, which makes this strategy of extraction an effective
technique for this purpose.

Both sample preparation methods yielded comparable results and the
levels of Cd, Pb and As in all samples were below the maximum allowed
concentration established by the MERCOSUR Technical Regulation and the Codex
Alimentarius.

These kind of studies applied to food safety are relevant and in this case,
an analytical platform is now available for the productive sector and national control
agencies.

Keywords: food safety, vegetables, lead, cadmium, arsenic, green

analytical chemistry, ultrasonication-assisted extraction.



CAPITULO 1
INTRODUCCION



1.1 Introduccién general

El concepto de inocuidad de los alimentos comprende diferentes acciones
con el fin de garantizar seguridad al consumirlos y es fundamental para la salud
publica, siendo un factor muy relevante en su comercializacion. Las politicas y
actividades que se implementen deben abarcar toda la cadena alimenticia, desde la
produccion hasta el consumidor final.

Los brotes epidémicos de enfermedades provocadas por alimentos
pueden afectar a la poblacion, generar alarmas y reducir la confianza de los
consumidores, disminuyendo la demanda, generando pérdidas en toda la cadena de
valor.

Casi la totalidad de las frutas y algunas hortalizas pueden consumirse sin
necesidad de coccion, pero pueden contener contaminantes que ingresan al
producto en cualquier punto, desde su cultivo, cosecha, y hasta en la cadena de
procesamiento que la lleva al consumidor final. Si bien estos alimentos son una
fuente importante de micronutrientes esenciales, existe una creciente preocupacion
de los consumidores y las autoridades por garantizar la inocuidad de los mismos. En
particular, la acumulacién de metales y semimetales potencialmente toxicos en
alimentos de consumo humano y animal son cruciales para definir el concepto de
calidad del alimento (Islam et al., 2016; Rehman et al., 2016, 2017). Debido a esto
las determinaciones analiticas de elementos como arsénico (As), cadmio (Cd), y
plomo (Pb) en diversas matrices alimentarias han tomado vital importancia para
asegurar y monitorear la inocuidad de los alimentos.

La contaminacién producida por elementos inorganicos en alimentos de
origen vegetal no puede ser removida sugiriendo a los consumidores, por ejemplo,
lavar o tratar el alimento de determinada forma, ya que los elementos se vuelven
parte constitucional de los tejidos. Es importante considerar que estos alimentos
cuando son consumidos crudos aumentan el riesgo hacia el consumidor, ya que
muchas veces con la coccidn se puede producir lixiviacion de estos contaminantes,
disminuyendo asi su contendido (Mengel et al., 2001; Burlo et al., 1999).

Para este trabajo de tesis, se seleccionaron frutas y hortalizas de consumo
masivo en nuestro pais, que presentan mayor riesgo de contener elevados niveles
de los contaminantes inorganicos antes mencionados, ya sea por su contacto directo

con el suelo o por su capacidad concentradora. En este sentido y con el objetivo de



monitorear los contaminantes inorganicos antes mencionados, de forma rapida y
confiable se desarrollaron y validaron dos métodos analiticos, para la determinacion
de As, Cd, y Pb en lechuga, manzana, tomate y zanahoria.

El principal objetivo fue desarrollar una plataforma analitica como una
herramienta practica tanto para el sector productivo, y también para organismos de
contralor, para el monitoreo de la inocuidad de alimentos desde el punto de vista de
contaminantes inorganicos en nuestro pais. Por otro lado, esta herramienta que se
deja disponible puede ser utilizada como un inicio para ampliar el monitoreo a otras
matrices, ya sea en otras frutas u hortalizas, productos farmacéuticos de origen
vegetal, alimentos industrializados, etc.

Como un punto importante hay que destacar que los desarrollos de esta
tesis estuvieron en acuerdo con los principios de la Quimica Analitica Verde. Se
buscOd el desarrollo de un método que permita la determinacion de los tres
contaminantes inorganicos bajo esta premisa. La Quimica Verde establece dentro
de sus 12 principios fundamentales, entre otras cosas, la reduccion de las emisiones
contaminantes y el consumo de energia, minimizando los riesgos a la salud y al
medio ambiente, reduciendo la generacibn de desechos para prevenir la
contaminacion (Armenta et al., 2018). Ademas de estos principios, para la Quimica
Analitica Verde, se incorporan parametros complementarios relacionados con la
calidad de los resultados a ser estudiados (Armenta et al., 2018).

La FAO busca promover la inocuidad de los alimentos y evitar
enfermedades de origen alimentario, resguardando a los consumidores Yy
promoviendo practicas justas en el comercio de alimentos, mediante la adopcion de
las normativas del Codex Alimentarius (FAO, 2020).

El Codex Alimentarius es la compilacién de todas las normas, codigos de
comportamientos, directrices y recomendaciones de la Comision del Codex
Alimentarius. Dicha comisién es el mas alto organismo internacional en materia de
normas de alimentacion y es un organismo subsidiario de la FAO y de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (FAO, 2020).



Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO), existe seguridad alimentaria cuando todas las personas tienen
en todo momento acceso fisico y econdmico a suficientes alimentos inocuos y
nutritivos, para satisfacer sus necesidades alimenticias a fin de llevar una vida activa
y sana. (FAO, 2020)

La inocuidad alimentaria, esta definida por el Codex Alimentarius como la
garantia de que los alimentos no causaran dafio al consumidor cuando se preparen
y/o consuman de acuerdo con el uso al que se destinan. El enfoque abarca la cadena
alimentaria y se basa en la respuesta estratégica a un conjunto de problemas y
necesidades de todos los sectores relacionados con los alimentos. Esta estrategia
incluye, la adopcion universal de un enfoque basado en los riesgos, el énfasis en la
prevencion de la contaminacién de los alimentos en su origen, y la adopcion de un
enfoque integral relativo a la inocuidad de los alimentos, que abargue toda la cadena
alimentaria, desde la granja hasta la mesa (FAO, 2011).

La inocuidad es fundamental para la salud publica y un factor muy
relevante en la comercializacion de los alimentos. Engloba diferentes acciones con
el objetivo de garantizar la maxima seguridad posible de los alimentos. Las politicas
y actividades que persiguen dicho fin deben de abarcar toda la cadena alimenticia,
desde la produccion al consumo. El control de los alimentos busca garantizar que
todos los alimentos, durante su produccién, manipulacién, almacenamiento,
elaboracion y distribucién, sean inocuos, sanos y aptos para el consumo humano.
Para garantizar la misma y proteger a los consumidores es imprescindible que haya
sistemas nacionales de control que sean eficaces, con una base oficial y de caracter
obligatorio.

La acumulacion de elementos inorganicos potencialmente téxicos en
alimentos de consumo humano y animal son cruciales para definir el concepto de
calidad del alimento (Islam et al., 2016; Rehman et al., 2016, 2017). Debido a esto
las determinaciones analiticas de As, Cd, y Pb en diversas matrices alimentarias han

tomado vital importancia para asegurar y monitorear la inocuidad de los alimentos.

Estas determinaciones se deben realizar en laboratorios analiticos que

cuenten con metodologias validadas, den resultados de forma rapida



y confiable para cumplir con los requerimientos, y asi liberar los productos

al mercado local o para la exportacion.

Las fuentes que producen la contaminacion pueden estar asociadas a la
actividad antropogénica o pueden ser de origen natural. Una de las principales
causas posibles de contaminacién es el tipo de agua empleada para el riego. La
calidad del agua contribuye en gran medida a la inocuidad final del producto que se

consume (Allende y Monaghan, 2015).

Entre las posibles fuentes de contaminacion con As de frutas y hortalizas
en nuestro pais se encuentran las aguas subterrdneas, en caso de que éstas se
utilicen para riego. En Uruguay hay estudios que demuestran que las aguas de
determinados acuiferos presentan niveles de As superiores a los admitidos por la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (10 pug L) y no se cuenta con informacion
reportada respecto a los suelos (Mafay et al., 2013, Mafay et al., 2019). Por lo tanto,
evaluar los niveles de As en frutas y hortalizas es relevante desde el punto de vista

toxicologico.

El As inorganico esta clasificado como carcinégeno humano conocido, por
IARC (International Agency for Research on Cancer) como categoria 1 (ATSDR,
2007). La exposicion crénica al As es un problema médico muy extendido y afecta a
mas de cien millones de personas en todo el mundo. Sus principales manifestaciones
toxicas son a nivel dermatolégico como melanodermia, leucodermia y/o queratosis
palmo-plantar, evolucionando hacia patologias mas graves que pueden relacionarse
a distintos tipos de cancer en piel y en 6rganos internos (eséfago, estbmago, higado,
colon, pulmén y vejiga) (Selinus, O., 2004; WHO, 2008).

En el caso de Cd se sabe que éste llega a los suelos y aguas debido al
uso indiscriminado de fertilizantes fosfatados. Estos contienen Cd como un producto
secundario en su fabricacion, y se acumula en los suelos, pudiendo ser absorbido
por los vegetales y por lo tanto incorporado en los alimentos (Lasat, 2002;
McLaughlin et al., 1995).

La IARC ha determinado que el Cd es carcinogénico en seres humanos
(ATSDR, 2007).



El Pb es uno de los contaminantes que se encuentra mas ampliamente
distribuido en la naturaleza, ya que se encuentra en el ambiente en forma natural.
Sin embargo, la mayoria de los niveles altos en las distintas matrices ambientales,
tienen origen a partir de actividades humanas. Puede entrar al ambiente a través de
liberaciones desde minas de plomo y otros metales, y desde fabricas que
manufacturan o utilizan plomo o alguno de sus compuestos. Este metal es liberado
al aire atmosférico mediante la quema de carbén, petréleo o desechos (Renfrew,
2011, ATSDR, 2007).

Antes de que se prohibiera el uso de gasolinas con tetraetilo de plomo
como antidetonante, la mayor parte del Pb liberado al aire provenia de los escapes

de los automdviles, producto de la combustion de gasolinas (Renfrew, 2011).

El efecto toxico en los organismos afecta principalmente al sistema
nervioso, tanto en nifios como en adultos (ATSDR, 2007). La IARC ha determinado
qgue el plomo inorganico es probablemente carcinogénico en seres humanos, y los
compuestos organicos de plomo no son clasificables en cuanto a carcinogenicidad
en seres humanos basado en evidencia inadecuada en estudios en seres humanos
y en animales (ATSDR, 2007).

Por todo lo antes mencionado, la evaluacion del contenido de estos
elementos a niveles traza en los vegetales (debido a la captacion por las raices y
translocacién a otros 6rganos de la planta) es relevante desde el punto de vista
toxicoldgico, teniendo en cuenta el riesgo asociado al consumo del alimento. En este
sentido, el Reglamento MERCOSUR ha establecido limites maximos para As, Cd y
Pb en distintas matrices de origen vegetal. En esta reglamentacion se indica que
para Cd el maximo admitido es de 0,2 mg kg para hortalizas de hoja y 0,1 mg kg
para frutas y demas hortalizas, para Pb es 0,3 mg kg para hortalizas de hojay 0,1
mg kg! para frutas y hortalizas y para As es 0,3 mg kg* para frutas y hortalizas
(MERCOSUR/GMC/RES. N° 12/11).

Es importante aclarar que estos valores establecidos en la reglamentacién
estan referenciados a peso fresco del vegetal, es decir tal como es consumido
cuando se lo ingiere crudo Estos valores regionales estan en acuerdo con los
establecidos por el Codex (FAO, 2011).



Capitulo 1-Introduccién
1.3 Frutas y hortalizas seleccionadas

En la actualidad, los datos de la Direccion Nacional de Estadisticas
Agropecuarias (DIEA) indican que el sector granjero ocupa casi el 2% de la superficie
agropecuaria de Uruguay, con unas 23000 hectareas dedicadas a la horticultura y
concentradas en un 80% en el sur del pais y un 20% en el litoral norte como se
muestra en la Figura 1.1. La produccién hortofruticola aporta un 15% del valor bruto
agropecuario, y se caracteriza por estar desarrollada casi en su totalidad por
productores familiares (MGAP, 2020).

Figura 1. 1- Zonas de mayor produccion de frutas y hortalizas en Uruguay ( Adaptada segun datos
obtenidos de https://www.gub.uy/ministerio-ganaderia-agricultura-pesca/tematica/diea)

Los consumidores buscan variedad en sus dietas y se ha creado
conciencia sobre los beneficios para la salud de las frutas y verduras frescas. El
consumo de frutas y hortalizas ha aumentado debido a un cambio en la cultura de la
alimentacion basada en el conocimiento, por ejemplo, del contenido de antioxidantes
beneficiosos, y de que estos alimentos son una importante fuente de vitaminas,
carbohidratos, minerales y fibras para la dieta humana (Chen etal., 2014). De
especial de interés son las fuentes alimentarias ricas en vitaminas antioxidantes

(vitaminas C, A y E), calcio, magnesio y potasio. Las verduras de hoja ocupan un
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lugar importante en el equilibrio de las dietas. Por otro lado, se cree que las frutas y
hortalizas de hoja no ocupan un mayor lugar como fuente de oligoelementos debido
a su alta contenido de agua.

El consumo de frutas y hortalizas frescas puede estar asociado al
consumo indirecto de elementos potencialmente téxicos, en especial los elementos
de estudio de esta tesis. Aunque el consumo sea en bajas concentraciones a lo largo
del tiempo esto puede generar una exposicion cronica con posibles efectos negativos
para la salud humana (Aberoumand y Deokule, 2009).

Se ha reportado que el problema se esta volviendo grave en todo el
mundo, especialmente en los paises en desarrollo. Considerando el nivel de avance
tecnoldgico en el mundo en desarrollo, es necesario obtener datos precisos y fiables
sobre las concentraciones de estos contaminantes en los alimentos de consumo
habitual. Ademas, la composicidén elemental de los alimentos varia de un grupo a
otro debido a su diferente naturaleza y matriz estructural, ademas de las condiciones
ambientales en las que fue cultivado. Esto hace esencial analizar cada grupo de
alimentos con métodos analiticos que proporcionen datos precisos y fiables
(Akinyele y Shokunbi, 2015).

Las plantas han desarrollado mecanismos especificos para absorber,
traslocar y acumular nutrientes, todos procesos mediados por proteinas con
funciones de transporte. Esta absorcidn y posterior acumulacion depende de varios
factores como el pasaje de los elementos por las membranas de las células corticales
de la raiz, el transporte desde estas células al xilema, raiz y tallos, la movilizacion de
los elementos desde las hojas hacia semillas, tubérculos y frutas por medio del
floema, entre otros (Lasat, 2002).

En general, el mecanismo de absorcién es selectivo, las plantas adquieren
preferentemente algunos iones sobre otros. La selectividad de absorcion de iones
depende de la estructura y propiedades de la membrana, y de los transportadores.
Estas caracteristicas permiten a los transportadores reconocer, unirse y mediar en
el transporte transmembrana de iones especificos. Pero hay que tener en cuenta que
€sS0S mismos mecanismos pueden también incorporar elementos no esenciales,
debido a que presentan un comportamiento electroquimico similar a los esenciales.
Los transportadores transmembrana poseen un dominio de union extracelular al que
los iones se unen justo antes del transporte, y una estructura transmembrana que

conecta los medios extracelular e intracelular. EI dominio de unién es solo receptivo



a iones especificos y es responsable de la especificidad del transportador. La
estructura transmembrana facilita la transferencia de iones ligados desde el espacio
extracelular a través del ambiente hidrofébico de la membrana en la célula (Lasat,
1999).

Los transportadores son especificos por ejemplo para iones divalentes, y
pueden confundir a la hora de incorporar el elemento e incorporar un elemento toxico
para el ser humano (Lasat, 2002).

En el suelo, los metales estan asociados con varias fracciones, como
iones metalicos libres y complejos de metales solubles. También pueden encontrase
adsorbidos a constituyentes inorganicos del mismo en sitios de intercambio i6nico.
Pueden estar unidos a la materia organica del suelo, o formando precipitados tales
como oxidos, hidroxidos y carbonatos, y también se encuentran incrustados en la
estructura de los minerales de silicato.

Para que ocurra la fijacion en las plantas el contaminante debe de estar
biodisponible, es decir listos para ser absorbidos por raices. La biodisponibilidad
depende de la solubilidad del metal en la solucién del suelo y del pH de este (Lasat,
1999; Lasat, 2002).

Para este trabajo de tesis se seleccionaron frutas y hortalizas que pueden
presentar riesgo de contener niveles mayores de As, Cd y Pb. Ya sea por su contacto
directo con el suelo, por el agua que es utilizada para riego, o por la capacidad
concentradora que puede tener la planta de elementos inorganicos, ya reportada en

algunos trabajos (Burl6 et al., 1999).

Se seleccionaron cuatro matrices vegetales de alto consumo en nuestro
pais: zanahoria, lechuga, manzana (con cascara) y tomate (con cascara) para llevar

adelante este primer relevamiento de estado de situacion.

La zanahoria (Daucus carota) es una hortaliza que durante todo su
desarrollo mantiene contacto directo con el suelo. Desarrolla su raiz primaria central,
nitida y dominante sobre las raices laterales, que se engrosa total o parcialmente por
acumulacion de sustancias de reserva, pudiendo de esta forma absorber los
elementos toxicos por medio de los rizomas, ademas de la exposicion que tiene

frente al agua de riego (Zoppolo et al., 2008)

La lechuga (Lactuca sativa) es un vegetal de hoja verde que puede

acumular metales pesados y As. Por el contacto directo con el suelo y con el agua


https://es.wikipedia.org/wiki/Ra%C3%ADz_napiforme
https://es.wikipedia.org/wiki/Ra%C3%ADz_napiforme
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de riego los elementos se traslocan desde las raices a las hojas (parte comestible).
También la parte aérea puede absorber contaminacién ambiental (Mengel et al.,
2001).

Se seleccion6 manzana (Malus domestica) ademas por ser una de las
frutas mas consumida en Uruguay, y un problema de inocuidad en este producto
podria tener un alto impacto en la poblacion considerando el volumen de consumo.
Se consume muchas veces con el epicarpio o piel, lugar donde se pueden acumular
elementos toxicos que pueden estar asociados al uso de agroquimicos y/o al agua

de riego (Zoppolo et al., 2008).

El tomate (Solanum lycopersicum) fue seleccionado debido a que se ha
reportado que compuestos arsenicales son acumulados principalmente en las raices
de esta planta, mostrando una alta translocacién hacia partes aéreas superiores
(Burld et al., 1999). Considerando que en Uruguay los niveles de As en aguas de
riego pueden superar los valores permitidos por la OMS, se selecciona esta hortaliza

de alto consumo en el pais para su evaluacion.

Esta tesis se realiz6 en el marco de un proyecto nacional (Innovagro), por
lo cual varios aspectos relacionados con el tipo de muestras y procesamiento

estuvieron realizadas en conjunto con INIA y el Mercado Modelo.

El Mercado Modelo, es la institucion donde se concentra la
comercializacién de las frutas y hortalizas del pais, es un eslabon fundamental en la

cadena agroalimentaria.

Para lograr un desarrollo agricola sostenible se requiere informacién de
calidad y la implementacién eficaz y eficiente de los proyectos. Los sistemas
alimentarios comienzan con la planificacion de la preproduccion y continian desde
la produccion y el manejo de postcosecha hasta la comercializacion y el consumo
final. En cada eslabdn de la cadena agroalimentaria se encuentra una variedad de
personas y de instituciones, cuyas decisiones influyen en la cantidad, la calidad y el
valor del producto. Cuando quienes toman las decisiones implementan proyectos de
desarrollo agricola sin estar conscientes de la realidad de cada eslabdn de la cadena
del producto, se halla una solucion parcial a un problema que pronto se convierte en

un proyecto fallido.



1.4 Determinacion de elementos traza potencialmente téxicos
1.4.1 Preparacion de muestras
Para la determinacion de elementos traza mediante espectrometria
atomica en alimentos, se requiere de una etapa previa de preparacion de las
muestras, para poder llevarlas a una forma liquida compatible con la introduccion a
los instrumentos de medida. Estos tratamientos generalmente son digestiones via
himeda o via seca (calcinacion total) para obtener los minerales en una disolucién.
La mayoria de estos procedimientos requieren de un tiempo considerable de analisis,
volimenes elevados de acidos minerales concentrados y alto consumo de energia,
lo que contribuye a impactar negativamente al medio ambiente y a los analistas con

emisiones de vapores y residuos toxicos.

Los métodos estandar para analisis de alimentos se recopilan en un libro
publicado y revisado periédicamente por la Asociacion de Quimicos Analiticos
Oficiales (AOAC-Internacional). Para la determinacion de As, Cd y Pb diversos

tratamientos clasicos de reconocida exactitud y robustez se recomiendan alli.

Uno de los métodos méas usados hasta hace unas décadas es el
tratamiento via seca o calcinacion total, que consiste basicamente en colocar entre
1 0 2 g de muestra seca en un crisol de porcelana, someter a aumento gradual de
temperatura hasta alcanzar entre 400-600 °C, y mantener por periodos de 12 a 16
horas a esta temperatura. Posteriormente el residuo obtenido (cenizas) se disuelve
en un &cido diluido. Por otro lado, también se utilizan tratamientos via himeda que
consisten en el calentamiento a temperaturas que no superan los 130-200 °C en
planchas calefactoras o digestores, utilizando acidos concentrados, o mezclas de
ellos, por tiempos que van de 2 a 4 horas (Akinyele y Shokunbi, 2015; Altundag y
Tuzen, 2011; Latimer, 2016).

Mas recientemente han tenido particular importancia los tratamientos via
hameda, utilizando ondas electromagnéticas de la region de las microondas y
recipientes a presion. Luego de la década de 1980, este desarrollo tecnolégico fue
uno de los hitos para cambiar las estrategias de preparacion de muestras. Hoy en
dia esta tecnologia se esta aplicando no sélo en la quimica analitica, sino también
en la sintesis organica, reacciones inorganicas, preparacion de catalizadores, etc.
(NObrega et al., 2002).



Los tratamientos via humeda son particularmente Gtiles para
determinaciones de bajas concentraciones de elementos no volatiles en varios tipos
de muestras, pero alguno de los elementos como As puede perderse parcial o
totalmente. Ademas, se pueden presentar problemas de disoluciones incompletas y

precipitacion de analitos insolubles (Akinyele y Shokunbi, 2015).

Generalmente cuando se obtiene una disolucion limpida luego de una
digestion se asume que la oxidacion de la materia organica fue completa, pero no
necesariamente es siempre asi. Una oxidacién incompleta de la materia organica
puede generar luego interferencias en la determinacion y afectar la misma, es lo que

comunmente se conoce como efecto matriz (Akinyele y Shokunbi, 2015).

Si bien en la literatura se reporta que la comparacion de los métodos de
digestion en via seca, humeda y por microondas no existe diferencias
estadisticamente significativas en los resultados de la determinacion de muchos
minerales, los procedimientos de calcinacion en seco y via hiumeda a presion
atmosférica son lentos y requieren elevado consumo de energia y de volimenes de

acidos concentrados (Altundag y Tuzen, 2011).

Hoy en dia, debido a la aparicidbn de digestores de microondas que
permiten trabajar con varios recipientes en forma simultanea en sistemas cerrados a
presion, los métodos clasicos, antes mencionados, se utilizan cada vez menos. Aln

asi los métodos AOAC los siguen recomendando.

Para el desarrollo de esta tesis, se plante6 el uso de digestion asistida con
microondas como un método de digestion total que fue tomado como de referencia
para comparaciéon de los resultados que se obtuvieron luego con desarrollos
alternativos. Estos meétodos alternativos se basaron en la extraccion de los
elementos de interés en condiciones mas suaves y amigables con el ambiente con

asistencia de ondas de ultrasonido.

El uso de ondas de ultrasonido como estrategia de extraccién de
elementos traza con acidos diluidos a partir de matrices complejas (pulverizadas o
en emulsiones) puede considerarse un tratamiento mas amigable con los principios
de la Quimica Analitica Verde (Aleixo et al., 2004).



Tiene la ventaja de que la energia empleada facilita y acelera procesos
tales como disolucion, fusion y lixiviacién. El tratamiento de matrices alimenticias y
ambientales sobre la base de los efectos de la cavitacion (fenédmeno que ocurre en
un medio liquido al aplicar ultrasonido), se ha utilizado para el andlisis de
contaminantes biologicos y quimicos en dichas muestras y ha recibido considerable
atencién en los ultimos afios (Collings et al., 2010). Ademas de reducir los tiempos

de tratamiento, se puede estudiar la reduccién del uso de &cidos concentrados.

A continuacion, se describe en forma mas detallada, el fundamento

general de cada uno de los tratamientos de muestras utilizados en este trabajo.

Nota: A lo largo del texto, se mencionaran los procesos de preparacién de las muestras para analisis
como Método A y Método B para nombrar la digestion asistida con microondas y la extraccion
asistida por ultrasonido respectivamente.




METODO A- Digestion asistida con microondas

En las ultimas décadas se reportan muchas aplicaciones que involucraban
el uso de digestiones asistidas por microondas para la preparacién de muestras. Las
publicaciones crecieron de forma exponencial.En principio, se utilizaban hornos de
microondas de uso doméstico para realizar el tratamiento de muestras. Actualmente
existen hornos de microondas analiticos (digestores) y las descomposiciones y
tratamientos de muestras en dichos equipos se extendieron ampliamente en los

laboratorios.

Las radiaciones de microondas son radiaciones electromagnéticas
portadoras de energia, cubren la franja de frecuencias del espectro electromagnético
que van desde 300 a 300000 MHz (Krug, 2008). Cuando un material se somete a la
radiacion de microondas, éste la absorbe y puede sufrir un aumento considerable en
su temperatura debido, principalmente, a la interaccibn de la radiacion
electromagnética con los iones disueltos y con el solvente, en nuestro caso
disoluciéon de un &cido. Esta interaccion provoca los fenébmenos de migracion idnica
y rotacion de dipolos, procesos que también contribuyen al calentamiento del
material al cual se estd sometiendo a las microondas. Esta forma de calentamiento
de la muestra en un medio liquido (4cido o mezcla de &cidos) junto con la posibilidad
de trabajar a mayor temperatura debido a que los recipientes estan a presion, es lo

gue hace tan exitosa esta estrategia (Krug, 2008).

Un digestor (horno) de microondas analitico consta fundamentalmente de
6 componentes: un magnetrén, una guia de ondas, un distribuidor de ondas (reflector

rotatorio), una cavidad, un recipiente de descomposicion y un rotor.

La radiacion producida por el magnetrén es transportada a través de una
guia de ondas hacia la cavidad (horno), donde es dispersada por un distribuidor
metalico en direcciones especificas, que permiten una mayor irradiacion en la zona
proxima al centro de la cavidad. La bandeja rotatoria permite exponer la muestra a
una radiacion homogénea. El magnetron consiste en la combinacion de un anodo,
un catodo y una serie de cavidades de resonancia, todo organizado en una
geometria cilindrica. Entre el &nodo y el catodo se aplica un potencial constante y se
produce un campo magnético axial producido por un iman permanente 0 un

electroiman. La presencia de un fuerte campo magnético provoca que los electrones



sigan trayectorias en espiral hacia afuera. La energia de los electrones se convierte
en energia de radiofrecuencia en las cavidades de resonancia. Las ondas generadas
pasan por la guia de ondas y llegan a la cavidad. Todos los instrumentos poseen
magnetrones que generan microondas con una frecuencia fija de 2450 MHz. La
eficiencia de conversion de energia eléctrica consumida es del 60 a 70% para hornos
convencionales (entre 600 y 1400 W). La eficiencia en la produccion de microondas
se ve afectada principalmente por el sobrecalentamiento del magnetron, ya que la
energia que no es absorbida puede volver hacia atras por la guia y provocar
sobrecalentamiento de este. Para evitar esto, existe un circulador que desvia las
ondas reflejadas hacia una cavidad donde la energia es disipada sin provocar dafios
(Krug, 2008).

Los recipientes empleados para la descomposicion deben ser
transparentes a las microondas, de forma que la radiacion sea absorbida solamente
por la disoluciéon del medio de reaccion. Los materiales mas empleados son PTFE
(teflon ®) y PFA (perfluoroalcoxi) entre otros. Dichos recipientes poseen voliumenes
internos que varian de 25 a 120 mL y pueden estar equipados con sensores de
presion y temperatura individuales o colectivos. Hoy en dia existen recipientes de
altisima resistencia, que pueden resistir presiones mayores a 150 bar (Krug, 2008).

Se realiz6 un relevamiento biliografico de un gran niamero de trabajos que
proponen el uso de microondas para el tratamiento de muestras y posterior
cuantificacion de elementos trazas, entre ellos se destacan (Altundag y Tuzen, 2011;
Machado et al., 2016; N6brega et al., 2002; Ribeiro et al., 2017). Esto fue utilizado
como antecedente en el inicio de esta tesis. Como se describirda mas adelante, se
han realizado variantes a los métodos reportados para andlisis de alimentos lo cual
condujo a que este trabajo también haya logrado aportes novedosos para este

método, aunque no era uno de los objetivos especificos.



METODO B- Extraccién asistida con ondas de ultrasonido

El ultrasonido (onda mecéanica) es una energia considerada “limpia” y
eficiente que ha mejorado en términos de simplicidad muchos procedimientos de
tratamiento de muestras. En la actualidad el conocimiento de aspectos ecoldgicos
ha llevado a muchos quimicos analiticos a revisar mejor determinados parametros
criticos en el desarrollo de nuevos métodos, como por ejemplo el tiempo de
operacion, la seguridad, la relacién volumen/concentracién de solventes y el

consumo de energia (Bendicho et al., 2012).

El ultrasonido ha encontrado aplicaciones en muchos campos como, por
ejemplo, remediacion, sintesis organica, aplicaciones industriales, etc. Ultimamente
los procesadores ultrasénicos han sido reconocidos como herramientas eficientes
en el laboratorio analitico para cumplir diferentes objetivos. Desde usos generales
(por ejemplo, desgasificacion y limpieza) hasta otros mas especificos (por ejemplo,
extraccion, derivacion, homogeneizacion, emulsion), el ultrasonido se puede
implementar de muchas maneras para mejorar los procesos analiticos, sobre todo
en muestras solidas para acelerar las disoluciones y/o extraccion de analitos de
interés (Bendicho et al., 2012).

Existen numerosos trabajos cientificos que reportan el uso de ondas de
ultrasonido para la extraccion de diversos elementos y compuestos en varias
matrices, pero la aplicacion de esta estrategia aun esta lejos de su madurez en
Quimica Analitica (Capelo, 2005). De hecho, no hay hoy en dia ningiin método en la
AOAC que utilice ondas de ultrasonido (Latimer, 2016).

La interaccién de las ondas de ultrasonido puede tener efectos diferentes
segun la matriz y cada una debe ser estudiada en forma individual, asi mismo no
todos los elementos se extraen de forma sencilla asistiendo la preparacién solamente
con ondas de ultrasonido, a veces se complementa con el uso de radiacion
ultravioleta (Machado et al., 2019).

El ultrasonido puede favorecer procesos como extraccion, disolucion y
digestién cuando se aplica a muestras (polvos finos) que estan dispersos en un
medio liquido, como resultado de las condiciones derivadas de la cavitacion (Figura

1.3). Por lo tanto, las altas temperaturas locales dentro de las burbujas de cavitacion



Capitulo 1-Introduccién

pueden causar un aumento en la solubilidad de los analitos y la difusividad de

disolventes dentro de las particulas sélidas.

La cavitacion acustica es el punto clave para los procesos de
Sonoquimica, y la capacidad de aumentar o reducir este efecto es uno de los
principales retos para aplicaciones del uso de las ondas de ultrasonido en quimica
(Bendicho et al., 2012).

Burbuja de
tamarfio inestable

Crecimiento cavitacional

Figura 1. 2- Fendmeno de cavitacion, adaptado de Bendicho et al., 2012

Figura 1. 3-Fendmeno de cavitacion, adaptado de Bendicho et al., 2012

Las ondas de ultrasonido son ondas mecéanicas que se propagan en
medios materiales en ciclos consecutivos de compresion y rarefaccion a frecuencias
mayores a 16 kHz. Los sistemas generadores de ultrasonido de mayor potencia son
aguellos que trabajan con frecuencias entre 20 y 100 kHz y pueden producir
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agitacion, cavitacion en el medio liquido (generacion de microflujos y microjets) y
calentamiento. Las ondas de baja frecuencia presentan mayor potencia y de esta
forma pueden interaccionar méas facilmente con la muestra a la cual se la expone. El
fendbmeno de cavitacion es responsable de muchas de las caracteristicas que nos
interesan al momento del uso de ultrasonido en preparacion de muestras. La
cavitacion depende de la tension superficial, la temperatura y los gases disueltos en
el medio liquido, asi como de la frecuencia y amplitud de la onda que se propaga a
través de la muestra. Las dimensiones de las burbujas aumentan y disminuyen en
las consecutivas fases de rarefaccion y compresion de la onda acustica que se
propaga a través del medio liquido. Las burbujas deben colapsar para llegar a una
dimension dada (diametro critico) en un cierto ciclo de compresion de la onda
acustica que se propaga a una determinada frecuencia, para que se considere de
cavitacion (Krug, 2008). El colapso de una burbuja de cavitacion ocurre en la fase
de compresion luego de que la misma alcanzé el diametro critico en la fase que lo
antecede (rarefaccion). La implosion eleva la temperatura y la presion a valores
extremos de manera instantanea. El colapso de las burbujas formadas resulta en la
produccion de temperaturas de 5200 K en la fase gaseosa y 1900 K en la interfase
con el medio liquido, y presiones instantaneas localizadas en la interfase entre la
burbuja y el solvente de hasta 1000 atm al momento del colapso. Por este fenédmeno
podemos afirmar que cada burbuja se comporta como un generador microjets de
hasta 400 ms* y es lo que genera la ruptura de enlaces quimicos y facilita la
extraccion (Suslick, 1989; Suslick et al., 1999)

El tratamiento con ultrasonido de sistemas sdlido-liquido resulta en la

formacion de burbujas de cavitacion en las proximidades del solido generando:

e degradacion del material solido por accién de microjets

e aumento de la actividad quimica a partir de especies presentes en
el solvente por generacion de radicales libres

e disminucion del gradiente de concentracion en las proximidades del
material sélido por la produccion de microflujos de materia en el
medio y hasta incluso la fusion del s6lido debido a las temperaturas

alcanzadas en el colapso de las burbujas



Se puede trabajar con bafios de ultrasonido o sondas de ultrasonido. Una
sonda de ultrasonido tiene su transductor acoplado a una sonda de titanio, que se
coloca directamente en contacto con la muestra. La misma proporciona al medio de
extraccion intensidades de ultrasonido de 50 — 500 Wcm?, operadas tipicamente a
20 kHz y con intensidades entre 50 y 200 Wcm™. Al ser esas intensidades de
potencia disipadas directamente sobre la suspension de la muestra, aumenta la
eficiencia para reducir el tamafio de particula, se reduce el tiempo de extraccion y la

eficiencia de la extraccion de los analitos de interés mejora (Capelo et al., 2005).

En el caso de tejidos vegetales, la alta presion que se produce durante la
implosion de microburbujas mejora la penetrabilidad y el transporte del disolvente al
interior de las células. Para muestras bioldgicas la ruptura celular se produce, con la
posterior liberacién de analitos encapsulados, ademas, la formacion de radicales
libres oxidantes en el liquido pueden colaborar con la oxidacion de matrices
organicas. La renovacion de la superficie causada por la fragmentacion de particulas
permite que mas analitos entren en contacto con el disolvente como se muestra en
la Figura 1.4 (Bendicho et al., 2012; Machado et al., 2019).

Se han reportado varios estudios donde el uso de ultrasonido es utilizado
para el tratamiento de muestras para la posterior determinacién de elementos traza,
mediante técnicas como espectrometria de absorcion atomica de llama o
electrotérmica (Aleixo et al., 2004; Bendicho et al., 2012; Machado et al., 2016, 2019;
Priego-Capote y Luque de Castro, 2004; Ribeiro et al., 2017).

Se ha demostrado que este tratamiento es compatible con este tipo de
técnicas. Los estudios han sefialado que este tratamiento es altamente eficiente
incluso con el uso de acidos muy diluidos, por lo tanto, es un método de bajo costo
y cuidadoso con el medio ambiente, ya que el uso HNO3z a una concentracion de sélo
3% v/v podria ser suficiente para la extraccion cuantitativa de muchos elementos en

numerosas variedades de muestras bioldgicas (Bendicho et al., 2012).
1.4.2 Técnicas instrumentales

Dentro de los métodos espectrométricos de andlisis para identificar y
cuantificar elementos presentes en distintas matrices, se encuentra la

espectrometria de absorcion y emision atdmica.



Espectrometria de Absorcién Atdmica

En la espectrometria atdmica, los elementos presentes en una muestra
se convierten en atomos o iones elementales en estado gaseoso por medio de un
proceso denominado atomizacion. De esta manera se mide la absorcion
ultravioleta/visible, la emision o la fluorescencia de las especies atémicas en el vapor
(Skoog et al., 2008).

Cuando la radiacién atraviesa una capa de un sdlido, liquido o gas, es
posible eliminar en forma selectiva ciertas frecuencias mediante absorcion, un
proceso en el cual la energia electromagnética se transfiere a los atomos, iones o
moléculas que forman la muestra. La absorcion impulsa a estas particulas desde su
estado normal a temperatura ambiente, o estado fundamental, a uno o mas estados
excitados de energia superior. De acuerdo con la teoria cuantica, los atomos,
moléculas e iones tienen sélo una cantidad limitada de niveles energéticos discretos.
Para que haya absorcion de radiacion, la energia del foton excitador debe
corresponder exactamente con la diferencia de energia entre el estado fundamental
y uno de los estados excitados de la especie absorbente. Como estas diferencias de
energia son Unicas para cada especie, el estudio de las frecuencias de radiacion
absorbida proporciona un medio para caracterizar los constituyentes de una muestra
de materia. En particular, el paso de radiacion ultravioleta/visible a través de un
medio que consta de particulas monoatémicas, origina la absorcién de so6lo unas
frecuencias muy bien determinadas. La sencillez relativa de dichos espectros se
debe a la pequefia cantidad de posibles estados de energia de las particulas
absorbentes (Skoog et al., 2008).

Esta técnica es muy selectiva, ya que el uso de fuentes de radiaciéon
especificas para cada elemento y la seleccion de la longitud de onda adecuada
permiten la determinacion cuantitativa de un elemento en presencia de otros. Se
mide entonces la atenuacion de la intensidad de la luz como resultado de la
absorcion, siendo la cantidad de radiacion absorbida proporcional a la cantidad de
atomos del elemento presente. Las fuentes mas utilizadas en espectrometria de
absorcion atomica son las lamparas de catodo hueco y las lamparas de descarga sin

electrodos.
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En una lampara de catodo hueco (Figura 1.5), el &nodo por lo general esta
constituido por una varilla de tungsteno y el catodo es un cilindro hueco del elemento
cuyo espectro se desea obtener. El &nodo y el catodo estan sellados en un cilindro
de vidrio normalmente con nedn o argon a baja presion (133,32 — 666,61 Pa). El
extremo del cilindro de vidrio es una ventana de un material transparente a la

radiacion emitida.

Anodo Ventana

Ar

Catodo Gas de relleno

Figura 1. 4-Esquema de lampara de catodo hueco, extraido de Skoog et al., 2008

En espectrometria de absorcion atémica existen diversos métodos para
lograr la atomizacion del elemento de interés. La energia necesaria para el proceso
de atomizacion puede ser generada por una llama, electrotérmicamente o por un

plasma de acoplamiento inductivo.

En este trabajo de tesis se utiliz6 como técnica de deteccion de Cd y Pb
la espectrometria de absorcion atomica con atomizacion electrotérmica (ETAAS).

Si bien la determinacion de As en principio también puede realizarse
mediante ETAAS, para este se trabajé con una técnica de emision atdbmica que se

describira mas adelante.
Espectrometria de absorcién atémica electrotérmica

La técnica de ETAAS, utiliza energia eléctrica para lograr la atomizacion
del elemento de interés en la muestra. Se basa en la absorcion de la luz por parte
de un elemento en estado atomico. La longitud de onda a la cual la luz es absorbida

es especifica de cada elemento. Se mide la atenuacion de la intensidad de la luz
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como resultado de la absorcidon, siendo la cantidad de radiacién absorbida

proporcional a la cantidad de atomos del elemento presente.

En estos sistemas, la atomizacion tiene lugar en un tubo cilindrico de
grafito abierto en ambos extremos (Figura 1.6) y que tiene un orificio central para la
introduccién de la muestra mediante un inyector automatico. La sefial caracteristica
es de tipo transitoria: al principio se observa un aumento de la absorbancia, que
refleja la rapida atomizacién, y luego de un maximo, la sefial decrece debido a la

difusién de la nube atdmica fuera del tubo de grafito.
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Figura 1. 5-Tubo de grafito, adaptada de Skoog et al., 2008

El grafito es un mal conductor de la electricidad, lo que causa que la
diferencia de potencial eléctrico aplicada a los contactos haga que la corriente fluya
a través del tubo provocando el calentamiento de éste y de la muestra. Este
dispositivo esta montado dentro de un compartimiento cerrado refrigerado con agua.
Las ventanas de cuarzo a ambos lados permiten el pasaje del haz de radiacion a
través del tubo. El tubo es protegido de la oxidacién por el oxigeno del aire por las
ventanas y por una corriente externa de argon. Esta corriente no solo elimina el aire,
sino que sirve también para desalojar los vapores generados a partir de la matriz de
la muestra durante las dos primeras etapas de calentamiento. Es habitual que esta
corriente interna sea interrumpida durante la atomizacion de forma de maximizar el

tiempo de residencia de los atomos del analito en el tubo e incrementar la sefial. Para
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la realizacion de los analisis deben ajustarse condiciones como programa de
temperaturas, flujo de gases (Ar) y control de espectrometro (longitud de onda y
corriente de la lampara). Presenta mayor sensibilidad si se compara con la
espectrometria de absorcion atdmica de llama (FAAS), esto es debido a un mayor
tiempo de residencia de las especies atomizadas en el camino Optico, asi como
también una mayor eficiencia en la introduccion de la muestra, ya que todo el analito

que se introduce en el tubo de grafito es atomizado.

La técnica involucra procesos fundamentales tales como la atomizacion
de la muestra y la absorcion de radiacion por los atomos libres proveniente de una
fuente. La muestra debe de ser sometida a una serie de etapas hasta llegar a la

atomizacion (programa de temperaturas).
Las mismas comprenden:

e Secado: Esta etapa tiene como objetivo la evaporacion del solvente y de los
componentes mas volatiles de la matriz. Luego que la muestra ha sido
inyectada en el tubo de grafito, se calienta a una temperatura que dependera
del punto de ebullicion del solvente utilizado. Para soluciones acuosas son
comunes temperaturas de 100 - 120 °C. El calentamiento se realiza en general
empleando una rampa de temperatura de forma que la evaporacion sea lenta
y se eviten proyecciones que resultarian en una baja precision de los andlisis
realizados.

e Pirolisis: El calentamiento a una mayor temperatura en esta etapa tiene como
propésito volatilizar los componentes organicos e inorganicos de la matriz,
evitando en lo posible la pérdida del analito. La temperatura seleccionada,
depende tanto de las caracteristicas del analito (punto de fusién y ebullicion)
como de la matriz. A veces, durante esta etapa, puede incorporarse un gas
auxiliar para ayudar en la descomposicion de la matriz. Si bien la mayor parte
de la matriz puede ser eliminada, materiales refractarios como oxidos de
metales pueden permanecer inalterados.

e Atomizacion: En esta etapa el horno es calentado rapidamente a altas
temperaturas (1800 — 2800 °C) para terminar de volatilizar los residuos de la
pirolisis y producir la nube atomica del analito. En este paso se mide la

absorcion de radiacion emitida por la fuente por los atomos del analito. La



temperatura de atomizacion es propia de cada elemento. Cuanto mayor sea
la separacion de los elementos concomitantes del analito, mejor sera la
atomizacion y la determinacion estard mas libre de interferencias. Hay que
tomar la precaucion de no usar temperaturas excesivamente elevadas para
no tener pérdidas de analito y para prolongar la vida util de los tubos de grafito.
e Limpieza: Luego de la atomizacion el tubo de grafito debe ser calentado a una
temperatura algo superior de forma de eliminar cualquier residuo de muestra

antes de comenzar el préximo analisis.

Las condiciones de temperatura dependen del elemento y de la matriz en
gue se encuentre. Si se tiene que analizar el mismo elemento en matrices diferentes

debe realizarse nuevamente la optimizacion.

Para la pirolisis usualmente es deseable utilizar la mayor temperatura que
sea posible sin que ocurra la vaporizacion del analito. Durante este proceso
generalmente se usa una velocidad de calentamiento moderada, entre 50-200°C/s.
La optimizacion de la temperatura de pirolisis se realiza mediante la medida de la
absorbancia de un patrén o muestra a una temperatura fija de atomizacion variando
la temperatura de pirolisis. Por lo general se trata de utilizar temperaturas de al
menos 1000 °C para minimizar interferencias. Para optimizar la temperatura de
atomizacion se procede de forma analoga a la pirolisis, fijando su temperatura y
variando la temperatura de atomizacion. Las temperaturas Optimas seran aquellas
en las que se obtiene la mayor sefial. Para una correcta visualizacion de los datos
se construyen las curvas de pirolisis y atomizacién con los datos de absorbancias
integradas (area de pico) en funcién de las temperaturas correspondientes.

En las técnicas de espectrometria de absorcion atdmica pueden
presentarse dos tipos de interferencias: espectrales y no espectrales. Las
interferencias no espectrales, también Illamadas interferencias quimicas, son
aguellas que afectan la etapa de atomizacion por formacién de compuestos
refractarios, ionizacion entre otras. Las interferencias espectrales son aquellas en las
que hay mas especies absorbentes ademas del analito. La mas comun es la

absorcion de fondo, que surge de la eliminacion incompleta de la matriz.

Particularmente en ETAAS, la absorcion de fondo puede darse

frecuentemente, y han surgido diferentes alternativas para corregirla. Una de las



correcciones mas utilizadas es la correccion basada en el efecto Zeeman (Figura
1.7). El efecto Zeeman es el cambio de los niveles electronicos de energia de un
atomo cuando éste se expone a la acciobn de un campo magnético. EI campo
magneético interacciona con el analito desdoblando sus niveles de energia y
produciendo un cambio en el espectro atomico del elemento: la sefial de absorcion
Unica se desdobla en dos o0 mas componentes simétricamente dispuestos en torno
a la posicién normal de absorcion. Ahora bien, el espectro de absorcion de fondo no

es usualmente afectado por campos magnéticos.
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Figura 1. 6-Esquema de espectrometro de absorcion atémica electrotérmica con correccion de fondo por
efecto Zeeman, extraida de Skoog et al., 2008

Uso de modificadores quimicos

El objetivo de la etapa de pirolisis es volatilizar todos los componentes de
la matriz antes de la atomizacion del analito, pero sin embargo no siempre este
proceso ocurre de forma eficiente, y existe la ya mencionada absorcion de fondo. LA
correcta calcinacion de la matriz depende de la volatilidad de los componentes de
ésta y del analito. Es deseable que la matriz sea mas volatil que el elemento en
estudio, pero cuando esto no es posible, el proceso puede ser controlado por

agregado de modificadores quimicos de matriz.

Generalmente, el uso de modificadores quimicos permite alcanzar
mayores temperaturas de pirolisis, reduciendo o eliminando la pérdida de analito y
las interferencias que pudieran generarse en estado vapor, y minimizando las

sefiales de fondo. (Giacomelli et al., 2002)



La introduccion de la mezclas de Pd(NO3)2:Mg(NOs)2 como un modificador
universal facilit6 en gran medida las determinaciones libres de interferencias,
especialmente para los elementos volatiles, siendo incluso parte de las condiciones
recomendadas por los fabricantes de instrumentos. Otros elementos han mostrado
propiedades modificadoras, como el grupo del platino elementos (Pt, Pd, Ir, Rh y Ru)
(Giacomelli et al., 2002).

Cuando el modificador se aplica como una solucion sobre la superficie del
tubo de grafito o plataforma y es sometido a un programa de temperatura, actda
como un modificador permanente, es decir, no es necesario agregar el modificador

para cada determinacion (Giacomelli et al., 2002).
Las principales ventajas del uso de modificadores permanentes son:

e Produccion simple y rapida de la capa de modificador sobre las paredes del tubo
utilizando un programa de horno adecuado.

e Limpieza in situ durante la produccion de la capa, contribuyendo a la obtencion
de menores valores de blanco y mejores limites de deteccion.

e Eliminacion o minimizacion de interferencias espectrales y no espectrales,
permitiendo el andlisis directo de ciertas muestras sin digerir.

e Proteccién del tubo de grafito, resultando en un aumento considerable de la vida
atil del mismo (Giacomelli et al., 2002)

La correcta selecciéon de los modificadores de matriz es una parte critica
en el éxito de los métodos analiticos que se basan en ETAAS.

Espectrometria de emision atbmica con plasma inducido por microondas
(MIP OES)

Los andlisis multielementales de tejidos vegetales hoy en dia llevar
adelante utilizando técnicas de emision atomica como ser de plasma de
acoplamiento inductivo éptico o acoplado a masas (ICP-OES e ICP-MS). Estas
técnicas vienen reemplazando gradualmente la mayoria de los métodos clasicos
basados en absorcion atomica, con la ventaja de alcanzar limites de deteccion muy
bajos combinados con una alta precision y veracidad (Evans et al., 2019). Sin

embargo, estas técnicas son de mayor costo que las clasicas de absorcion atbmica



(como ETAAS), sobre todo para los ambitos universitarios ya que son muy dificiles
de mantener (a modo de ejemplo mantener encendido 6 horas un equipo de ICP-
OES o ICP-MS consume como minimo 10 m3 de argén de alta pureza (en nuestro

medio unos USD 220 por jornada de trabajo), entre otros gastos de mantenimiento.

En el Laboratorio de Quimica Analitica de la Facultad de Quimica
recientemente se adquiri6 un equipo de emision atdbmica de plasma inducido por
microondas (MIP OES). Este equipo trabaja con un plasma de nitrdgeno que es

generado a partir de aire, por lo que es muy eficiente y econémico.

Los plasmas inducidos por microondas han evolucionado histéricamente
como fuentes de atomizacion y excitacion / ionizacion y podrian potencialmente
utilizarse como alternativas a los plasmas acoplados inductivamente tradicionales
(ICP) en espectrometria atémica. El plasma es inducido aplicando radiacion de
microondas, la energia asociada con la onda dentro de una cavidad resonante se
transfiere al gas (nitrégeno) que se ioniza, y los campos eléctricos y magnéticos
generados producen y sostienen este plasma. La cavidad donde se coloca la
antorcha y la direccién de los campos aplicados se muestran en la Figura 1.8
(Williams et al., 2019).

Este equipamiento es bastante mas barato que los antes mencionados y
el plasma se mantiene funcionando con suministro de nitrégeno generado a partir de
aire con un compresor. El plasma de nitrdgeno no alcanza temperaturas tan altas
como las de los plasmas de argon (menos de 5000 K en la zona de atomizacién) por
lo cual los limites de deteccién que proporciona son mayores y muchas veces se

descarta para ser aplicado en analisis de elementos traza.
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Figura 1. 7-Representacion de la cavidad resonante (de Hammer) utilizada en el equipo comercial MIP
OES Agilent Technologies (modelo 4210). Las flechas muestran la direccion del campo magnético (azul) y
el campo eléctrico (rojo) (adaptada de Williams et.al, 2019 con permiso de Agilent Technologies)

Si bien el uso de MIP OES con plasma de nitrégeno, tiene esta ventaja de
ser econdmico, a nivel internacional no hace mucho que se comienzan a encontrar
publicaciones sobre analisis en matrices vegetales. Uno de los posibles motivos de
que sea poco explorada en comparacion a las antes mencionadas es que no alcanza
limites de deteccion lo suficientemente bajos. Sin embargo, esto puede mejorarse
mucho cuando se le acoplan otros sistemas de introduccion de muestras como, por
ejemplo, la generacién de hidruros para especies como As, Se y Pb (HG-MIP OES)

lo permite disminuir los limites de deteccién.

Esta estrategia de acoplamiento de generacion de hidruros se utilizé para
las determinaciones de As en esta tesis. En la Figura 1.9 se describe el sistema de
camara cicldénica comercial utilizada. La liberacion del hidruro volatil se produce en
la union (gap) entre el cono superior e inferior por donde llega la muestra y el agente
reductor (generalmente NaHB4) impulsados por una bomba peristaltica.
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Figura 1. 8-Adaptado de https://docplayer.es/39027572-Nuevas-tecnicas-exclusivas-e-innovadoras-de-
agilent-en-analisis-elemental.html (Agilent Technologies)

1.4.3 Optimizacion de metodologias analiticas

Durante la etapa de optimizacion los métodos analiticos es frecuente
recurrir a los disefios experimentales de manera de recabar informacién util a partir
de un numero lo méas pequefio posible de experimentos, ahorrando tiempo e insumos
de analisis. Cualquier variable de las condiciones experimentales que influya en el
resultado final se define como factor y puede ser cualitativo o cuantitativo. Los
diferentes valores que puede tomar un factor en el disefio se definen como niveles

de ese factor.

Para que la informacion proporcionada sea de utilidad y las conclusiones
gue se obtienen de los experimentos sean las correctas, es necesario identificar de
primeramente los factores que influyen en el resultado, y si es posible controlarlos.
En muchas técnicas y métodos la respuesta del sistema de medida depende de
determinados factores experimentales que son controlados por el analista, co