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Sin duda, era posible imaginarse una sociedad en la que la riqueza, en el sentido
de posesiones y lujos personales, fuera equitativamente distribuida mientras que el
poder siguiera en manos de una minoria, de una pequena casta privilegiada. Pero
en la practica, semejante sociedad no podria conservarse estable, porque si todos
disfrutasen por igual del lujo y del ocio, la gran masa de seres humanos, a quienes
la pobreza suele imbecilizar, aprenderian muchas cosas y si empezaban a
reflexionar se darian cuenta mas pronto o mas tarde que la minoria privilegiada no
tenia derecho alguno a imponerse a los demas... A larga una sociedad jerarquica

s6lo seria posible basandose en la pobreza y en la ignorancia.

La guerra es una manera de pulverizar o de hundir en el fondo del mar los
materiales que en la paz podrian emplearse para que las masas gozaran de

excesiva comodidad y, con ello, se hicieran a la larga demasiado inteligentes.

George Orwell, 1984.
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Introduccion

I. INTRODUCCION

El desarrollo de una agricultura intensiva basada en un mayor uso de abonos
quimicos, de pesticidas y en el uso de aguas residuales no tratadas, ha tenido
efectos benéficos en cuanto a una mayor productividad y en solucionar el problema

de los desechos de las aguas residuales.

En las areas semiaridas de México, la aplicaciéon de aguas residuales en las
cosechas ha sido una opcion comun. Actualmente, mas de 160,000 hectareas son
irrigadas con aguas residuales, la mayoria de las cuales no recibe tratamiento

antes de la aplicacion a las cosechas [1].

La irrigacion con aguas residuales constituye una de las principales fuentes de
metales pesados en los alimentos de origen vegetal y animal: las materias primas
obtenidas de suelos regados con estas aguas, son las principales vias de entrada
de los metales pesados en la cadena alimenticia, al ser consumidos y acumulados
por los animales. En la actualidad es reconocido que metales pesados como el Pb

y Cd estan presentes practicamente en todos los alimentos [2].

Entre las fuentes alimenticias, particular atencién merece la leche de vaca: La
importancia de determinar la presencia de metales pesados y elementos traza en
leche, radica en que ademas de ser un alimento importante en la dieta humana y
una fuente de minerales para lactantes, nifios y adultos; la leche es un alimento
altamente consumido por todos los segmentos de la poblacion del mundo, siendo
los nifios especialmente susceptibles a los efectos toxicos de dichos metales, ya
que la falta de desarrollo en su tracto digestivo promueve altas absorciones de
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ciertos elementos pesados, incluso hay algunos elementos como el plomo y
mercurio que pueden afectar al menor durante la gestacion o la lactacion ya que
pueden ser transferidos de la madre al hijo ya sea por la placenta o la leche

materna, respectivamente [3].

Para asegurar que las materias primas y el forraje utilizados en la alimentacién
animal no suponen un riesgo para el consumidor, es necesario implementar
sistemas de control o incluso planes de muestreo a nivel nacional, que verifiquen el
cumplimiento de la legislacién vigente, que establece limites maximos para ciertos
metales considerados toxicos como el Pb, Cd, Hg. Esto permitira minimizar la
exposicién del ser humano a niveles elevados de los metales que nos preocupan
[4].

Como los metales pesados se encuentran a niveles de trazas en los alimentos,
su cuantificacién a estos niveles requiere de un muestreo y una preparacion de
muestras adecuado, asi como de un andlisis altamente sensible. Sin embargo este
es el aspecto donde se encuentran mas dificultades practicas, por lo que es
~ deseable contar con nuevos métodos de preparacion de muestras combinados con

técnicas analiticas de alta sensibilidad, precision y reproducibilidad.

Desde hace varios afos, en el Instituto de Fisica de la UNAM se han venido
implementando técnicas analiticas basadas en haces de iones, en particular la
técnica de emision de rayos X inducida por protones (PIXE), para responder a la
necesidad de contar con un analisis preciso, multielemental y rapido de elementos
traza en alimentos [5]. La técnica de PIXE, introducida en Lund Suecia, por
Johansson y su grupo en 1970, a pesar de su corta historia, se ha convertido en
una poderosa herramienta de analisis. Sus principales caracteristicas son la
capacidad de un analisis multielemental de alta sensibilidad y la posibilidad de
analizar numerosas muestras en poco tiempo [6]. Otra ventaja importante sobre
otras técnicas convencionales de analisis es que una muestra puede ser analizada
en su forma original sin ser destruida, permitiendo que se practiquen otros analisis
en la misma muestra. El analisis mediante PIXE se lleva a cabo bombardeando
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una muestra sélida con protones de alta energia (1-4 MeV). Esto induce la emision
de rayos X cuyas energias son caracteristicas de los elementos presentes en la
muestra y cuyas intensidades son proporcionales a la concentracion de esos
elementos. Estos rayos X son detectados por detectores adecuados que a traves
de un analizador multicanal son registrados mediante programas de computo que

permiten la identificacion y cuantificacion de los elementos presentes.

El objetivo de este trabajo es aplicar la técnica de PIXE al andlisis de leche de
vaca optimizando las condiciones analiticas y los métodos de preparacion de
muestras, para determinar y cuantificar los elementos traza y metales pesados
presentes. Dicha técnica permite un analisis multi-elemental y de alta sensibilidad
que constituye un gran potencial para responder a las demandas actuales y futuras

en el analisis de elementos traza y metales pesados en alimentos.

Para lograr dicho objetivo, se compararon distintas metodologias de
descomposicidon de la materia organica (cenizas, digestion acida, etc) que ofrecen
una mayor reduccion de masa y que combinadas con técnicas de preconcentracion
permiten obtener mejores limites de deteccién para los elementos traza y metales
pesados. Una vez identificada la mejor metodologia, ésta se aplicé a un estudio de
campo en muestras de leche de vacas de establo y de pastoreo recolectadas en

Mixquiahuala, Hgo.

Mixquiahuala esta situada en el Valle del Mezquital ubicado a 50 Km al norte
de la ciudad de México. Esta vasta zona agricola de mas de 80,000 hectareas
recibe las aguas residuales y pluviales de la zona Metropolitana desde 1890. Los
cultivos principales de la zona son el maiz avena y alfalfa. Vacas pastando en
estos ambientes y bebiendo de los canales de irrigacion pueden concentrar los
metales pesados en la leche. Por esta razon se decidié aplicar el método de
preparacion que permitiera una mayor preconcentracion de los elementos de
interés (traza y pesados), y por lo tanto un mejor limite de deteccion en este tipo de

muestras mediante su analisis con PIXE.
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Il. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de la leche

2.1.1 Definiciéon de Leche

La leche es un liquido segregado por las glandulas mamarias de las hembras
de los mamiferos, tras el nacimiento de la cria. Es un liquido de composicién
compleja, blanco y opaco, de sabor dulce y pH cercano a la neutralidad [7]. En
términos lactologicos, el concepto de leche se refiere Gnicamente a la leche de
vaca, obtenida como materia prima (leche cruda). Si se trata de leche de otras

especies, se debe indicar de cuales proviene.

La leche cruda se refiere a la leche que no ha sido calentada ni sometida a
ningun tratamiento con el mismo efecto. Es el producto obtenido por uno o mas
ordefios higiénicos de la ubre de una o de varias vacas, que inmediatamente

después se ha refrigerado y al que no se ha afadido ni sustraido nada [8].

La leche es una emulsion de materia grasa, en forma globular. Este liquido es
una suspension de materias proteicas en un suero constituido por una solucién que
contiene, principalmente, lactosa y sales minerales. En la leche existen cuatro tipos
de componentes importantes: grasas, proteinas (caseinas y albuminoides), lactosa
y sales. A ellos se le afiaden otros componentes numerosos, presentes en
cantidades minimas: lectinas, vitaminas, enzimas, nucledtidos y gases disueltos

(7.
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2.1.2 La leche en la dieta

La leche es el Unico alimento que la naturaleza realiza para tal fin. Se tiene por
uno de los productos alimenticios mas antiguos y es uno de los mas importantes.
Ademas de su valor esencial por ser el tnico alimento de los bebés; la leche y los
productos lacteos aumentan progresivamente la importancia de su contribucién a
la dieta mixta. La mayor parte de este aporte es en forma de leche liquida. En la
dieta de los adultos la leche no se toma necesariamente como bebida, pero puede
consumirse con cereales en el desayuno, con el té o el café o en platos cocinados

como sopas, salsas, etc.

El consumo diario medio es de unos 380 mL, aunque, naturalmente, beben
mayor cantidad los nifios que los adultos. Un nifo que bebe unos 570 mL al dia
tiene cubiertas todas sus necesidades de riboflavina, vitamina B;, y calcio, y una

gran proporcién de proteinas, tiamina, acido félico y vitamina A [9].

2.1.3 El valor nutritivo de la leche para el hombre

Las necesidades nutritivas para asegurar la formacién y el mantenimiento del
cuerpo humano, asi como para hacer frente a las necesidades energéticas, son
cubiertas por los nutrientes (carbohidratos grasas, proteinas minerales, elementos
traza, vitaminas y agua) contenidos en los alimentos. La leche se puede considerar
como un alimento que cubre todas las necesidades nutritivas del ser humano.
Contiene todos los nutrientes y todos los biocatalizadores necesarios para
mantener y desarrollar los procesos vitales. Un dato importante es que el contenido
energético de las proteinas de la leche es aproximadamente 20% mayor que en

cualquier otro alimento (con excepcion de la leche humana) [8].

Un litro de leche cubre el 20% de las necesidades energéticas diarias de una
persona en la siguiente medida: de calcio 100%; de fésforo 67%; de vitamina B;
66%; de proteinas 49%; de vitamina A 30%; de vitamina By 27%; de vitamina C
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19%;de hierro 3%. Sin embargo, cabe aclarar que por diversas razones no todas

las personas consumen esa cantidad de leche.

Aunque los productos lacteos tienen un valor como fuente de energia su gran
importancia como alimento se debe mas bien a la contribucion de las proteinas de

gran calidad, calcio y ciertas vitaminas [9].

2.1.4 Composicion de la leche

La leche estd compuesta en promedio por un 87.5% de agua y contiene
ademas albuminoides, grasas, carbohidratos y sales en solucion, en suspensiones
coloidales y emulsionadas en agua. La composicion de la leche varia con la
alimentacion del animal, el tiempo de lactancia, su salud, la época del ano y las
condiciones ambientales [7]. La composicion tipica de la leche se vaca se muestra

en la Tabla 1.

Carbohidratos

La lactosa es el carbohidrato mayoritario de la leche (50g/L en leche de vaca),
el unico que existe en cantidad importante en la leche de casi todos los mamiferos
y es caracteristico de este alimento. Es el mas simple y el mas constante. [7, 8, 9].
Ademas de lactosa, la leche contiene cantidades traza de glucosa, galactosa y
oligosacaridos. Cada gramo absorbido de azlcar proporciona al organismo 4 Kcal
de energia. La lactosa, o azucar de la leche, es un disacarido, y se degrada a
monosacaridos, glucosa y galactosa, durante la digestion, gracias a la enzima
lactasa. Los nifios, como todos los mamiferos jovenes, segregan altos niveles de
lactasa necesarios para digerir la lactosa de la leche que ingieren, pero después

del destete la secrecion de lactasa disminuye [9].
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Grasas

Practicamente toda la materia grasa de la leche se encuentra en forma de
glébulos grasos, y por lo tanto, puede concentrarse facilmente por desnatado
espontaneo. Aproximadamente el 98% de la grasa de la leche es una mezcla de
triglicéridos. Ademas se encuentran fosfolipidos (grasas fosforadas) en proporcion

de 0,5 a 1% y alrededor de 1% de otras sustancias “insaponificables”, insolubles

en agua y solubles en grasas. [7,10].

Los triglicéridos de la grasa lactea se forman a partir de acidos grasos de 16 y
18 atomos de carbono procedentes de los triglicéridos del plasma sanguineo y de
acidos grasos de cadena corta (4-8 atomos de carbono) sintetizados en la glandula
mamaria. La grasa lactea de los mamiferos rumiantes (vacas, ovejas, cabras y
bufalos) tienen alto contenido de éstos ultimos. La razdén es que, en estos
animales, los acidos grasos de cadena mas corta se forman en la glandula

mamaria a partir de acido acético (que tienen dos atomos de carbono).

Las grasas son una fuente de energia mas concentrada que los carbohidratos
y cada gramo proporciona 9 Kcal [9]. La materia grasa es el componente de la
leche que varia en mayor proporcién debido a factores fisiologicos, alimenticios,

climaticos, genéticos y zootécnicos([7].

Proteinas

Las proteinas contienen un 16% aproximadamente de nitrégeno y para su
determinacién en la leche, a menudo se multiplica el contenido de nitrégeno por
6.38 (factor usado comunmente para convertir nitrégeno en proteina cruda, dicho
factor estd basado en la cantidad promedio de nitrdgeno en las proteinas) [9].
Aproximadamente el 95% del nitrégeno de la leche esta en forma de proteinas. Las
proteinas de la leche constituyen una comptéja mezcla de la que resulta dificil

separar los componentes puros. Esto se debe a que algunas proteinas estan
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relacionas entre si [10].El contenido de proteinas depende fundamentalmente de la

alimentacion y oscila entre el 3.0 y el 3.6%.

La caseina, representa el 80% de la cantidad de proteina total de la leche.
Constituye la fraccion proteica en los quesos. La caseina es una fosfoproteina
debido a que posee grupos fosfato fuertemente ligados y, ademas, establece
enlaces con el calcio. La unién con el calcio le proporciona estabilidad por lo que
no coagula al ser cocida. Unicamente calentando a temperaturas superiores a 120
°C la caseina se va insolubilizando lentamente [8]. La caseina no es una proteina
globular se encuentra en la leche en forma de grandes agregados y constituye la

parte nitrogenada mas caracteristica de leche [10].

Minerales

Los minerales de la leche son principalmente sales inorganicas; parte se
encuentran ionizadas y parte en forma de sales complejas. Parte de la materia
inorganica como los fosfatos, se une covalentemente a las proteinas. La leche se
incinera, a veces, para determinar su “grado salino” aunque las cenizas no
representan en realidad las sales de la leche ya que las organicas se destruyen
durante la incineracion y algunos componentes no salinos (por ejemplo el azufre de

los aminoéacidos) contribuyen a las cenizas [10].

No todas las sales se encuentran en solucion; las micelas de caseinas
contienen fosfato calcico sin disolver (fosfato calcico coloidal) y un poco de citrato;
Algunos cationes y especialmente el Ca®* y el Mg?* se asocian a las proteinas
cargadas negativamente; También pueden encontrarse unidas a las proteinas
pequenas cantidades de otros iones (CI). Casi todas las sales se encuentran en el
suero y en las micelas de caseina y una cantidad muy pequefia esta unida a los
glébulos grasos. La leche contiene fosforo bajo muchas formas distintas; todo él se
presenta como ortofosfato, pero parte estéd unido a los componentes organicos,

bien esterificado a los radicales de serina y treonina de la caseina [10].
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Tabla 1. Composicion tipica de la leche de vaca.

_ - Composicién  Estado fisico de los.
COmponente : (gf L) combonentes
Agua 905 Agua libre + Aéﬁa ligada
(3,7%)
Extracto seco (total) 127
Extracto seco desengrasado 92
Gldcidos: lactosa 49 . Solucién
Lipidos 35 .
‘Materia grasa 34 Emulsion de los glébulos

Lectina (fosfolipidos)
Parte insaponificable (esteroles
Protidos | . 34 Suspensic’uh micelar de

fosfocaseinato de cal

Caseina 27 _
Sustancias nitrogenadas no 1,5 Solucion ;;érdadera
proteicas
P;:étldps ‘solubles” (globulinas, . 55 Solucién'pggfg.al_
albtiminas) B
Sales 9 Solucién o estado coloidal (P y
Ca)
del &cido citrico e e o 2 Sales de'K, Ca NaMg etc.
del &cido fosforico 26 o
del &cido clorhidrico 1,7
Componentes diversos (vitaminas, trazas

enzimas, gases disueltos)
Fuente: Alais, C. Ciencia de la leche.
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2.2. Elementos traza y metales pesados

2.2.1 Interés nutricional y toxicolégico

Entre los temas relacionados con la contaminacion ambiental, la posible
presencia de metales toxicos en alimentos es reconocida como una prioridad por
organizaciones internacionales y constituye un nuevo reto para cientificos,
ingenieros y tecndlogos en alimentos. En la actualidad se estan estableciendo
nuevos criterios de calidad que aseguren la inocuidad de los alimentos.

Desde 1997 el Codex Alimentarius reconoce como prioridad por sus efectos
altamente toxicos, elementos tales como el plomo (efectos en el aprendizaje),
estano (efectos gastrointestinales), arsénico (toxicidad general), y cadmio (efectos
nefrotéxicos). Sin embargo, mientras existen niveles maximos para diferentes
alimentos, en la actualidad pocos métodos permiten un analisis rapido, preciso y

multi-elemental.

Los efectos nutricionales o toxicos de los elementos presentes en los alimentos
son gobernados principalmente por su concentraciéon, por lo que es de sumo
interés la determinacion de los niveles de éstos en los alimentos. De acuerdo con
algunos autores, los elementos de interés en la salud, histéricamente han sido
divididos en dos grupos de acuerdo a su concentracion: elementos minerales, los
cuales se encuentran en concentraciones mayores de 10 ppm; y los elementos

traza, cuyas concentraciones se hallan por debajo de 10 ppm.

Nutricionalmente, el consumo diario recomendado de elementos traza ha sido
establecido en gran cantidad de alimentos. Los elementos traza se identifican de

acuerdo con tres regiones de concentracion:

« Deficiente.
e Normal.

e Toxico.
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En la tabla 2 se presentan aquellos elementos que producen tanto efectos
nutricionales como téxicos, es decir, un mismo elemento puede ser benéfico o
dafino y esto dependera de los niveles de concentracidn en los que se encuentre.
La diferencia entre deficiencia y toxicidad se da por dos é6rdenes de magnitud de

diferencia en la concentracion [11].

Tabla 2. Elementos de interés nutricional y algunos de interés toxicoldgico.

Elementos de interés nutricional:

As, Co, Cr,Cu, F

Fe, I, Mn, Mo, Ni

Se, Si, Sn, V, Zn
Elementos de interés toxicolégico:

As, Be, Cd, Co, Cr

F, Hg, Mn, Mo, Ni

Pb, Pd, Se, Sn, T

V, Zn
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2.2.2 Elementos traza en la leche

Los elementos traza juegan un papel importante en la salud humana, tanto
como elementos esenciales, los cuales deben mantenerse en niveles de
concentracion Optimos, y como elementos toxicos, los cuales producen efectos

daninos aln en concentraciones muy bajas [10].

Los que son considerados como esenciales son el boro, cloro, cobre, hierro,
manganeso, molibdeno y zinc, también llamados micronutrientes, deben
mantenerse en niveles de concentracion optimos. Los que se consideran toxicos,
son los metales pesados: cadmio, mercurio y plomo, producen efectos dafiinos aun
en concentraciones muy bajas, por lo que hay que evitar o minimizar su presencia

en los alimentos [12].

Los elementos traza se incorporan a la leche por medio de la alimentacion de
la vaca productora o por contaminacion posterior al ordefio. Las concentraciones
de algunos de estos elementos en la leche (por ejemplo, B, Br, Co, |, Mn, Mo, Se,
Zn) pueden aumentarse incrementando su nivel en la racion de las vacas
productoras. La leche de vacas criadas en la vecindad de ciertas plantas
industriales puede presentar concentraciones relativamente grandes de Cd y Pb;
las vacas explotadas cerca de las autopistas producen leche rica en Pb, el
contacto de leche con recipientes y equipos metalicos constituyen una via

importante de contaminacion con Cu, Fe, Niy Sn [10].

A continuacion se describen brevemente algunos de los elementos traza por su

importancia nutricional:

2.2.2.1 Zinc (Zn)

El zinc esta presente en todos los tejidos y fluidos del cuerpo humano. El
contenido total de éste en todo el cuerpo es de 2 gramos aproximadamente. El Zn
es importante para el funcionamiento de un gran numero de enzimas. También

estabiliza las estructuras moleculares de constituyentes subcelulares vy
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membranales. Participa en la sintesis y degradaciéon de carbohidratos, lipidos,
proteinas y acidos nucleicos. También juega un papel importante en el proceso de

expresion genética.

Una deficiencia severa de zinc produce en humanos el retraso del crecimiento
y la maduraciéon sexual. Un bajo consumo de zinc afecta el gusto y retrasa la

cicatrizacion de heridas, entre otros.

En contraste, un consumo excesivo de zinc a largo plazo, interfiere en el
metabolismo de otros elementos traza, como el cobre. El contenido total de zinc en
la dieta no sélo esta determinado por el tipo de alimentos que se consumen, sino
también por el grado de refinamiento de los cereales; por ejemplo, el pan integral y
el arroz con cascarilla contienen una mayor cantidad de Zn que el arroz pulido o
descascarillado. Debido a que el Zn esta practicamente ausente de las grasas, un
consumo elevado de alimentos con alto contenido de éstas puede diluir la cantidad
total de Zn presente en la dieta. Se ha reportado que el consumo diario de zinc en
paises industrializados cuya dieta es alta en grasas, azucares refinados y proteina

animal puede llegar a ser de 10-12 mg [3].

2.2.2.2 Selenio (Se)

De este elemento soélo se conoce su funcion en mamiferos como un
componente de la enzima glutadiéon-peroxidasa, que junto con la vitamina E,
catalasa y peroxido dismutasa, es componente de un sistema antioxidante de
defensa del cuerpo humano [3]. Es necesario para el crecimiento y fertilidad de
animales, asi como para prevenir enfermedades. La enfermedad del musculo
blanco que ocurre en una gran variedad de especies, se caracteriza por
concentraciones anormales de selenio en sangre y tejidos. Esta enfermedad puede
prevenirse con suplemento de selenio en la dieta en las concentraciones
apropiadas. Los mecanismos bioquimicos de la toxicidad del selenio no se han
establecido claramente. El envenenamiento por selenio en animales se ha

presentado en areas donde las concentraciones de este elemento en el suelo son

-
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altas. La tolerancia de los animales a diferentes concentraciones de selenio esta
determinada por la forma quimica en que éste se presente [31].Un consumo
anormal de este tipo de elemento se asocia con enfermedades degenerativas,
tales como el cancer, enfermedades cardiovasculares y trombosis. Sin embargo,
un gran nimero de estudios epidemiologicos han demostrado que no hay relacion

entre el consumo de selenio con el riesgo de cancer [3].

2.2.2.3 Cobre (Cu)

El cobre estd ampliamente distribuido en plantas y animales. Una gran
variedad de sintomas han sido asociadas con la deficiencia de cobre en animales,
muchas de las cuales han sido observadas en humanos; algunas de ellas incluyen
anemia hipocrémica, hipopigmentacién de piel y cabello, malformacién de huesos y
osteoporosis. En humanos, el envenenamiento grave con cobre es raro Yy
comunmente resulta por la ingestion de alimentos o bebidas almacenadas en
recipientes de cobre o por una ingestion accidental o deliberada de grandes

cantidades de sales de cobre.

Aunque no existen complicaciones nutricionales por deficiencia de cobre, se ha
demostrado que deficiencias significativas de cobre en humanos pueden provocar
situaciones clinicas anormales como el desarrollo de anemia en nifios. Por lo tanto,
su consumo recomendable es de 0.6 mg/dia para mujeres y de 0.7 mg/dia para

hombres [3].

2.2.2.4 Manganeso (Mn)
El manganeso es un activador y constituyente de varias enzimas como las
hidrolasas, quinasas, descarboxilasas y transferasas. Muchas de estas enzimas

también pueden ser activadas por otros metales como el magnesio.
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La deficiencia de manganeso ha sido observada en muchas especies de
animales y en humanos. Una deficiencia de manganeso afecta el crecimiento, la

reproduccion y provoca defectos en el metabolismo de los lipidos y carbohidratos.

A menudo, el manganeso es considerado el menos toxico de los elementos
traza cuando se administra por via oral. Aunque se han reportado casos de
intoxicacion por ingestion de grandes cantidades de manganeso. Se ha observado
que dietas con grandes cantidades de cereales no refinados, nueces, hortalizas
presentan grandes cantidades de manganeso; mientras que dietas con grandes
cantidades de granos refinados, carne y productos lacteos presentan pocas

cantidades de éste. El consumo adecuado de manganeso en personas adultas

debe ser de 2-5 mg/dia [3].

2.2.2.5 Hierro (Fe)

El hierro es un metal que se encuentra ampliamente distribuido ademas de ser
un constituyente vital en la vida de animales y plantas. El contenido de dicho metal
en el cuerpo humano oscila entre 4 a 5 g. Esto representa aproximadamente lo
doble del nivel de zinc en el cuerpo humano y mas de veinte veces el contenido de
cobre.

La mayor parte del hierro en el cuerpo se encuentra formando complejos
proteinicos, como porfirinas, compuestos hemo, particularmente hemoglobina y
mioglobina, asi como compuestos como la ferritina y transferrina. El hierro de la
hemoglobina corresponde al 60-70% del contenido total de hierro en el hombre.

Las mas altas concentraciones de dicho metal se encuentran en el higado, rifiones

y corazon [31].

2.2.2.6 Niquel (Ni)
Las cuatro enzimas tipicas en las que participa el niquel se encuentran en las
plantas y microorganismos; ureasa, hidrogenasa, metil-coenzima M reductasa y

mondxido de carbono deshidrogenasa [3].
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El niquel se encuentra a bajas concentraciones en tejidos animales y vegetales
(2.6 pg/L en suero humano). La presencia del niquel en una metaloproteina del
suero humano, sugiere que éste y otros metales de transicion de la tabla periédica,
juegan un papel (fisiologico esencial. Debido a la presencia de altas
concentraciones de niquel en el acido ribonucléico (RNA), se ha establecido que
dicho elemento presenta bajos niveles de toxicidad para varias especies animales,

por lo que se piensa que no representa riesgos para la salud humana. [31].

El consumo de niquel en la dieta varia mucho dependiendo de las cantidades y
proporciones de alimento que se consuman pues los de origen animal tienen bajo
contenido de niquel, mientras que los vegetales tienen un alto contenido de niquel.
Aproximadamente, la mitad del consumo total de niquel en la dieta proviene del
consumo de pan, cereales y bebidas. El consumo adecuado de niquel para una

persona adulta es de aproximadamente 600 pg/dia [3].

2.2.3 Metales pesados

El término de metal pesado se refiere a cualquier elemento quimico metalico
que tenga una densidad relativamente alta y sea tdxico o venenoso en
concentraciones bajas. Los ejemplos de metales pesados incluyen el mercurio
(Hg), cadmio (Cd), arsénico (As), cromo (Cr), talio (Tl), y el plomo (Pb).

Los metales pesados son peligrosos porque tienden a bioacumularse [13],
éstos son componentes naturales de la corteza de la tierra. No pueden ser
degradados o destruidos. Como elementos traza, algunos metales pesados (cobre,
selenio, zinc) son esenciales para mantener el metabolismo del cuerpo humano;
sin embargo, en concentraciones mas altas pueden conducir al envenenamiento.
Los metales pesados toxicos pueden llegar a los alimentos procedentes de
diversos origenes, como son los suelos de cultivo, aguas, fertilizantes, altas

concentraciones en el aire cerca de fuentes de la emision, o bien proceder de los
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contenedores y utensilios empleados en la fabricacion, almacenamiento y

preparacion de los alimentos [13].

Los metales pesados pueden entrar a un abastecimiento de agua por medio de
residuos industriales, por la lluvia acida que agrieta los suelos permitiendo su
entrada a las aguas subterraneas; o simplemente porque la lluvia acida los
deposita en corrientes, lagos y rios, etc. Su presencia es cada vez mas frecuente
en los alimentos. Los de mayor interés toxicoldgico son: mercurio, cadmio, plomo,

y arsénico.

A continuacion se describen brevemente algunos de los elementos traza

(metales pesados) por su importancia toxicolégica:

2.2.3.1 Mercurio (Hg)

El mercurio es un metal ampliamente distribuido en el medio ambiente debido a
las emisiones naturales y a su utilizacion por el hombre desde la edad antigua. En
el medio ambiente se puede encontrar como mercurio metalico, formando parte de
una sal inorganica o como un compuesto organomercurial. La presencia de una u
otra forma depende de diversos factores, y ademas tanto en el medio ambiente
como en el organismo se pueden transformar unas en otras mediante reacciones
de o6xido reduccion y de metilacion, reacciones en las que pueden intervenir
algunos microorganismos. Cuando la cantidad de mercurio ingerida en forma de
sales inorganicas es elevada, el rifién es el principal organo afectado, aunque
también se depositan cantidades apreciables en higado y huesos. El metilmercurio
(el compuesto organomercurial mas estudiado) tiene efectos toxicos principalmente
en el sistema nervioso. Los o6rganos donde se acumula mayoritariamente el

metilmercurio son los huesos, rifiones, higado y cerebro [14].

El mercurio presente en la leche puede contribuir de una forma importante en

la cantidad total de este metal acumulado por el organismo, sobre todo en los nifios
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y animales jévenes en los que la absorcion de metales pesados es superior a la de
los adultos. Ademas, se ha observado que la leche puede favorecer también su
absorcion. El mecanismo por el que una dieta de tipo lacteo puede incrementar la
absorcion del mercurio no se conoce, aunque se ha sugerido que podria deberse a

la unién con proteinas que favorecen su absorcion [14].

Los niveles de mercurio en la cadena alimentaria son muy bajos, debido
fundamentalmente a la pequefia proporcion de mercurio que pasa del suelo a las
plantas por via radicular. En los animales de abasto se pueden detectar cantidades
de mercurio a nivel de visceras, principalmente higado y rifién. La proporcion de

mercurio que pasa a la leche en los rumiantes es relativamente pequena.

La FAO, provisionalmente recomienda que el consumo total de mercurio no
debe exceder de 5 pug/Kg de peso corporal/ semana y no mas de 3.3 ug/Kg de

peso corporal/ semana como metilmercurio [3].

2.2.3.2 Cadmio (Cd)

El cadmio, es un oligoelemento metalico no esencial, practicamente ausente
del organismo en el recién nacido, pero que se acumula con el tiempo hasta llegar
a un maximo a la edad de 50 afos. A esta edad, una persona normal no sujeta a la
exposicién tiene de 20-30 mg de cadmio en su cuerpo, de los cuales, la mitad o
tres cuartas partes se hallan en los rifiones y en el higado. La cantidad de total de
cadmio contenida en el organismo esta relacionada con su concentracion en los
alimentos, el agua y otras fuentes ambientales. como suelos contaminados,
tuberias antiguas, algunas pinturas (sobre todo de color rojo, amarillo y naranja) y
en algunos plasticos. El cadmio se acumula sobre todo en los rifiones y, en
cantidad menor, en el higado y en otros érganos. Compite con el calcio en el
sistema Oseo, produciéndose desmineralizacion 6sea semejante al raquitismo,
ocasiona alteraciones renales, trastornos en el crecimiento y dafos en el Sistema
Nervioso Central [3]. Su periodo de semi-descomposicion biolégica oscila entre 16

y 33 afos [15].
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La FAOQ, provisionalmente recomienda que un consumo de 7ug de cadmio/ Kg
de peso corporal/ semana deben ser considerados como el limite maximo tolerable

de consumo de cadmio [3].

2.2.3.3 Plomo (Pb)

Es un metal muy empleado desde la antigiiedad y en la actualidad se utiliza
principalmente en la industria del petroleo con varios fines, entre ellos, como
antidetonante en la gasolina. Es utilizado en la fabricacion de baterias, pinturas y
pigmentos y como estabilizante en la fabricacion de algunos plasticos. El plomo
que ingresa en el organismo por via digestiva, respiratoria o a través de la piel, se
asocia a los eritrocitos. A largo plazo, el 95% del metal presente en el organismo
se acumula a nivel 6seo sustituyendo al calcio, el resto se acumula principalmente
en los rifones e higado [18]. Produce anemia por inhibicion de la formacion de
glébulos rojos y ataca el sistema respiratorio. El problema es que los nifios son
muy sensibles, y en éstos produce alteraciones en hueso y cerebro, mientras que
las alteraciones en los adultos son preferentemente en higado y rifdn. El plomo no
es biodegradable y persiste en el suelo, aire, agua y hogares. La exposiciéon a
cantidades sumamente pequenas de plomo puede causar a largo plazo dafos
medibles e irreversibles en nifios, aun cuando éstos no muestren sintomas
particulares [4]. Se ha encontrado que una concentracion de 7 pg/dL en sangre

causa danos irreversibles en el sistema neurologico de los infantes [19].

La FAO recomienda que el consumo de plomo no debe ser mayor de 25 pg/Kg

de peso corporal /semana en adultos, nifios y bebés [3].

En los adultos, mas del 60% del plomo ingerido proviene de los alimentos de
origen vegetal, mientras que los productos lacteos aportan solo un 8%. En el
hombre, la absorcién media de plomo a nivel intestinal es de aproximadamente un
10% de la dosis ingerida . Sin embargo, la absorcion y retencion de plomo es

mucho mayor en los nifios, en los que la absorcion es de un 42% de la dosis
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ingerida, reteniéndose un 32% en el organismo. La absorcién de plomo también
esta relacionada con el metabolismo del hierro, y asi, en estudios realizados en

animales, se ha observado que en estados de deficiencia de hierro la absorcién y

retencion de plomo aumenta [18].

La absorciéon de metales pesados, y en concreto de plomo, es mayor en ratas
alimentadas con leche de vaca que en los correspondientes controles. Ademas, se
ha observado en nifios la existencia de una correlacion mucho mayor entre la
cantidad de plomo presente en la sangre y la de la leche que consumian, respecto
a otros factores ambientales. Para explicar este fenomeno se han propuesto varios
mecanismos, entre los que destacan la unién del metal a los acidos grasos de
cadena media presentes en la leche y que son absorbidos facilmente, la union a
alguna proteina de la leche que favorezca su absorcion, o el efecto de algun
componente de la leche que evite la formacion de sales insolubles de plomo en el
tubo digestivo. Sin embargo, ninguno de estos mecanismos ha sido totalmente
demostrado hasta el momento, y ademas en la literatura tradicionalmente se ha
adjudicado un efecto terapéutico de la leche sobre las intoxicaciones por plomo,

aunque esto estaba basado fundamentalmente en observaciones empiricas [18].

A pesar del gran nimero de trabajos realizados, la controversia sobre el efecto
de la leche en la absorcién de plomo permanece todavia sin aclarar. Por otra parte,
se han obtenido diferentes resultados segun la especie animal en la que se han
realizado los experimentos por lo que las conclusiones obtenidas son dificiimente

extrapolables al hombre [3].

2.2.3.4 Arsénico (As)

En alimentos, agua, y aire, el arsénico esta presente de forma trivalente como
trioxido As;O3; o pentavalente como pentoxido As;Os, geolégicamente esta
ampliamente distribuido como un componente de aproximadamente 245 minerales.

Aunque los compuestos arsenicales son histéricamente bien conocidos por su
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toxicidad, su accién farmacologica también ha sido documentada. Los efectos
biologicos que produce el arsénico depende principalmente de la forma en que se

consume, los compuestos inorganicos son mas toxicos que los organicos [3].

La concentracién de arsénico en aguas potables e industria alimenticia en
México es de 0.05 mg/L. El arsénico se encuentra en el agua debido a la disolucién
mineral, a las descargas de aguas residuales de las industrias y de la aplicacién de

insecticidas [15].

El arsénico es muy téxico y causa dafos al sistema neurolégico y
cardiovascular. Esta ligado a diversos tipos de cancer como el de la piel. La
intoxicacién crénica por arsénico puede manifestarse por la apariciéon de llagas y
un aspecto leproso. Una dosis superior a los 65 miligramos (mg) puede ocasionar
una muerte violenta. Las fuentes principales de la contaminacion arsenical son las
fundidoras, el agua de ciertas regiones, el humo de tabaco, algunos plaguicidas,
los huevos de gallinas criadas en régimen industrial (se les da arsénico para

combatir los parasitos) y los mariscos.

El arsénico se absorbe principalmente a través de los aparatos respiratorio y
digestivo. Una dosis de 5-50 mg de tridxido de arsénico resulta téxica. Una dosis

de 128 mg resulta letal, sin embargo, la recuperacion se ha presentado [15].

Las caracteristicas particulares de ciertos terrenos, la contaminacion de
praderas y tierras de cultivo con metales pesados procedentes de industrias de
fundicién y residuos, y materias primas como fosfatos, son las principales vias de
entrada en la cadena alimenticia de los metales pesados al ser consumidos y

acumulados por los animales domeésticos.
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A continuacion se presentan los limites maximos permisibles de metales pesados
en leche de vaca pasteurizada reportados en la norma NOM-091-SSA1-1994.

Tabla 3. Especificaciones de los Limites méaximos permisibles de metales pesados
en leche de vaca pasteurizada, NOM-091-SSA1-1994.

Metal Limite maximo (mg/Kg)
Arsénico (As) 0,2
Mercurio (Hg) 0,005
Plomo (Pb) 0,1

[
-
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2.3. PIXE

2.3.1 Introduccion a la técnica

La técnica de emisién de rayos X inducida por particulas (PIXE) es un método
analitico que requiere de un haz de particulas generada en un acelerador por lo
que su origen se sitla en la Fisica Nuclear. El nombre es el acronimo de sus siglas

en ingles; Particle-Induced X-ray Emission e indica el principio basico del método

[6].

La técnica fue introducida en el Instituto de Tecnologia de Lund en 1970 en
una breve publicacion la cual, retrospectivamente ha marcado el comienzo de una
nueva técnica de analisis elemental poderosa e importante. PIXE involucra dos
desarrollos tecnolégicos para crear una variante del método general de analisis de
emision por rayos-X con capacidades unicas: Por un lado la excitacion de los
atomos de una muestra con particulas aceleradas (en general protones de unos
cuantos millones de electron Volts) tal que éstos emitan un rayo-X caracteristico; y
por otro el uso de detectores semiconductores de (Si(Li) o de Ge) para detectar los
rayos X, de tal forma que los elementos de una muestra, asi como la concentracién
en la que se encuentran son identificados por la energia y la intensidad de los

rayos-X emitidos, respectivamente.

Las posibilidades analiticas de PIXE incluyen la capacidad de analizar
simultaneamente muchos elementos (todos los elementos de la tabla peritdica a
partir del sodio), la velocidad para analizar y acumular gran cantidad de datos. Se
pueden analizar simultaneamente elementos que incluyen tanto macro elementos

como el K y el Ca y micro elementos como metales pesados como son el V, Ni, Cu,

Zn, Se, Cd, Hg y Pb [24].
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2.3.2 Principios Basicos de PIXE

Cuando una particula cargada penetra un material, se inducen muchos
efectos. Uno de estos efectos es la excitacion de las capas electronicas de los
atomos. Si la energia transferida es suficiente, puede crearse una vacante en las
capas internas del atomo (K o L). Posteriormente se lleva a cabo un proceso de re-
ordenamiento de las capas electronicas; las vacantes se van llenando por los
electrones de las capas externas del atomo [24]. Cuando la vacante se llena un
foton es emitido, cuya energia se encuentra en el intervalo correspondiente de

rayos X, para eliminar el exceso de energia en el atomo, figura 1 [24].

(protén acelerade) \_//

ETAPA1

Figura 1. Representacion grafica de la produccion de rayos X caracteristicos de un
elemento.

La energia que tiene el foton emitido es caracteristica del elemento en
cuestion. Esto hace posible, con la medicién de energia, la identificacion del
elemento, de tal forma que los elementos presentes en una muestra pueden ser
identificados por las energias de los rayos X emitidos y sus concentraciones por

las intensidades de los rayos X.
El espectro de rayos X emitido (Figura 2.) esta determinado por la existencia

de niveles discretos de energia de los electrones que conforman el atomo. El
espectro de energia de rayos-X consiste de un fondo continuo junto con lineas de
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rayos-X caracteristicos de los atomos presentes en la muestra. Los rayos-X son
detectados por un detector de Si(Li) (silicio dopado con litio), o de Germanio de tal
forma que las senales del detector son amplificadas y finalmente registradas en un

analizador.

El electron expulsado en el proceso, puede corresponder a diferentes capas
atémicas, ocurriendo lo mismo con el electron que ocupa la vacante. Con esto se
producen grupos de lineas de rayos X bien definidas, que tienen un nombre de

acuerdo con la capa de la cual se extrajo el electron original [32].

Energia (keV)
Pata 5 16 15 2@ 25
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Figura 2. Espectro de salida del GUPIX, se sefialan las lineas Ka de algunos elementos
presentes.
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2.3.3 Bremsstrahlung

El espectro del material que se analiza se compone fundamentalmente de un
conjunto de rayos X caracteristicos de los atomos que constituyen a la muestra
mas una radiacién de fondo que se superpone. Esta radiacidon de fondo o
Bremsstrahlung se produce cuando una particula cargada cambia su velocidad o
su direccion y emite en consecuencia radiacion electromagnética. La causa
principal de este fondo se debe al Bremsstrahlung de los electrones secundarios

producidos o de los mismos iones del haz que pierden energia o se desvian de sus

trayectorias dentro de la muestra [6].

2.3.4 Ventajas y Desventajas de PIXE
El analisis con PIXE se ha convertido en una herramienta de gran importancia
utilizada actualmente en investigacion basica e investigacion aplicada en varias

areas. A continuacion se mencionan algunas ventajas y desventajas de esta

técnica [28]:

Ventajas de PIXE:

¢ Aplicabilidad en un amplio rango de niumero atémico (Z arriba del Na).

» Posibilidad de determinar absolutamente las cantidades de los componentes
de una muestra.

¢ Meétodos de preparaciéon de muestras sencillos.

e Meétodo rapido y multi-elemental.

e Alta sensibilidad para la mayoria de los elementos de la tabla periddica. El
minimo limite de deteccién (MDL) es de ppm o por debajo (10 a 107 g/g).

e Técnica no destructiva, con excepcion de muestras biologicas irradiadas con
haces de alta densidad de corriente.

e Pueden analizarse diferentes tipos de muestras.

» Mediciones a presion atmosférica.

e Analisis rapido (5-10 min)
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¢ Analisis rapido (5-10 min)

Algunas de las desventajas de PIXE:
e Se requiere el acceso a un acelerador de particulas.
* Equipo costoso.
e Rapida disminucién de la seccion eficaz de lineas K cuando el numero
atémico, Z incrementa para elementos con Z altos, es necesario utilizar las

lineas de deteccion L, las cuales aseguran una seccion eficaz mas grande.

2.3.5 Limites y eficiencia de deteccion

En el espectro obtenido de una muestra, las alturas relativas de los picos de
rayos X con respecto al nivel de la radiacién de fondo determina el limite de
detecciéon (LOD) del método para un elemento dado. En general se acepta que el
numero total de cuentas en un pico debe exceder tres veces la raiz cuadrada de
las cuentas de la radiacion de fondo sobre el mismo intervalo de energia, para una

identificacion segura y una cuantificacién adecuada del pico correspondiente.

Las concentraciones que exceden por poco los LOD, tienen asociadas grandes
incertidumbres estadisticas, de tal forma que el resultado obtenido puede ser
cuestionable. Por lo tanto, algunos autores recomiendan utilizar el limite de
cuantificacion (LOQ), que define limites mas bajos de los rangos de concentracion
usuales para una técnica analitica. Recomiendan utilizar el LOQ como diez
desviaciones estandar, lo que corresponde al 30% de incertidumbre en un 99% de

nivel de confianza [6, 24).

Cuando se trabaja con muestras delgadas sobre sustratos de polimeros
(blancos delgados), el sustrato es mas delgado y los LOD mas bajos, que cuando
se trabaja con muestras gruesas (como una pastilla). Para algunas muestras
biolégicas, la preconcentracién por medio de técnicas que eliminan la materia

organica, permiten bajar el bremsstrahlung y reducir los limites de deteccion
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considerablemente. Estas técnicas combinadas con PIXE son valiosas en este tipo
de aplicacion [24]. Lo anterior se ilustra en la figura 3, la cual ejemplifica que un
LOD por debajo de 1 ppm se puede obtener para varios elementos usando

distintos procedimientos de descomposicién de materia organica [35].

Ep= 2.4 MeV
Depdsito en Mylar 660 um
100 |
¢ Liofilizada
+ Digestion acida
& Cenizas
=
2 10|
o
o
=
°
1 L]
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./‘ 2 “
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K Ti_Mn N Gs Se Ro Mo cd ' Pb
Elemento

Figura 3. Limites de Deteccion (ug/g muestra seca) para el estandar de higado de bovino
S 1577

Algunos métodos de estandarizacion requieren la determinacion de la
eficiencia de deteccion, que es numero de fotones registrados por el detector
dividido entre el numero de fotones que fueron emitidos por la fuente. Esta
eficiencia depende del material que constituye al detector, del tipo de radiacion que

incide en el sistema, del angulo solido que presenta el detector con respecto a la

fuente emisora, y de la energia de los fotones [24].
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2.3.6 Analisis de muestras gruesas

En el caso de un blanco grueso, cuando el proyectil deposita toda su energia
en la muestra queda detenido en ella, se requiere del conocimiento completo del
poder de frenado del proyectil en la matriz y la atenuacién de los rayos X en la
muestra.

Para obtener la ecuacidon para el nimero de fotones de rayos X que se
producen a lo largo de la trayectoria del proyectil dentro del blanco, la energia final

del ion debe ser cero. Asi pues, la ecuacion para el blanco grueso es:

v(2)= N,w.b%e.N,C, ?o-__(E}ﬂ(E)dE
A. ; S(E) )

donde Np es el nimero de proyectiles que incidieron sobre la muestra, Az es la
masa atémica del elemento, @, es la produccién de fluorescencia de los rayos X (K
0 L), b; es la fraccién de rayos X K 6 L totales que aparecen como Ko 6 La, €. s la
eficiencia absoluta del sistema de deteccion para la linea en cuestion, N, es el
numero de Abogadro, ocz(Eo) es la seccién eficaz de ionizacion a la energia de
incidencia de los proyectiles Eo, y S es la seccion transversal del haz, que se
supone tiene una distribucion de carga uniforme, Cz es la concentracion del
elemento. El término Tz(E), describe la transmision de los fotones desde las

profundidades sucesivas dentro de la muestra, y se define como:

) 1) cosa v dE
T.(E)=exp {—[;J sent, ,’[W} (2)

Para realizar el analisis cuantitativo en el blanco grueso, es necesario obtener
experimentalmente el espectro de rayos X de la muestra. Del nimero de fotones
de rayos X de la linea y, mediante evaluaciones numéricas de las ecuaciones

anteriores, se hace una comparacion con los valores experimentales, realizando
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iteraciones hasta encontrar una concordancia entre éstos y los valores numeéricos

[24].

2.3.7 Analisis de muestras delgadas

Cuando la muestra es delgada, es decir el depdsito en un filtro varia entre 1y 5
ug/cm?, la pérdida de energia de los protones y la atenuacion de los rayos X es
despreciable, lo que simplifica notablemente la ecuacion 1. El término de
transmision es igual a 1, oz(E) es ahora cz(Eo) y el rendimiento de rayos X queda

comao:
Y(2) = s(Z) Nyma 3)

Donde el factor s(Z) es la sensibilidad.

2.3.8 GUPIX

La concentracion de cada elemento en la muestra, se puede obtener a partir
de los espectros obtenidos usando diversos programas de computo. Entre los
programas comerciales mas completos se encuentra el GUPIX, que se usa
rutinariamente en el IFUNAM. Este programa fue introducido en 1989
especificamente para el analisis de los espectros de PIXE obtenidos de muestras
delgadas, semi gruesas y gruesas. GUPIX determina la intensidad de los picos de
los rayos-X caracteristicos del espectro de PIXE, por medio de un modelo. Dicho

modelo esta construido usando los valores de los niveles de energia K, L y M [29].

GUPIX comprende dos secciones, una de introduccion de datos acoplada a
una seccion de prueba. Esta ultima utiliza un método no lineal de minimos
cuadrados, que permite al usuario ajustar un espectro de PIXE por arriba de los
canales que tienen los picos de rayos X de un maximo de elementos. Los

espectros tedricos son generados ajustando gaussianas al espectro de rayos X

(30].
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2.3.9 Instrumentacion para PIXE
Para el analisis con PIXE, se utiliza el acelerador Peletron 9SDH NEC de 3

MV. En la figura 4 se muestra un diagrama a escala del Peletron.

El acelerador Peletrén cuenta con dos fuentes de iones. La primera que es
para gases, se conoce como Alphatross. La segunda que es la que se emplea en
PIXE, se conoce como SNICS (“Sputter Negative lon Cessium Source”). En este
caso, el elemento del cual se desean producir iones se encuentra como un soélido
en un catodo de cobre, el cual se bombardea con un haz de iones de cesio,
produciendo un haz de iones negativos mediante la captura electrénica. Los iones
son inyectados al acelerador mediante el electroiman inyector. Los iones negativos
que entran al acelerador son atraidos a la terminal proporcionandoles una energia

de varios eV, donde, e es la carga del electron y V es el potencial en la terminal.

Fusntes de iones

negativos
Termmal de allo i il & W
orcam ke amara
Imin veline carge Cuadrupalos PIXE al voci
Fuente Imén magnétices
SNICS . / deflectar
\ N ] 1 )

MR,

\

Fuente de ianes de .’/
He Cadena (pellets)

Tubo
transpertadora acelerador
de cargn

Arullos
equipotenciales
Tanque
presunzado
cen SFy

Figura 4. Diagrama a escala del acelerador Peletrén (Instituto de Fisica, UNAM).
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En el centro del tanque existe un convertidor de iones negativos a positivos
(Nitrégeno a baja presion, llamado stripper). Estos iones positivos ahora se ven
empujados por la terminal, por lo cual se suma una energia neV al haz de iones,
donde n es el estado de carga del ion, es decir, el nimero de electrones que

perdio.

Asi pues, la energia final E de los iones es:
E= (n+ l)eV

A la salida del acelerador los iones entran a un segundo iman (el iman
selector), donde se seleccionan Gnicamente aquellos iones que posean masa y
energia deseadas. El analisis con PIXE se realiza generalmente con protones de 1
a 4 MeV. En el sistema de PIXE utilizado en el Instituto de Fisica de la UNAM, los
analisis pueden realizarse en condiciones de vacio o bien con un haz externo en

condiciones ambiente a través de una ventana delgada de aluminio [32].

La figura 5 muestra un dispositivo tipico del montaje experimental de PIXE. La
corriente del haz se mide con una caja de Faraday en la parte posterior a donde se
coloca la muestra [27]. Los rayos X se pueden detectar con un detector (PIXE al
vacio) 6 simultaneamente con dos detectores (al aire). En general se utiliza un
detector de Si(Li) para elementos ligeros y un detector de Ge para metales
pesados, colocados a una distancia de aproximadamente 5 cm de la muestra y a

un angulo de 45° con respecto a la direccion del haz.

Un detector se puede pensar como una caja que recibe radiacion ionizante
(fotones X), y que envia informacion sobre la radiacion que incidié sobre él. Debido
a que la radiacion es ionizante, en el detector aparece con la misma interaccion
una cierta carga libre. Esta carga lleva la informacién de la particula incidente, y
por ello, es necesario colectarla. Muchos cuantos de radiacion inciden sobre el

detector, creando una serie de pulsos de carga [24].
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detector Ge(Li)
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Figura 5. Dispositivo experimental tipico para el analisis de PIXE al vacio.

El primer circuito asociado a un detector es el preamplificador, que recoge la
senal (pulso de tension) del detector y aumenta su amplitud hasta un tamario que
pueda ser procesado por el amplificador. El preamplificador se coloca lo mas
préximo posible al detector, por que se trata de minimizar la impedancia capacitiva
del circuito en su totalidad. Otra funcién del preamplificador es la de proporcionar
tensiones de polarizacion necesarias para el detector. Normalmente se lleva a
cabo a través de la resistencia de carga conectada al circuito principal del
preamplificador [27]. El amplificador toma la sefal del preamplificador y la aumenta
hasta un tamano que esté dentro del intervalo dinamico del resto de los aparatos
para el analisis con cierta forma. La forma del pulso es importante para dos cosas:
evitar el apilamiento de los pulsos, que consiste en la suma de dos pulsos si el

tiempo entre ellos es demasiado corto, y la razén sefal-ruido.

El analizador multicanal (Miltichannel Analyzer, MCA), recibe las senales de
diferentes amplitudes provenientes del amplificador, las clasifica segun su
amplitud, y acumula el nimero de pulsos de una cierta altura. De esta manera,

registra el espectro de energia de la radiacion incidente.
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lll. METODOLOGIA

Se aplicaran las metodologias de descomposicion de la materia organica que
ofrezcan una mayor reduccion de masa (cenizas, digestion acida, etc.) y que
combinadas con técnicas de preconcentracién permitan concentrar selectivamente
los elementos traza y metales pesados y obtener mejores limites de deteccién. Los

diferentes tratamientos se presentan en el siguiente diagrama:

| Muestra Leche Fluida }

|

Liofilizacion
Método A Método B Método D Método E Método C
Pastilla l Cenizas | _Digestion ' Cenizas Digestion
(blanco grueso) Acida HNO, Acida HNO;

Pastilla Preconcentracion Preconcentracion Preconcentracion
(blanco grueso) (carbamatos) (carbamatos) (carbamatos)

|

Secar muestras Secar muestras Secar muestras
(blanco delgado) (blanco delgado) (blanco delgado)

J

4
[ Analisis con PIXE 1
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3.1 Material y Reactivos

Las muestras liquidas fueron liofilizadas en una liofilizadora marca Labconco,
modelo 77500 y calcinadas en una mufla marca Lindberg. Las muestras secas y
calcinadas fueron pesadas en una balanza digital modelo Adventurer, marca
OHAUS.

Las digestiones acidas de las muestras se realizaron en bombas de digestion acida
modelo 4744 con capacidad de 45 mL, marca Parr y fueron transferidas a
matraces aforados de 50 mL utilizando micropipetas de (100uL, 1ImL, 5mL). Para
trasvasar la muestra después de aforarla se utilizaron vasos de precipitados de
150 mL. Los valores de pH de las muestras (3,5 a 4) se ajustaron en un

potenciémetro, conductronic pH 120.

Para la agitacion de las muestras se utilizé una parrilla eléctrica de agitacion marca

Lindberg.

Las muestras filtradas se depositaron en filtros marca nucleopore de 25 mm con
diametro de poro de 0.2-0.4 um y sostenidas en soportes plasticos de 2x2
pulgadas, marca GEPE. Para prensar las pastilas se utilizé una prensa

(pastilladora) de 10 toneladas.

Todos los reactivos utilizados son de grado analitico 6 suprapure:

Agua desionizada con un sistema Millipore.

APDC (Ammonium pyrrolidinedithiocarbamate,CsH12N,S,).
DDTC (diethyldithiocarbamate sodium, CsH;oNNaS; 3H;0).
Cuferron.

Oxina.

Acido ascérbico.

Bisulfito.

Propanol.

Solucion de Paladio (Merck).
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HNO3 (acido nitrico).

Agua desionizada.

NH4OH (hidréxido de amonio).

Solucién ICP VIl de 24 elementos, marca MERCK. Conteniendo 100 pg/L de Al, B,
Ba, Be, Bi, Ca Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, K, Li Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Se, Sr, Te, Tly Zn

Datos de la muestra:

Para los métodos A, B, C y D, se utilizo leche ultra pasteurizada baja en grasa
Alpura 2000, en presentacién de 1 L. Lote: V7. Para el método E, se utilizaron
muestras de leche bronca de diferentes origenes. Se estudiaron 11 muestras de
leche; 6 de ellas, procedentes de vacas de establo y las otras 5 procedentes de
vacas de pastoreo. Todas estas muestras fueron colectadas en la localidad de

Mixquiahuala, Hidalgo, en el Valle del Mezquital.

Las vacas de establo son todas aquellas vacas cuya alimentacion (alfalfa,
alimento preparado y agua) esta controlada por los criadores. Por otro lado, las
vacas de pastoreo son aquellas que se alimentan de lo que encuentran a su paso
cuando los criadores las sacan a pastar y beben agua donde la encuentran, en

este caso en los canales de riego.

3.2 Caracterizacion de los meétodos de preconcentracion con
carbamatos:

Para determinar cual de los métodos de preconcentracion de metales pesados
ofrece una mayor recuperacion de éstos, y basado en lo reportado en la literatura

[33]; se ensayaron los siguientes 2 métodos:
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Método 1:

a) Se prepara una solucion de 40 ml agua conteniendo 100 pg/L de 24 elementos
(Solucion patron).
b) Se ajusta el pH de la solucién a 4.
c) Se afiade 1 ml de una solucién de APDC y DDTC al 10% preparada en el
momento de usarla.
d) Se agregan 100 pl de una solucién de Pd a 1000 ppm como coprecipitante y
estandar interno.
e) Se afora a 50 ml
f) Se agita por 5 minutos y se deja reposar por 30 minutos.
g) Se filtra a través de un filtro nucleopore de esteres de celulosa de 0.45 um de
poro.
h) El filtro se seca y se guarda en un desecador, para su posterior analisis con
PIXE.
i) Este procedimiento se realiza para cada muestra.

Método 2:

a) Se prepara una solucion de 40 ml agua conteniendo 100 pg/L de 24 elementos
(Solucién patrén).

b) Se ajusta el pH de la solucién a 3,5 - 4.

c) Se afiaden 30 mg de APDC, 300 mg de acido ascérbico, 20 mg de cuferron, y
15 mg de bisulfito, previamente disueltos en 5 ml de agua desionizada y 30 mg
de oxina previamente disuelta en 2 mL de propanol.

d) Se le agregan 100 pul de una solucion de Pd a 1000 ppm, como coprecipitante y
estandar interno.

e) Se afora a 50 ml.

f) Se agita por 5 minutos y se deja reposar por 30 minutos.

g) Se filtra a través de un filtro nucleopore de esteres de celulosa de 0.45 uym de

poro.
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h) El filtro se seca y se guarda en un desecador, para su posterior analisis con

PIXE.
i) Este procedimiento se realiza para cada muestra.

3.3 Caracterizacion de los métodos de mineralizacion
En este estudio se investigaron los 5 procedimientos descritos en la preparacion de
muestras de leche. Para los métodos A, B, D y E; 100 mL de leche fluida es

previamente liofilizada.

A: Pastilla (blanco grueso).

B: Calcinacion-pastilla (blanco grueso).

C: Digestién acida y preconcentracion de la leche fluida (blanco delgado).
D: Digestion acida y preconcentracion (blanco delgado).

E: Calcinacién y preconcentracion (blanco delgado).

3.4 Preparacion de las muestras

Método A: Pesar entre 0.25-0.5 g de leche liofilizada. Utilizando un pastillador
prensar la leche pesada para obtener una pastilla de aproximadamente 1.5 mm de
grosor, realizar este procedimiento por triplicado. Las pastillas son analizadas con

PIXE como blancos gruesos.

Método B: Pesar 3 g de la muestra liofilizada en un crisol (la muestra no debe
sobrepasar la mitad del crisol) previamente pesado y puesto a tiempo constante
2h. (aprox.) en la mufla a 600°C. Calcinar la muestra, primero con un mechero en
la campana hasta que no se desprendan humos y después meter a la mufla 2h,
cuidando que la temperatura no pase de 550°C. Repetir la operacion anterior si es
necesario, hasta conseguir unas cenizas blancas o ligeramente grises,
homogéneas. Enfriar en desecador y pesar entre 0.25-0.5 g para hacer la pastilla

correspondiente. Realizar el procedimiento por triplicado.
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Método C (digestion acida): Para eliminar la materia organica, una muestra de
leche liquida (3 mL) se somete a una digestion acida con HNO3 al 65% (1:1). La
digestién se lleva a cabo en una bomba de digestion acida durante 4 horas a
150°C en mufla. La solucién obtenida de la digestion acida se preconcentra
mediante la formacion de carbamatos. [33]. Para ello, se trasvasa con micro pipeta
a un matraz aforado de 50 mL y se afora con agua desionizada hasta la marca.
Posteriormente, se trasvasa a un vaso de precipitado y se ajusta pH 4 y sin dejar
de agitar, se adiciona con micropipeta 1 mL de solucion de APDC - DDTC al 1% y
100 pL de Paladio (Pd 1000 pg/ml) como patrén interno. Se mantiene en agitacion
durante 5 minutos (agitacion magnética). Se deja reposar 30 minutos y se filtra a
través de un filtro nucleopore de 25 mm de diametro con diametro de poro de 0.2-
0.4 um. Realizar el procedimiento por triplicado

Se montan los filtros en un soporte plastico de 2 x 2 pulgadas y se almacenan en

un desecador hasta su analisis con PIXE como blancos delgados.

Método D: Pesar 400 mg de leche liofilizada y someterla a digestion acida con 5
mL de HNO3 al 65% La mezcla anterior se digiere en una bomba de digestion
acida como se describe en el método C. La solucion obtenida de la digestiéon acida
se preconcentra mediante la formacion de carbamatos como se describe en el

método C. Realizar el procedimiento por triplicado

Método E: Se sigue el mismo procedimiento para la calcinacion de la muestra
como se menciona en el método B. Una vez calcinada la muestra, se pesan 100
mg de ésta y se disuelve en 1 mL de HNO; al 65%, para después transferirla a un
matraz aforado de 50 mL. Posteriormente aforar con agua desionizada hasta la
marca de aforo y seguir el mismo procedimiento para la preconcentracion de la

" muestra descrito en el método C. Realizar el procedimiento por sextuplicado.
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3.5 Estudio de campo

Para el estudio de campo se colectd 1 L de leche de vacas de pastoreo de
cinco sitios distintos y 1 L de leche de vacas de establo de seis sitios distintos, en
la localidad de Mixquiahuala, Hgo. Las muestras se mantuvieron a =30 °C hasta su

analisis.

3.6 Analisis con PIXE

El analisis con PIXE se llevé a cabo con el acelerador PELETRON NEC 9SDH
de 3 MV. Las muestras de leche (blancos delgados) fueron bombardeadas al vacio
con un haz de protones de 3 MeV con una corriente de 10-20 nA durante 5-10
minutos; las pastillas (blancos gruesos) fueron bombardeadas al aire con protones
de 3 MeV con una corriente de 50 nA durante 5 minutos, los rayos X emitidos
fueron detectados con un detector de germanio Canberra LEGe. Debido a que este
trabajo solo se baso en la deteccidn de elementos pesados y traza fue necesario
colocar un filtro de aluminio de 38 micras de espesor frente al detector para
disminuir las cuentas provenientes de los elementos ligeros. La calibracion del
sistema de deteccion se llevé a cabo utilizando peliculas de Micromatter para
blancos delgados y pastillas de material certificado de leche entera NIST 1835

para blancos gruesos.

3.7 Prueba de Mann Whitney

Para comparar los contenidos de metales en leches de establo y de pastoreo, se
uso la prueba de Mann Whitney. Esta prueba estadistica compara la suma de los
rangos de variaciéon de dos grupos independientes cuando el nimero de muestras
es pequeno (n<10). La interpretacién de la prueba es esencialmente idéntica a la
interpretacion de los resultados de la t student para muestras independientes,
excepto que se basa en la suma de rangos en vez de la suma de las medias. Si se
tienen dos poblaciones continuas independientes X; y X; con medias p1 y p2, ¥
ambas tienen la misma forma y dispersion y sus medias (posiblemente) difieren, la

prueba de la suma de rangos permite probar la hipotesis Ho: p = p2
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de dos métodos de preconcentracion con
carbamatos

Para la preconcentracion de las muestras de leche, se compararon dos
métodos (previamente descritos en la metodologia) y se determinaron los
porcentajes de recuperacién de metales de una solucién patrén (solucién de 24
elementos) con uno y otro. En la figura 6, se muestran los resultados obtenidos
para 15 elementos con ambos métodos de preconcentracion con carbamatos

aplicados a muestras de agua conteniendo 100 ppb de cada elemento.

[__1Método 1
I V' étodo 2

L gl M W |

% de recuperacién en acido

paaal

Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Ga Se Sr Te Ba TI Pb Bi --
Elemento

Figura 6. Grafica del % de recuperacion de elementos en presencia de HNO;.
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La grafica obtenida muestra que el porcentaje de recuperacion fue cercano al
100% con ambos métodos para elementos como el Fe, Co, Ni, Cu, Se y Bi. El Pb
se recuperé en un 100% con el método 2 y en un porcentaje mayor al 60% con el
método 1. El porcentaje de recuperacion para el Zn, Mn, Cr, Bi, Ba, Te, Tl y Sr fue
menor al 20% con ambos métodos. Aunque la grafica muestra un pobre porcentaje
de recuperacion para el Zn, es importante hacer notar que otros experimentos
realizados con concentraciones mayores de este elemento mostraron porcentajes

de recuperacion hasta de un 80%.

Por la simplicidad que implica la preconcentracion de las muestras se opté por

utilizar el método 1 para este estudio.

Cabe mencionar que no se incluyeron en este estudio elementos tales como el
As y Hg que también son importantes debido a su toxicidad. El As no se determin6
ya que no es posible preconcentrarlo con carbamatos. EI Hg aunque puede ser
detectado por PIXE no esta presente en la solucion patrén utilizada, por lo que se
desconoce su comportamiento al ser sometido a los diferentes tratamientos. El Cd
se incluye en este estudio con cierta reserva debido a que los rayos X emitidos por
este elemento tienen una energia muy cercana a la del Pd, el patron interno
utilizado; lo cual interfiere con la deteccion del Cd provocando que la concentracion

de este sea sobreestimada.

4.2 Caracterizacion de varios métodos de mineralizaciéon

Para determinar cual es el mejor método en la preparacion de muestras de
leche que permita mediante su analisis con PIXE, determinar y cuantificar de
manera reproducible la presencia de elementos traza y metales pesados, se

estudiaron varios métodos que se describen en la metodologia.
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Métodos A y B (blancos gruesos)

Los primeros dos métodos involucran un minimo tratamiento de la muestra
para su analisis, y las muestras se analizan como pastillas (blanco grueso).
En estos dos métodos, la muestra de leche fue liofilizada. Una parte de la muestra
se hizo pastilla (método A); y la otra se calciné y se hizo pastilla (método B). En la
figura 7 se muestra un espectro obtenido con una pastilla de leche calcinada.
Algunos elementos como K, Ca, Fe, Ni, Cu, Zn, Br y Sr se distinguen faciimente,

aunque otros tales como Pb, Cr, V, Se y Cd tienen alta incertidumbre asociada.

Energia (KeV)
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ﬁ E
o E
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" L
.E & Ca
@ 10
5 Ca Zn

Canal
Figura 7. Espectro de PIXE para una muestra de leche entera liofilizada y calcinada.

La concentracién obtenida para algunos de los elementos detectados asi como
su desviacion estandar se muestran en la tabla 4 y se comparan con los valores

para otras muestras de leche reportados en la literatura.
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Tabla 4. Contenido de metales (1g/g leche).

Elemento Método A Método B Referencias

| (n=3) (n=3) (ng/ g leche)
1 2 | 3
Fe 134470 71£20 | 178 | 253 | 365
Co 17406  005:001 0004 Nd 0.005
N Nd | 20415 | Nd | Nd 093
Cu 42417 | 10£004 | 07 |057  0.84
Zn | 449:10 | 449:78 | 46 |39.56 | 389
Sr | 224:30 136:21 | Nd | 4 | 54
Pb Nd | 27:21 0019 Nd | Nd

Nd = No detectado.

n: Nimero de muestras analizadas.

1. Estandar de leche desgrasada en polvo, NIST 1549.
2. Estandar de leche en polvo, AIEA 153.

3. Estandar de leche en polvo, AIEA 11.

Ademas de los elementos mostrados en la tabla anterior, en este caso se
detectaron en forma esporadica elementos como manganeso (Mn), selenio (Se),

cadmio (Cd) y cromo (Cr).

La calcinacion de la muestra (método B) reduce la masa por un factor cercano
a 16, aumentando notablemente la sensibilidad y en consecuencia el nimero de
elementos detectados y disminuyendo la dispersion de los datos. En cambio, la
sola concentracion por eliminacién de agua (liofilizacién), aunque permite la
deteccidn de varios de los elementos de interés, tiene asociada una alta desviacion
estandar. Por lo que no es sorprendente que los resultados obtenidos por ambos
métodos difieran notablemente.Comparando los valores obtenidos con el método B
con los valores publicados para otras leches (referencias 1, 2 y 3) mostrados en la
tabla, se observa concordancia en los ordenes de magnitud para el Fe, Cu, Zny
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Sr, pero los resultados obtenidos en este trabajo para Co y Pb son demasiado

altos en relacion a los reportados.

Métodos C y D (blancos delgados)

En estos métodos las muestras de leche en forma liquida (método C) y en
forma sélida (D) fueron digeridas con HNO; y posteriormente preconcentradas con
carbamatos (Ver metodologia). En la tabla 5, se reportan los valores obtenidos
para Fe, Cu, Ni, Co, Zn y Pb, que son los elementos detectados mediante PIXE y
que con excepcion del Zn presentaron un porcentaje de recuperacion cercana al
100% con el método de preconcentracion. También se muestran los valores para

otras muestras de leche reportados en la literatura.

Tabla 5 Contenido de metales (ug/ g leche) en muestras liquidas y liofilizadas digeridas
con HNQO; y preconcentradas con carbamatos.

' ' Métﬁsoc | Metodo D Referencias

| =3) | (=3 | (ng/ g leche)

Gantdad | 3mL (188 mg) | 400 mg '

| Vol. HNO, |3 mL al 32.5% |5 mL al 65% 1 2 |r 3

| Fe | 345:05 | 32:07 | 178 | 18 | 365

co  Nd | Nd | 0004 | 0003 | 0005

NI Nd (003:002 | Nd | 001" | 083
Cu 014t 02 | 1676044 | 07 | 046 | 0.4

. zn | 695:10 | 403:045 | 46 | 28 | 389

P Nd | 191£023 | 0019 | 011 | Nd

Nd = No detectado.

n: Numero de muestras analizadas.

1. Estandar de leche desgrasada en polvo, NIST 1549.
2. Estandar de leche entera en polvo, NIST 8435.

3. Estandar de leche en polvo, AIEA 11.
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Digerir la leche liquida (método C) es un procedimiento atractivo porque reduce
el tiempo de preparacion de la muestra. Por otro lado, la digestion acida de la leche
liofilizada (método D) permite digerir una mayor cantidad de muestra utilizando al

mismo tiempo el acido nitrico (HNO3) a una mayor concentracion.

Lo anterior se refleja en los resultados obtenidos que se muestran en la tabla 5
Cuando la leche se liofiliza previamente a la digestion con HNO3, el nimero de
elementos detectados es mayor que cuando la leche liquida se digiere
directamente. Esto muestra que en efecto, la liofilizacion previa permite aumentar a
mas del doble la cantidad de muestra que se digiere; de tal forma que se tiene una
muestra mas concentrada, facilitando la determinacion de un mayor niumero de

elementos.

Es importante mencionar que a diferencia de los métodos A y B; en los
métodos C y D las muestras ademas de ser digeridas con &cido, son
preconcentradas selectivamente con carbamatos, separando los elementos traza
de los elementos mayoritarios de la leche disminuyendo asi, los limites de

deteccion.

Los valores de Fe y Zn son similares en ambos métodos y del mismo orden
que los valores reportados para otras muestras de leche. El niquel (Ni) se detecto
con el método D y su valor es del mismo orden que el reportado en la referencia 2.

Sin embargo, los valores obtenidos para Cu por ambos métodos discrepan.

Método E (liofilizacién-calcinacién y preconcentracion)

De los resultados presentados en las tablas 4 y 5 se observa que el nimero de
elementos traza detectados aumenta cuando la muestra es calcinada (método B) y
cuando la muestra ademas de liofilizada, es digerida y preconcentrada con
carbamatos (método D). En vista de lo anterior, y considerando que el riesgo de

contaminar la muestra es menor; se decididé combinar estos dos tratamientos. Por
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lo que las muestras liofilizadas se calcinaron y posteriormente se preconcentraron.
El espectro obtenido para este método se presenta en figura 8. Puede verse que la
relacion pico-fondo para los elementos y metales traza es significativamente mayor
que en el espectro de las muestras calcinadas (Figura 7).
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Figura 8. Espectro de PIXE para una muestra de leche entera liofilizada, calcinada y
preconcentrada con carbamatos.

Las concentraciones para Fe, Co, Ni Cu, Zn, Se y Pb se muestran en la tabla 6.

47



Resultados y Discusion

Tabla 6 Contenido de metales en (ug/ g leche) en muestras calcinadas y preconcentradas
con carbamatos.

[Elemento :[ Método E Referencias

| ' (ng/ g leche) | (ng/ g leche)

.'  (n=6) 1 2

\ Fe | 33+017 18 . 365

| co | Nd 0.003* 0.005

| N |0039:0004 001* | 093

[ Cu | 034+002 @ 046 084

| R M R S e

. Zn 23.5+0.38 28 38.9

| se 005+001 | 0.131 Nd

[ Pb | 010£002 @ 0.11 Nd

‘[ Nd = No detectado. -
n: Numero de muestras analizadas.

’ 1. Estandar de leche entera en polvo, NIST 8435.
2. Estandar de leche en polvo, AIEA 11

Los valores son muy semejantes a los reportados en la literatura para otras
muestras de leche entera. Con este método se detectaron elementos tales como el
Se, Ni, Pb presentes en la leche a concentraciones tan bajas como ng/L, que no se

habian detectado con ninglin método anterior.

4.3 Determinacion del factor de concentracion

Para determinar la eficacia de cada uno de los métodos de mineralizacién y
preconcentracion en la preparacion de muestras para su analisis con PIXE, fue
necesario determinar el factor de concentracion que ofrece cada uno de ellos en
este estudio. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 7 y se interpretan

como el nimero de veces que el método permite concentrar la muestra.
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Tabla 7. Factor de concentracion que ofrece cada uno de los métodos en la preparacion

| Deposicion |
sobre filtro |

Muestra
Tratamiento
Reduccion de
masa

Factor de

Solida

Digestion
acida

5.46

concentracion

total

de muestras.

Método B I Método C

Solida | Liquida

Digestion
acida y
preconcen-
tracion

Calcinacion

16 No se

determino

% 44

| Solida

‘ Método D

| Digestion &cida y

Meétodo E

Sélida

Calcinacion y

| preconcentracién | preconcentracion
| {

5.46

161

16

690

Cuando la leche liofilizada se digiere con HNO; y se deja secar sobre un filtro

de teflén (deposicion sobre filtro) la reduccion de masa es de 5 veces. En cambio,

la calcinacion de la muestra liofilizada (método B) permite reducir la masa inicial 16

veces. Evidentemente, la calcinacion resulta un tratamiento mucho mas eficaz en

la reduccién de masa que la digestién acida, lo cual representa una ventaja en este

caso. La calcinacion es un procedimiento que permite eliminar toda la matriz

organica, exponiendo una mayor cantidad de elementos traza; y ademas ofrece

pocas probabilidades de contaminaciéon en comparacion con la digestién acida,

pues al parecer los vapores que se desprenden durante la digestion, entran en

contacto con la bomba y al condensarse contaminan la muestra; de tal forma que

al ser analizadas, presentan altas concentraciones de elementos como Cu y Zn.

Por lo que no es recomendable trabajar bajo esas condiciones.

Comparando los valores del factor de concentracion obtenidos con los

métodos C y D, se observa que cuando se parte de la muestra liofilizada, se puede

obtener un factor de concentraciéon significativamente mayor (161), aunque esto
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implique someter a la muestra a una liofilizacién previa al andlisis. Lo anterior
puede deberse a que una matriz sélida es mucho mas facil de descomponer que
una liquida, pues la interaccién que presenta el acido en la matriz sélida es directa
sobre los componentes de ésta; mientras que en una matriz liquida la primera
interaccion del acido es con el agua presente en ésta, diluyendo la concentracion
del acido empleado y dificultando asi la destruccién “total” de la materia organica.
Para probar todo lo anterior, valdria la pena variar parametros como el tiempo o la
temperatura de digestion y estudiar su efecto en el factor de concentracion.

La liofilizacion previa permite concentrar de manera significativa los elementos
presentes; pues se dispone de una mayor cantidad de muestra seca (400 mg),
asegurando que la concentraci6n final de dichos elementos en el filtro sea mayor al
limite de deteccién que la técnica de PIXE por si sola ofrece. Cuando la digestion
se hace partiendo de la leche liquida el volumen de la bomba limita a 3 mL la

cantidad de muestra, que corresponde en peso seco a 188 mg.

Los datos obtenidos para el método B, indican que cuando la muestra de leche
se calcina, la reduccién de masa que se obtiene es de 16, pero cuando la muestra,
ademas de calcinada es preconcentrada (método E), ofrece una concentracién de
elementos en la muestra estudiada evidentemente mayor que cualquiera de los
metodos estudiados, es decir, que al liofilizar, calcinar y preconcentrar una muestra
de leche, los elementos de ésta se pueden concentrar hasta 690 veces, lo cual se

espera se vea reflejado en los limites de deteccion.

Para corroborar lo reportado en la tabla 7, en la figura 9 se presentan los
limites de deteccién obtenidos para algunos elementos con cada uno de los
métodos estudiados para muestras de leche. Dicha figura ilustra lo obtenido para
los métodos A, B, C, Dy E.
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Método A (pastilla de la muestra liofilizada).

Método B (pastilla de la muestra calcinada).

Método C (digestion acida y preconcentraciéon de la muestra liquida).
Método D (digestion acida y preconcentracion de la muestra liofilizada).
Método E (calcinacion y preconcentracion de la muestra liofilizada)
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Figura 9. Limites de Deteccion (ug/g de muestra seca) para muestras de leche utilizando
diferentes métodos de preparacion de muestras.

Para el andlisis de la grafica anterior, solo se tomaran en cuenta dos
elementos de cada método para los que se obtuvieron el mayor y el menor valor de

LOD.
Cuando el factor de concentracion en la muestra es 1, es decir, cuando la

muestra de leche liquida es liofilizada y analizada como pastilla (método A), sin
mas tratamiento que la liofilizacion, se obtienen valores de LOD entre 1.8 y 7.6
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ug/g, para elementos como el Fe y Br, respectivamente. Sin embargo, cuando la
misma muestra liofilizada se somete a una digestion con acido (método D), se
logra disminuir significativamente el LOD, pues ahora, los valores para los mismos
elementos oscilan entre 0.06 y 0.08 pg/g, respectivamente. La liofilizaciéon (método
A) soélo extrae el agua de la muestra, pero deja intactos los macro componentes
restantes (carbohidratos, proteinas y lipidos). Cuando la muestra se digiere con
acido (método D) la materia organica es eliminada permitiendo concentrar los
elementos de estudio, y obteniendo mejores limites de deteccion en comparacion

con el método A.

Por otro lado, cuando la muestra se calcina y se analiza como pastilla (método
B), se obtiene una reduccién significativa en los LOD. Para el caso del Fe, se
obtiene un valor de 0.78 pg/g para el LOD. En este caso, sin embargo, no es
posible identificar el Br, y el Se ya que se pueden perder durante la calcinacién de
la muestra o bien el LOD es alto para detectarlos. Este método permite la
deteccion de algunos elementos presentes en la muestra en cantidades mucho
mas pequenas que la sola liofilizacion de la muestra (método A), pero a costa de la
pérdida de algunos de ellos. La digestion acida de la muestra liofilizada (método D)
resulta mas efectiva en la disminucién del LOD en comparacién con los métodos A

y B.

Cuando la muestra liquida es digerida con acido (método C) los valores de
LOD para los mismos elementos Fe y Br disminuyen (0.11 y 0.23 png/g,
respectivamente) en comparacion con los valores obtenidos para los métodos A y
B. Aunque se ha demostrado que la digestion acida es uno de los tratamientos
mas efectivos para destruir la materia organica; en este caso es necesario eliminar
el agua de la muestra para obtener mejores limites de deteccion con el mismo

tratamiento quimico (método D).

Por dltimo, se observa que cuando la muestra es calcinada y ademas

preconcentrada con carbamatos (método E); se obtienen valores de LOD mucho
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mas pequefnos que los obtenidos con los métodos anteriores. Para el caso del Fe
se obtienen valores de 0.01 pg/g; mientras que para el Br se obtiene un valor de
0.03 pg/g.

Este método ademas de ofrecer los mejores valores de LOD, evita los riesgos

de contaminacién en comparacién con la digestion acida.

Como se ha podido observar en este estudio; la descomposicién de la materia
organica combinada con la preconcentracion, es un procedimiento adecuado para
la deteccion de elementos traza y metales pesados mediante PIXE, pues se logra
eliminar los llamados macro componentes (proteinas, grasas y carbohidratos,
principalmente) facilitando la deteccién de los elementos de interés. Por otra parte,
la preconcentracién con carbamatos elimina elementos presentes en altas
concentraciones como Na, Ca, K y P permitiendo la precipitacion selectiva de

metales como, Cu, Fe, Zn, Pb, Ni, Ga, Se, Co, entre otros.

4.4 Repetibilidad, intervalo de confianza y porcentaje de

recuperacion
De acuerdo a lo obtenido, se adopté el método de -calcinacion y
preconcentracién (método E) y se probé en la cuantificacion de elementos traza

aplicandolo al estandar internacional de leche entera NIST- 8435.
Para esto se determinaron los siguientes parametros estadisticos:
Repetibilidad 6 coeficiente de varacién (C.V.): Precision de un método analitico,
expresada como la concordancia obtenida entre determinaciones independientes

realizadas por un solo analista, usando los mismos instrumentos y métodos.

Intervalo de confianza (I.C): Intervalo que con un cierto nivel de confianza, contiene

al parametro que se esta estimando.
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Porcentaje de recuperacién (recobro): Cociente porcentual de la cantidad
recuperada de cada elemento con respecto a la cantidad que tiene el estandar .

Las formulas empleadas en los calculos se describen a continuacion:
Media aritmética

y=zy
n

Desviacion estandar

n(Ey)-(Xy)
n(n—1)

Coeficiente de variacion

cv="2 x100
y

Intervalo de confianza para la media poblacional

IC(p) =y tt,,.

to.975, n1= 2.571
n=6

Los valores obtenidos al tratar seis muestras de leche idénticas con el método
E, se muestran en la tabla 8 para elementos tales como Fe, Cu, Zn, Pb, Se y Br.
Los calculos fueron realizados con las férmulas anteriores siguiendo los pasos

recomendados en la Guia de Validacion de Métodos Analiticos [34].
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Tabla 8 Valores del porcentaje de recuperacion, coeficiente de variacion e intervalo de
confianza, para el estandar de leche entera NIST- 8435.

 Elemento %de "'Re,;;t};iii'&;d"i’
recuperacion (C.V. %) ! (.C)
Fe 80 | 115 | 8351126
Cu 92.5 i: 10 | 80-1026
| zn 830 | 41 | 78,6-I86-._7__“_
| Pb 956 | 98 | 82108
Cse 480 | 57 | aaasis
B 0.35 [ 20 | 0.26-043

En general se observa que elementos como el Fe, Cu, Zn y Pb, presentan un
porcentaje de recuperacion aceptable utilizando el método E (liofilizacion,
calcinacion y preconcentracion con carbamatos), lo cual coincide con los valores
de porcentaje de recuperacion que se reportaron para dichos elementos cuando se
preconcentra con carbamatos (Figura 6), excepto para el Zn que se recupera mejor
(83%) cuando la muestra es calcinada previamente. Es importante aclarar que no
sucede lo mismo con elementos tales como el Se y el Br, pues aunque éste Gltimo
no se encontraba en la solucién patrén de 24 elementos; y por lo tanto se
desconoce su comportamiento al preconcentrar con carbamatos, se sabe que
ambos elementos, se pierden durante la calcinacion de la muestra [35]; por lo que,

no es posible recuperarlos ni siquiera al 50%.

El valor de C.V. para elementos como Fe, Cu y Pb se acerco al 10%, mientras
que para elementos como el Zn y Se es alrededor de 5%. En el caso del Br el valor
de C.V fue de 20%, lo cual se explica por la pérdida casi total y evidentemente
inconsistente de dicho elemento. Tomando en cuenta los valores de C.V para los

elementos detectados; de manera general, se puede considerar que la técnica de

55



Resultados y Discusion

PIXE ofrece una mejor repetibilidad cuando las muestras se preparan utilizando el

meétodo E

En la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos al analizar el estandar y el
error asociado entre las réplicas. También se muestran los valores certificados, asi

como el porcentaje de recuperacion.

Tabla 9. Concentraciones (en ug/g) obtenidas mediante PIXE de los elementos traza en
leche entera NIST- 8435.

Elemento |  Estandar Valores ? % de
analizado® reportados® | Recuperacion
(n=6) I
Mn | 0,091+ 0.0135 | 0,17 £ 0.005 ‘ 52.94
~ Fe | 1,907 +0.2708 ! 1.8+1.1 I 105.5
~ Co | Nd | 0003 | @ —— )
Ni T ] - 270
- 0,027 £ 0.004 | 0.01* sobre estimado
Cu 0425+00405 | 046+008 91.3 B
Zn | 123 263+09729 | 28+31 | 82.85
Se ' 0,063 +£0.0102 0 131+0.014 (46 15 (se pterde)
Br I D 072 + D 0159 . 20+10 ’V 0 35 (se pserde)
a5 : S
Cd j 0 085 + 0. 1668 0,0002* sobre estlmado
Pb | 0,106 +0.0237 | 0,11+0.05 | 90.9
Nd: No detectado
n: Nimero de muestras analizadas.
| Estandar de leche entera en polvo, NIST 8435.
* Valores no certificados.
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Comparando los resultados experimentales obtenidos al analizar el estandar
mediante PIXE con los que se reportan para éste, se obtienen porcentajes de
recuperacién del 90% para elementos como el Pb y Cu; del 82% para el Zn, del
105% para el Fe y del 50% para el Mn. Es de hacer notar que el porcentaje de
recuperacion para el Mn, Zn y Pb en estos experimentos de calcinacion y
preconcentracién con carbamatos, es mayor que en el experimento realizado con
el estandar de 24 elementos (Figura 6). Cabe mencionar que la concentracion total
de cada elemento en la muestra original de la Figura 6 era de solo 5 ng mientras
que en el caso del estdandar de leche, la concentracion antes de Ila
preconcentracion era mucho mayor, lo que facilita la accion quelante de los
carbamatos. El Co no se detectd, pues la concentracion en la que dicho elemento

se reporta en la estandar es muy pequena.

Aunque el porcentaje de recuperacion de un metal, dependa directamente de
la concentracion que haya de éste en la muestra, es importante considerar el tipo
de tratamiento que se le da a ésta para evitar la pérdida de algunos elementos de
interés. Hay elementos como el Cd, Se y Br que se pierden parcialmente durante la

calcinacion de la muestra; por eso no es posible recuperarlos al 100% [35].

En este caso en particular, el Cd se reporta como sobre estimado y no como
perdido, debido a que en la preparacion de la muestra se utiliza Pd como patrén
interno. Lo anterior se debe a que tanto el Cd como el Pd tienen energias de
emision de rayos X muy cercanas entre si. De tal forma, que al analizar el espectro
obtenido de PIXE para cuantificar el area bajo los picos; buena parte del area
correspondiente al pico del Pd, se cuantifica como Cd. Esto puede corregirse
utilizando otro elemento como patrén interno que tenga una energia mas grande o

mas pequena que la de Cd, en este caso.
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4.5 Analisis de elementos traza en muestras de leche de vacas de
establo y de pastoreo colectada en el Valle del Mezquital.

Para completar nuestro estudio, la metodologia adoptada (método E) fue
aplicada a un estudio de campo en el que se determind la presencia de metales
traza mediante PIXE, en leche de vacas de establo y de pastoreo recolectada en

Mixquiahuala, Hgo., en el Valle del Mezquital.

Esta es una region donde se usa el agua residual de la ciudad de México
desde hace mas de 100 afos para fines agricolas. Los suelos de este valle
presentan altos contenidos de metales pesados, siendo el Cu uno de los metales

mas concentrados el cual se encuentra a niveles considerados como

potencialmente tdxicos [36].

Las vacas de pastoreo se alimentan de alfalfa y zacate cultivado en la zona y
llegan a beber agua de los canales de riego que transportan el agua residual. En
cambio las vacas de establo son alimentadas con férmulas comerciales que
ademas de zacate y alfalfa contienen cereales y melazas. El objetivo de este
estudio consisti6 en comparar el contenido de metales pesados en leche de
establo y de pastoreo y determinar si la leche de vacas de pastoreo contiene
metales pesados a concentraciones tales que su consumo constituye un riesgo a la

salud.

Los resultados obtenidos para Fe, Ni, Cu, Zn, Se y Pb se muestran en la tabla
10.
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Tabla 10. Contenido de metales en (ug/g leche). Muestras liofilizadas, calcinadas y
preconcentradas con carbamatos.

Elemento | Método E Referencias
/ g lech
| Establo ! Pastoreo : (pg_ g'_(_ec“i‘,f Ty
| :

I T e T R S A
| Fe 282+050 | 233+067 18 253 | 365
| Ni | 006+003 004040003 001 | Nd | 093
IEE PR Mgt o BR Sde ns - : i
. Cu | 033+006 | 021+0.03 0.46 | 057 f 0.84
J Zn 121.90+2.04 | 26.47+2.80 | 28 | 39.56 [ 38.90
e St —_—
| Se 0.050 + .003 | 0.051 + 0.005 0.131 ! [
——— ) e
! Pb 10.084+0.03 | 005+0.01 | 0.1 i Nd f Nd
| Nd=Nodetectado. - .
: n: Numero de muestras analizadas.
‘ 1. Estandar de leche entera en polvo, NIST 8435.

2. Estandar de leche en polvo, AIEA 153.

3. Estandar de leche en polvo, AIEA 11

Para comparar los niveles de los elementos en ambos tipos de leche se realizd

un analisis estadistico usando la prueba de Mann-Whitney (Ver metodologia). Esta

prueba compara los rangos de variacién de cada elemento en ambos grupos. Los

resultados se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11 Prueba de Mann Whitney para comparar los rangos de variacion de los
elementos presentes en la leche de vacas de establo con la de vacas de pastoreo.

; Promedio SRuan':; : : Promedio S;;::::
i | Elemento Establo pastoreo p
_____ | Establo i _E—Fia_storeo L

Fe 2.82+0.50 42 2.33+0.67 24 0.2733
Ni 0.06 + 0.03 22 0.040 + 0.003 33 0.2477

f e 0.33+0.06 50 0.21+0.03 16 0.0105

| Zn 21.90+2.04 18 26.47 +2.80 37 0.0465
Se 0.050 + .003 35 0.051 + 0.005 30 ' 0.9265
Pb 0.084 + 0.03 3'"}_—_ 0..(_);4:0‘01 17 0.0361

* La diferencia entre los promedios es significativa cuando p< 0.05

Los valores mostrados en la tabla anterior indican que la concentracién de Cu
es significativamente mayor (p= 0.010) en la leche de vacas de establo que en la
leche de vacas pastoreo. El Pb también es significativamente mayor en la leche de
establo (p= 0.036) pero los rangos de variacion son mas altos en este grupo (0.05
a 0.11 pg/g) lo que hace que el factor de diferencia se encuentre en la linea de la
diferencia significativa con 95% de confianza. El Zn esta presente a una
concentracion significativamente menor (p<0.5) en la leche de vacas de establo
que en la de vacas de pastoreo, pero al igual que el Pb, la diferencia se encuentra

en la linea de la diferencia significativa.

Un nivel de Cu mayor en la leche de vacas de establo es sorprendente si
tomamos en cuenta que los suelos del Mezquital presentan altos niveles de Cu

[36]. Sin embargo, es importante mencionar que las férmulas con las que se
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alimentan a las vacas de establo, ademas de cereales, melaza y oftros
componentes, pueden contener gallinaza o pollinaza (excremento de gallina o de
pollo) que contiene coxidiostaticos, antibiéticos ricos en Cu [37]. Ahora bien, los
niveles de Cu encontrados en la leche de ambos grupos es menor que los niveles
reportados en otras leches, como se muestra en la tabla 10, lo que refleja que
aunque el alimento o los suelos contengan altas concentraciones de Cu, éste no se

concentra en la leche.

Las vacas de pastoreo de la zona de Mixquiahuala estan aparentemente
expuestas a una mayor contaminacion ya que se alimentan de todo lo que
encuentran a su paso durante el pastoreo. Estudios anteriores han mostrado la
presencia de altas concentraciones de plomo en alfalfa cosechada en la zona [36].
Por lo tanto también se esperaba encontrar una mayor cantidad de Pb en esta
leche Sin embargo, como se muestra en la tabla 10 el nivel de Pb en ambos tipos
de leche esta por debajo de los limites maximos permisibles de dicho metal
establecida en la norma oficial mexicana para leche de vaca pasteurizada (0.11
mg/Kg, NOM-091-SSA1-1994).

Los resultados muestran que independientemente de los niveles ingeridos de
Cu y Pb por ejemplo, la excrecion de estos elementos a través de la leche no es un
mecanismo importante. Lo anterior, probablemente se deba a que en los animales
de abasto como las vacas, el plomo se acumula especialmente en higado y
rinones debido a la capacidad de dichos 6rganos para acumular este tipo de

elemento en el animal vivo.
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V. CONCLUSIONES

v En este trabajo se estudiaron varios métodos de preparacion de muestras
que en combinacion con la técnica de PIXE permitieran la deteccion y

cuantificacion de elementos traza en muestras de leche entera de vaca.

v El tratamiento de las muestras de leche que incluye la liofilizacion,
calcinacién y preconcentracion con carbamatos combinado con el andlisis
mediante PIXE, cumple con las expectativas del estudio ofreciendo la
posibilidad de detectar metales como el Fe, Cu, Ni, Zn y Pb con un buen
limite de deteccion en muestras de leche cruda en su forma liquida. Otros
elementos como el Se y Br pueden ser detectados por la técnica de PIXE,
sin embargo son elementos que pueden perderse parcialmente durante la
calcinacion, por lo que es importante tener en cuenta su nivel de
recuperacién. El potencial de la metodologia para la deteccion de Cd no
pudo ser explorado, ya que el estandar interno que se usé durante la

preconcentracion interfiere con la deteccion de este elemento.

v La concentracion a la que se encuentren los elementos traza y metales
pesados en una muestra, determinaran la cantidad que se pueda recuperar
de éstos. Sin embargo, es importante considerar qué elementos se quieren
determinar para elegir el tipo de tratamiento que se le dara a la muestra, y
evitar aquellos que provogquen la posible pérdida de los elementos de

interés.
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El procedimiento desarrollado (método E) eliminé fuentes de contaminacién
(como lo es el uso de acidos fuertes y las bombas de digestion) y los
resultados obtenidos con el estandar de leche fueron satisfactorios para la

mayoria de los elementos estudiados.

El estudio estadistico realizado con el estandar de leche entera NIST 8435
permiti6 demostrar que la metodologia de preparacion de las muestras de
leche combinada con el andlisis mediante PIXE ofrecen buena repetibilidad,

exactitud y precision.

La viabilidad de PIXE en la determinacion y cuantificacion de los elementos
traza y metales pesados en leche, se ha podido demostrar para algunos
elementos que son importantes tanto por su interés toxicoldgico como

nutricional (Fe, Cu, Zn, Se, Pb, etc).

Los resultados obtenidos en el estudio de campo muestran que aunque los
suelos del valle del Mezquital contienen metales pesados a concentraciones
elevadas, estos no se transfieren a la leche en concentraciones tales que
presenten un riesgo para la salud humana, ya que los niveles detectados
son mucho menores que los limites establecidos por la norma oficial (NOM-
091-SSA1-1994) y comparables con los niveles reportados en la literatura

para otras muestras de leche.

Aunque el uso de PIXE en este tipo de estudios requiere el acceso a un
acelerador de particulas, las ventajas que esta técnica ofrece para el
analisis elementos traza en alimentos (analisis multielemental, rapido, no
destructivo y de alta sensibilidad para la mayoria de los elementos de la
tabla periédica), justifica la continuacion en el desarrollo de este tipo de

técnicas aplicadas al estudio de alimentos.
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