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1. Resumen.

Ademas de ser parte importante de la dieta humana, el pescado es un buen indicador de la
contaminacién por metales traza en los ecosistemas acudticos, dentro de este grupo de
elementos de encuentran el cromo y el selenio, éstos se encuentran presentes en
hormonas, vitaminas, enzimas y otras proteinas con funciones bioldgicas particulares. Una
deficiencia de los mismos trae como consecuencia desérdenes metabdlicos que son
atribuidos a la ausencia o decremento de la actividad de algunas enzimas implicadas en el
metabolismo.

Los metales presentes en ecosistemas acuaticos pueden ser de origen natural, provenientes
de rocas y del suelo o bien derivados de las actividades humanas, incluyendo la industria,
las aguas residuales domésticas, descarga agricola, mineria, eliminacién de residuos sélidos
y la deposicidon atmosférica.

El objetivo del presente estudio fue desarrollar la metodologia analitica para la
determinaciéon de cromo y selenio en muestras de musculo de pescado (Oreochromis
niloticus), recolectadas en dos municipios de Veracruz (Tlacotalpan y Acula).

En Acula se encuentra la Laguna El Salado, la cual es la propuesta de sitio contaminado
debido a que recibe aporte de descargas directas de los ingenios azucareros San Cristébal y
San Gabriel a través del Canal Candalloa. Por otra parte, en Tlacotalpan (Patrimonio cultural
de la humanidad) se encuentra la Laguna Lagartera, donde se espera que los niveles de
contaminacién sean mas bajos, al ser un lugar mas conservado.

El tratamiento quimico se realizé mediante una digestidon, en sistema cerrado, con HNO3
(concentrado) Y H202 (30%). La determinacién de ambos elementos se llevé a cabo mediante
espectrometria de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS).
Durante el desarrollo de la metodologia se evaluaron los siguientes pardametros de
desempeiio: exactitud y precision, limite de deteccidn instrumental, limite de cuantificacion
instrumental, intervalo lineal e intervalo de trabajo.

De manera general, se obtuvieron valores de % error relativo y %RSD menores al 20% en
los tres materiales de referencia certificados (DORM-4, DOLT-4 y TORT-2), empleando las
siguientes parejas isétopo analito/ estandar interno: 82Se/%%Y y >3Cr/’*Ge. Por lo tanto, la
metodologia resultd ser exacta y precisa para la determinacion de ambos analitos.

Los limites de deteccidn y cuantificacion instrumentales para cromo fueron de 3.67y 7.47
ug/L, mientras que para selenio fueron de 0.18 y 0.49 pg/L, respectivamente.

EL intervalo lineal para la determinacién de cromo fue de 10-120 pg/L. Para selenio se
obtuvo un intervalo lineal de 5-150 pg/L.



El intervalo de trabajo para cromo fue de 7.47-80.56 pg/L, mientras que para el selenio fue
de 0.49-286.98 ug/L.

Una vez que la metodologia fue desarrollada, se procedid a analizar 60 muestras que fueron
recolectadas en la laguna de La Lagartera (Tlacotalpan) y la laguna El Salado (Acula). Los
rangos de concentraciones encontradas fueron: [0.40-0.62] y [0.21-0.71] mg/kg de Cr, y de
[0.39-3.20] y [0.17-4.44] mg/kg de Se, para las muestras de Tlacotalpan y Acula,
respectivamente.

Finalmente, los intervalos de concentracién obtenidos, se compararon con datos
reportados en la literatura y con lo establecido por distintas legislaciones (México, Unién
Europea y Estados Unidos).



2. Objetivos.

2.1 Objetivo general.

Desarrollar la metodologia analitica para la determinaciéon de cromo y selenio en
musculo de pescado, mediante Espectrometria de Masas con fuente de ionizacién
por Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-MS), y su posterior aplicacion a
muestras reales procedentes del estado de Veracruz.

2.2 Objetivos particulares.

Optimizacion de las condiciones analiticas e instrumentales.

[) Propuestay seleccion de los isétopos analitos.

[I) Identificacidon de las interferencias poliatdmicas e isobaricas potenciales, asi
como la minimizacion y/o correccion de las mismas.

[ll) Propuestay seleccidn de los estandares internos.

Evaluacion de los pardmetros de desempefio del método.

) Evaluacién de la exactitud y precision.
) Evaluacién de los limites de deteccidn y cuantificacién instrumentales.
1) Evaluacién del intervalo lineal y de trabajo.

Aplicacién de la metodologia desarrollada a muestras reales.

) Evaluacién de la concentracion de Cr y Se, presente en el musculo de
moijarra tilapia, procedentes del estado de Veracruz.

) Comparacién de los resultados obtenidos de las muestras con los
reportados en literatura nacional e internacional.

1) Determinar si las concentraciones de cromo y selenio encontradas en las
muestras, se encuentras por debajo de los limites establecidos por
normatividad nacional e internacional.
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3. Hipétesis.

) La optimizacidn de las condiciones instrumentales, junto con la correcta eleccién
de los is6topos, estandar interno y analito, permitird obtener valores aceptables

de precision y exactitud en las mediciones analiticas.

1) Los niveles de cromo y selenio en musculo de las muestras estaran dentro del

intervalo de concentraciones reportadas en literatura nacional e internacional.

1) Las concentraciones de cromo y selenio en musculo para las muestras de
Tlacotalpan, serdan menores que las encontradas para las muestras procedentes

de Acula.

V) Las concentraciones de cromo y selenio se encontraran en niveles inferiores o

cercanos a los establecidos por la normatividad nacional e internacional.

11



4. Marco teoérico.
4.1 Minerales presentes en alimentos.

El pescado es una importante fuente de proteinas de origen animal, y vitaminas. Su
consumo esta ampliamente distribuido a nivel mundial debido a su alto contenido de
proteina, bajo contenido de grasa saturada y porque ademads, estan presentes acidos grasos

omega reconocidos por contribuir a mantener una buena salud.

Histéricamente, los minerales se han clasificado como principales o trazas, dependiendo de
su concentracidon en vegetales y animales. Esta clasificacidon surgidé debido a que los métodos
analiticos no permitian determinar concentraciones mas bajas de los elementos, con mucha
precision. Entonces, el término traza se utilizaba para indicar la presencia de un elemento
que no podia medirse de manera precisa. Hoy en dia, los métodos e instrumentos modernos
permiten medidas muy precisas de practicamente todos los elementos de la tabla periddica.
No obstante, los términos principal y traza se siguen empleando para describir los minerales

presentes en los sistemas biolégicos (Fennema, 2000).

Los elementos traza incluyen el hierro, yodo, fltor, zinc, selenio, cobre, manganeso, cromo,
molibdeno, cobalto y niquel. Estos se encuentran presentes en hormonas, vitaminas,
enzimas y otras proteinas con funciones bioldgicas particulares. Una deficiencia de los
mismos trae como consecuencia desdrdenes metabdlicos que son atribuidos a la ausencia

o decremento de la actividad de algunas enzimas implicadas en el metabolismo.

La concentracién de un nutriente en los alimentos no es necesariamente un indicador fiable
del valor de dicho alimento como fuente del nutriente en cuestidn. La biodisponibilidad se
define como la proporcién de nutriente en el alimento ingerido que resulta asequible para
su utilizacion en procesos metabdlicos. En el caso de los nutrientes minerales, la
biodisponibilidad esta determinada en primera instancia por la eficiencia de la absorcién
desde el lumen intestinal a la sangre. En algunos casos, sin embargo, los nutrientes

absorbidos pueden estar en forma no utilizable.

12



Ademas de ser parte importante de la dieta humana, el pescado es un buen indicador de Ia
contaminacién por metales traza en los ecosistemas acudticos. La alta toxicidad,
bioacumulacién y persistencia en el ambiente de algunos metales hacen que sean

peligrosos afectando la salud de los organismos involucrados en la cadena alimenticia.

Los metales presentes en estos ecosistemas pueden ser de origen natural, provenientes de
rocas y del suelo o bien derivados de las actividades humanas, incluyendo la industria, las
aguas residuales domésticas, descarga agricola, mineria, eliminacién de residuos solidos y

la deposiciéon atmosférica (Djedjibegovic y Larssen, 2012).

4.2 Cromo.

El cromo es un nutrimento que se encuentra en la naturaleza en combinacidn con otras
sustancias; esta distribuido por toda la corteza terrestre. De los estados de oxidacidn
mas importantes en cuanto a sus efectos sobre la salud humana, las formas mas

importantes son la trivalente (Cr3*) y la hexavalente (Cr®*).

La forma trivalente es la mds estable y biolégicamente activa, es también la forma en
la que se encuentra en los alimentos y es indispensable para el metabolismo humano.
Por otro lado, la forma hexavalente, es un fuerte oxidante que proviene principalmente
de fuentes industriales tales como la manufactura del acero inoxidable, pigmentos y
cromatos, entre otros. Consumido en pequefias cantidades, es reducido a Cr3+ por el
ambiente acido del estdmago. Cuando es inhalado produce irritacién y se le acepta

como un agente carcinogénico.

4.3 Selenio.

Es un oligoelemento esencial para los mamiferos. En los alimentos suele estar almacenado

en forma de andlogos de aminoacidos azufrados como la L-selenometionina, la L-
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selenocisteina y L-selenocistina los cuales pueden ser incorporados a las proteinas (Lucas y

Valle, 2000).

La actividad bioldgica del selenio estd mediada principalmente a través de las seleno-
proteinas respectivas e incluye acciones antioxidantes, la activacion y la degradacion de las

hormonas tiroideas y la mejora de la inmunidad.

Entre los sintomas de intoxicacidn por selenoaminoacidos (“enfermedad alcalina”) estan:
dermatitis, fatiga, mareo, pérdida de cabello y ufias (o pezuiia en el caso de los bovinos),

problemas gastrointestinales, ictericia y caries.

Aunque el envenenamiento por selenio o selenosis es muy raro se han presentado algunos
casos de toxicidad humana por ejemplo, selenosis cronica endémica en personas de origen
chino que consumieron cultivos con alto contenido de este elemento, se estimé que la
ingesta media fue de 5 mg/dia. Se observaron efectos como deformacién de las ufias,

pérdida del cabello y lesiones cutaneas (Zwolak y Zaporowska, 2012).

4.4 Sitios de recoleccion de muestras.

En la region del Papaloapan se produce una gran cantidad de Tilapia seglin datos recabados
del censo mas reciente de la SAGARPA (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacidn) a través de CONAPESCA (Comisién Nacional de Acuaculturay
Pesca) del anuario 2010, donde reportan que la produccidn a nivel nacional fue de 77,702
ton (de los cuales 757 ton fueron producidas en Oaxaca y 14,836 ton en Veracruz); asi la

produccion en la cuenca representd un 20 % de la produccion nacional (Lorenzo, 2011).

La Cuenca Baja del Papaloapan también conocida como El Sotavento Veracruzano es parte
de las once regiones del Estado de Veracruz. Se encuentra en la extensa comarca bafiada
por el rio Papaloapan a partir de una altura maxima de los 10 metros sobre el nivel del mar

en el municipio de Otatitlan que limita con el estado de Oaxaca.

El territorio es abarcado por el rio Papaloapan desde su entrada hasta su desembocadura.

14



El Sotavento Veracruzano (figura 1) esta formado por Acula, Alvarado, Amatitlan, Carlos A.
Carrillo, Cosamaloapan, Chacaltianguis, Ignacio de la Llave, Ixmatlahuacan, Otatitlan,
Tlacojalpan, Tlacotalpan, Tlalixcoyan, Tres Valles, Tuxtilla, Cotaxtla y Tierra Blanca (Imagen
1). En conjunto estos municipios tienen una longitud norte que va de los 18° 10" a los 18°

50" y una Longitud oeste que es de 95°44" a 96° 39’

Camaron de
Tﬂog‘
Carrillo Puerto |
Jamapa
Cotaxtia
Tlalixcoyan'

— Ignacio de la Llave

Carlos A, Carrillo
Chacaltianauis

Figura 1. Sotavento veracruzano (Subsecretaria de Medio Ambiente del Estado de

Veracruz, 2000)

En Acula se encuentra la Laguna El Salado, la cual es la propuesta de sitio contaminado
debido a que recibe aporte de descargas directas de los ingenios azucareros San Cristébal y
San Gabriel a través del Canal Candalloa.

Mientras que en Tlacotalpan podemos encontrar a la Laguna Lagartera, donde se supone,
hay menos contaminacién, debido a que esta laguna permanece aislada de fuentes

antropogenicas de contaminacion.
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4.5 Descripcion de la Tilapia (Oreochromis sp.).

La Tilapia (Oreochromis sp.) es un pez nativo de Africa cuyo cultivo se inicié en 1820. De este
continente se ha extendido a gran parte del mundo, siendo considerada la tercera especie
mas cultivada después de las carpas y los salmdénidos. La Tilapia se encuentra representada
aproximadamente por 100 especies, muchas de ellas han sido introducidas en diversos
paises del mundo. Esta especie es resistente a enfermedades, se reproduce con facilidad,
consume una gran variedad de alimentos y tolera agua con bajas concentraciones de
oxigeno disuelto. Comunmente, es cultivada en estanques, jaulas y arrozales inundados. La
mayoria de las especies de Tilapia pueden crecer en agua dulce y algunas se adaptan al agua
de mar, donde pueden alcanzar un peso de unos 3 kg, el peso comercial es de 230 g en
promedio. Todas estas caracteristicas hacen que la Tilapia sea una especie de cultivo apta

en la mayoria de los paises en vias de desarrollo.

En México en el aiio 1964, la Direccidn General de Pesca, del entonces Instituto Nacional de
Investigaciones Bioldgico Pesqueras (hoy Instituto Nacional de la Pesca), introdujo a la
Tilapia procedente de Auburn, Alabama, EUA. La cual fue depositada en la estacidn piscicola
de Temascal, Oaxaca (Morales, 2003). Las especies que se incluyeron en aquel tiempo
fueron T. aurea, T. melanopleura y T. mossambica. Posteriormente, en 1978, se introdujo
la T. nilotica. En 1981, se introduce una variedad de Tilapia roja, esta especie se origind

como resultado de las siguientes cruzas:

a) 0. mossambicus y O. niloticus en Taiwany

b) T. mossambica y T. urolepis hornorum provenientes de Florida, EUA.
En 1986, llegd a México la Tilapia nilotica roja procedente de la Universidad de Stirling en
Inglaterra, con dos variedades, negra y roja, depositandose en Zacatepec, Morelos

(Lorenzo, 2011).
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4.6 Espectrometria de Masas con fuente de Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-MS).

Para el andlisis de metales que se encuentran en concentraciones a nivel de trazas, es
necesario contar con técnicas de analisis que sean capaces de cuantificar con precision y
rapidez una amplia variedad de elementos. Desde principios de los afios ochenta, la técnica
de ICP-MS se ha desarrollado hasta convertirse en una de las técnicas mdas importantes para
el analisis elemental, debido a sus bajos limites de deteccidn para la mayoria de los
elementos, su alto grado de selectividad y su razonable buena precisidon y exactitud. Esta
técnica es aplicable a muestras tan diversas como lo son: muestras bioldgicas, clinicas,

geoquimicas, de farmacos, entre otras (Morton, 2009).

La técnica ICP-MS combina una fuente de ionizacidon de plasma con la espectrometria de
masas. El principio consiste en transportar la muestra en forma de aerosol hacia la fuente
de ionizacidn, que consiste en un plasma generado por una fuente de radiofrecuencia, en
donde la muestra es atomizada y ionizada. Posteriormente los iones positivos son dirigidos
al espectrometro de masas donde, con ayuda de un analizador de masas, se obtiene la
relacion masa-carga (m/z) de los iones al pasar por un sistema de deteccién (Torres, 2013).
Cabe mencionar que el ICP opera a presidén atmosférica y a alta temperatura mientras que
el espectrémetro de masas requiere alto vacio y una temperatura ambiente, por lo tanto,

se necesita una interfase para reducir la presién y la temperatura.

La descripcién del equipo de ICP-MS puede dividirse en las siguientes partes:
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4.7 Sistema de introduccion de muestras.

La introduccidn de las muestras es un paso critico para el andlisis ya que si el flujo de la
muestra no es continuo pueden presentarse errores experimentales en las mediciones. La
muestra puede ser introducida al plasma como gas, liquido o sélido. Para las muestras
liquidas, lo mas comun es la generacidn de un aerosol mediante un nebulizador neumatico
o ultrasonico.

Si bien existen diferentes tipos de nebulizadores, su principio de funcionamiento es
basicamente el mismo.

Entre los mds comunes se encuentran el nebulizador concéntrico neumatico y el
nebulizador de flujo cruzado.

En el proceso de introduccion se utiliza una bomba peristaltica (figura 2), que por succién
auxilia la entrada de la muestra liquida con una manguera de aproximadamente 2 mm de
didmetro. La muestra liquida llega al nebulizador de flujo cruzado (figura 3) donde se inyecta
el gas nebulizador (por lo general argén) a alta velocidad con el objetivo de formar un
aerosol. El aerosol llega a la cdmara de nebulizacidon en donde las gotas que tienen un
diametro mayor a 100 um son drenadas debido a que si éstas llegaran al plasma lo enfriarian
provocando una reduccion en la precisién y un aumento de interferencias (Fosgard, 2007).
Sélo alrededor del 1% de las gotas se transportan a través de un pequeiio tubo de inyeccion

en la antorcha del ICP hasta llegar al plasma.

Rodillos
Direccién de

rotacion

Figura 2. Bomba peristaltica (Perkin Elmer,2005)
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re | e Gas argdn

Muestra liguida
(bombeada)

Figura 3. Nebulizador de flujo cruzado (Sabine, 2007).

4.8 lonizacion de la muestra.

El plasma inductivamente acoplado tiene la finalidad de deshidratar la muestra, atomizarla
(romper su estructura molecular), excitar los &tomos presentes y por ultimo ionizarlos; esto
se logra gracias a las temperaturas de entre 6000 a 10,000 K que alcanzan este tipo de

plasmas.

Un plasma se define como un gas ionizado, es decir, una mezcla gaseosa que posee una
concentracion significativa de iones y de electrones. Si el gas empleado es argdn entonces,

debera establecerse el siguiente equilibrio:

- + -
Ar+e — Ar +2e Ecuacion 1.

Para obtener un plasma es necesario contar con una fuente de energia externa que
provoque la ionizacién del gas y lo mantenga estable.
El plasma ICP se forma al iniciar la excitacion del gas con la aplicacién de un campo de radio

frecuencia en la bobina de Tesla que rodea la antorcha. Los electrones provenientes de la
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descarga colisionan con los atomos neutros del argdn ionizandolos. Los iones y electrones
contindan colisionando hasta alcanzar un plasma estable (Sabine, 2007).

El plasma de argdn es adecuado debido a que su primera energia de ionizacidon es
relativamente alta (1520 kJ/mol). Lo cual permite la ionizacién de mas de 90% de los
elementos de la tabla periddica, sélo con las excepciones de He, F y Ne debido a que tienen

una energia de ionizacién mayor que la del argoén.

4.9 Region de la interfase.

La introduccidn de los iones que se generan en el plasma dentro del sistema de deteccion
presenta una dificultad: el plasma inductivamente acoplado opera a presién atmosférica,

mientras que el discriminador de masas y el detector estdn en un espacio a alto vacio.

Debido a que los requisitos de presidon son diferentes, el equipo incluye una regién de
interfase que transfiere los iones del plasma al espectrometro de masas a través de
reduccidn de la presion.

Una vez que la muestra se ioniza, los iones pasan a través de la interfase hacia el analizador
de masas. En este paso los iones pasan de presion atmosférica a baja presién, esto se logra
al tener el plasma alineado horizontalmente con el cono de muestreo o “sampler”
(generalmente de niquel, cobre o platino con un didmetro de 0.8-1.2 mm). Los iones pasan
a través de este cono de muestreo y después por el cono discriminador o “skimmer” (con
didmetro de entre 0.4-1 mm) los cuales estan alineados con el plasma. Entre ambos conos
existe un vacio (aproximadamente 2 torr), que es generado por una bomba mecdnica,
donde la mayoria de los atomos de argdn se eliminan por el vacio producido en la zona.

(figura 4) (Torres, 2013).
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Figura 4. Interfase del equipo ICP-MS (Torres, 2013).

Después de que los iones abandonan el cono discriminador, se dirigen hacia el analizador
de masas, donde se encuentran con el filtro de fotones, en donde éstos, se frenan.

Posteriormente los iones positivos y negativos pasan por una zona de baja presidon
(aproximadamente 107 torr) en donde se produce la separacion de carga y los electrones
se difunden rapidamente, resultando un flujo de iones de carga positiva, estos iones pasan

por las lentes idnicas (figura 5).
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Figura 5. Lentes idnicas (Torres, 2013).

Las funciones de estas lentes son (Rodriguez, 2001):
a) Realinear los iones para ser transmitidos eficientemente hacia el analizador de
masas.
b) Atrapar a los fotones y especies energéticamente neutras (emitidos por el plasma)
para eliminar el ruido que pueden originar si alcanzan el detector.
Finalmente los iones positivos se siguen manteniendo realineados hasta alcanzar una

rendija la cual conecta con el analizador cuadrupolo.
4.10 Analizador de masas cuadrupolar.

El analizador de masas mds empleado es el cuadrupolo electromagnético (figura 6). Esta
formado por cuatro barras metdlicas cilindricas paralelas en forma equidistante, dos de
ellas estan cargadas positivamente y las dos restantes cargadas negativamente. Las barras
se someten a una combinacién de corrientes continuas y alternas de tal manera que
cambian su polaridad de manera continua, debido a esto los iones se mueven circularmente

a través del eje de cuadrupolo.
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Los iones se separan segun su relacion masa carga (m/z), por lo que, bajo condiciones dadas
de corriente alterna y directa, los iones de una relacién m/z especifica pasaran a través del

analizador y llegaran al detector.

//

7

e

UsVcosmt
U-voltaje dc
Ucostvoltaje rf

Figura 6. Analizador de masas cuadrupolar (Sabine 2007).

4.11 Sistema de deteccion de iones.

Cuando los iones separados dejan el sistema analizador de masas son recolectados y
detectados usando un sistema de deteccién de iones apropiado el cual estd localizado
dentro de la regidn que se encuentra a ultra alto vacio en el equipo.

El multiplicador de electrones secundarios es uno de los detectores mas utilizados dentro
de los equipos de espectrometria de masas gracias a que aumenta la sensibilidad en varios

ordenes de magnitud (figura 7).
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Figura 7. Multiplicador de electrones secundario (Sabine, 2007).

Consiste en una serie de dinodos conectados a potenciales cada vez mayores. Una vez que
los iones pasan el drea del cuadrupolo, se atraen hacia el detector al aplicar un alto voltaje
en su interior. Cuando un idn positivo choca con el primer dinodo se emiten electrones
secundarios los cuales son atraidos por el siguiente dinodo que tiene mayor diferencial de
voltaje generando un mayor nimero de electrones secundarios y asi sucesivamente hasta

generar el denominado efecto cascada.
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Por ultimo el detector envia las sefiales correspondientes de las lecturas a una computadora

donde se pueden analizar (Sabine, 2007).

4.12 Interferencias en ICP-MS.

Algunas veces se presentan serios problemas de interferencias en la espectrometria de

masas atomica, que se pueden clasificar en cuatro grupos: solapamientos isobaricos,

interferencias poliatdémicas, 6xidos refractarios e iones doblemente cargados (Skoog, 2001).

Solapamientos isobdricos: Son causados por is6topos de otros elementos que
tienen masas muy cercanas con una diferencia de aproximadamente 0.005 m/z.
Este problema se disminuye utilizando ecuaciones de correccidn incluidas en el

software del equipo o bien reportadas en la literatura.

Interferencias poliatdmicas: Se producen por las reacciones entre la matriz de la
muestra, los componentes del plasma de argdn, el aire del medio y el agua. Para
minimizar este tipo de interferencias en los ultimos afos se han introducido
nuevas tecnologias, como el método de plasma frio, la tecnologia de la celda de

colision (CCT), la celda de reaccion dinamica ICP-MS (ICP-DRC-MS), entre otras.

Oxidos refractarios: Estas especies se forman a causa del oxigeno y el agua, al
entrar en contacto con el plasma y a su vez forma dxidos con los componentes
del mismo y con la matriz de la muestra. Se pueden formar MO*, MO?* y MO3*
pero se pueden eliminar al controlar la potencia para la RF y el flujo del gas

nebulizador.
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- lones doblemente cargados: La mayoria de los elementos quimicos que se
pueden analizar mediante ICP-MS sdlo son ionizados a carga 1* sin embargo, hay
elementos que alcanzan su segunda energia de ionizacion por debajo de la
primera energia de ionizacidon del plasma, formando iones de carga 2*. La
formacidn de estas especies se minimiza al controlar el flujo del gas nebulizador.
A flujos bajos, la temperatura aumenta desplazando el equilibrio hacia Ila

formacidn de iones de carga 2*.

Ademas de las interferencias de tipo espectral mencionadas anteriormente, existen las
interferencias no espectrales como lo son los efectos de la matriz. Estos efectos suelen
causar una reduccion en la seial del analito, aunque en ciertas condiciones experimentales
de observa un aumento de dicha sefal. El efecto de la matriz es bastante general
produciéndose a elevadas concentraciones de casi cualquier elemento contaminante. Por
lo general, dichos efectos se pueden minimizar utilizando disoluciones mas diluidas,
modificando el proceso de introduccién de la muestra, o separando las especies que lo
provocan. También pueden ser compensados de forma significativa utilizando un estandar
interno apropiado, es decir, introduciendo un elemento estandar interno que tenga
aproximadamente la misma masa y potencial de ionizacidén que el analito, y que ademas,

no esté presente de forma significativa en la matriz a analizar (Skoog, 2001).

4.13 Validacion de la metodologia.

La validacién se define como: el proceso de verificacion de que un método es adecuado a
su proposito, o sea, para resolver un problema analitico particular.
Consiste en el proceso de establecer las caracteristicas de desempefio y limitaciones de un

método ademads de identificar las influencias que pueden modificar dichas caracteristicas.

Al realizar mediciones analiticas es necesario determinar el resultado correcto, pero

ademas, se debe de tener la capacidad de demostrar que dicho resultado lo es, si el
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resultado de una medicidén no es confiable entonces tiene poco valor, para que un resultado
analitico concuerde con el propésito requerido, debe ser lo suficientemente confiable para
gue de este modo cualquier decision basada en éste pueda tomarse con confianza. Por lo
tanto la validacion del método permite demostrar que el método es adecuado para su
proposito (CENAM, 2005).

Una de las formas de llevar a cabo la validacion es el uso de un material de referencia
certificado (MRC), estos materiales tienen que ser de naturaleza similar a las muestras

reales, esto significa que deben tener una composicién similar.

4.14 Parametros de desempeiio analitico.

Durante la validacién de un método se determinan los siguientes parametros:

4.14.1 Limite de deteccion instrumental (LoDl) y Limite de cuantificacion instrumental

(LoqQl).

EL LoDl se refiere a la menor concentracidon del analito en una muestra que puede
detectarse, pero no necesariamente cuantificarse bajo condiciones establecidas. Es la
concentracion promedio equivalente a la seial analitica de 10 blancos muestra (b) mas tres

veces la desviacién estandar (s) de la sefal, ecuacién 2 (EURACHEM, 1998).

LoD=b +3s Ecuacion 2

Por otra parte el LoQl, es la concentracidon mas baja del analito que puede ser determinada
con un nivel aceptable de precisidn, de repetibilidad y veracidad. Se expresa como la
concentracion promedio equivalente de la sefial analitica de 10 blancos muestra (b) mas

diez veces la desviacidn estandar (s) de la senal, ecuacion 3 (EURACHEM, 1998).

LoQl=b +10s Ecuacién 3
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4.14.2 Intervalo lineal y de trabajo.

El intervalo lineal se obtiene al realizar la inspeccion visual de la curva para la identificacién
de los valores aberrantes si los hay y pueden ser discriminados, posteriormente se calcula
el coeficiente de correlacion el cual debe de ser mayor o igual a 0.999 (EURACHEM, 1998).
El intervalo de trabajo, es el intervalo de concentraciones de las disoluciones de las
muestras reales medidas. El limite inferior esta definido por el limite de cuantificacion y el
superior es la concentracion maxima en las muestras reales analizadas multiplicadas por
dos, para asegurar que las concentraciones de las muestras tengan el menor error posible.
Por lo tanto es el intervalo de concentraciones en las que puede aplicarse la metodologia

(EURACHEM, 1998).

4.14.3 Exactitud y precision.

La exactitud es el grado de concordancia entre el resultado de una medicién y el valor de
referencia aceptado. Se determina mediante el porcentaje de error relativo, el cual debe
ser + 20% (European commission, 2009). El porcentaje de error relativo se obtiene con la

ecuacién 4, donde el valor aceptado como verdadero es el valor de referencia.

Valor experimental-Valor de Referencia

)= 100

% Error relativo = (
' Ecuacion 4

Valor de Referencia
La precisidn es la proximidad de concordancia entre los resultados de pruebas
independientes obtenidos bajo condiciones estipuladas (Rodriguez, 2001). Se determina
mediante el porcentaje de desviacion estdndar relativa (%RSD) y el método sera preciso si
el %RSD < 20 % (European commission, 2009). EI %RSD se calcula con la ecuacién 5, donde
“DESVEST” es la desviacién estandar de los resultados y “x” es el promedio de los
resultados.

%RSD = * 100

(’D.:‘S'.-'EST )
Ecuaciéon 5

1y x &
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5. Metodologia.

A continuacidn se presenta la estrategia experimental empleada (Figura 8).

Recoleccion |
de

muesiras

Transporte y
almacenamiento
{0-4°C)

Diseccian del
musculo dea la
mojarra

v

Secado
(50°C/7dias)

v

Pulverizacion y
homogeneizacion
Digestidn en
microondas

{sistema
cerrado)

h J

Filtrado

v

Aforo (10mL)

v

Diluciones
gravimétricas

v

Lectura de
muestras en
ICP-MS

v

Tratamiento
de datos

Figura 8. Esquema de bloques de la estrategia experimental.
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5.1 Equipos, reactivos y material.
5.1.1 Equipo.

- Espectrometro de masas ICP-MS, modelo Elan DRC-e, Perkin EImer.

- Equipo de digestion via humeda en sistema cerrado, Milestone microwave
laboratory systems, mls 1200 Mega.

- Balanza analitica, Sartorius modelo BP 221s.

- Estufa Heraeus modelo RB 360.

- Desionizador Barnstead subron corporation.
5.1.2 Reactivos y soluciones.

- HNOs (concentrado) ultrex Il, J.T Baker

- HNOs (Grado R.A.) al 30% (V/V) J.T Baker

- H20; (30%) ultrex I, J.T Baker

- Soluciones de estandares (High Purity) de Y, Ge, Se y Cr de 1000 pg/L

- Solucién daily. Smart tune solution Std. ELAN & DRC-e al 1% HNOsde 10 pg/L Ba,
Be, Ce, Co, In, Mg, Pb, Rh y U. Perkin Elmer Pure, Atomic Spectrometry Standard.

- Solucién estandar multielemental (Cry Se) de 10 mg/Ly 0.2 mg/L.

- Solucién de estandares internos (Y, Ge y Sc) de 10 mg/Ly 0.2 mg/L.

- Gas argdn grado ultra alta pureza (99.999%).

5.1.3 Material.

- Espatula con cubierta de teflén.

- Cuchillo de ceramica.

- Charolas de polietileno.

- Papel filtro Whatman No.42.

- Recipientes de polietileno de 10, 25, 50 y 100 mL.
- Matraces aforados de 10, 25y 50 mLy 1L.
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- Cajas de petri.

- Bolsas de polietileno.

- Pipetas volumétricas de 1y 5 mL.
- Morteros de ceramica.

- Micropipetas (20-200 pL, 100-1000 uL y 500-5000 pL).

5.1.4 Materiales de Referencia Certificados.

- DORM-4 (proteina de pescado), DOLT-4 (higado de cazén) y TORT-2

(hepatopdancreas de langosta), National Research Council of Canada.

5.2 Recoleccidon de muestras.

En el mes de Octubre de 2012 se recolectaron 60 muestras de la especie Oreochromis
niloticus, procedentes de los municipios de Acula y Tlacotalpan (Veracruz), 30

especimenes de cada lugar.

5.3 Tratamiento fisico.

Una vez que las muestras fueron transportadas al laboratorio se procedié a conservarlas en
refrigeracion, a una temperatura aproximada de -20 °C en bolsas de plastico individuales

(Djedjibegovic, 2012).

Se procedid a lavar el material debido que por ser un analisis a nivel de trazas es de especial

importancia seguir un procedimiento de lavado muy riguroso, el cual consistio en:

- Lavado con agua de la llave.
- Se sumergiod en solucion de detergente Hyclin al 15% (detergente neutro
libre de fosfatos) por ocho horas.

- Se enjuago con agua de la llave.
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- Se sumergio en HNOs grado reactivo al 30% (V/V) durante ocho horas.

- Se enjuago diez veces con agua desionizada

- Se dejd escurrir y secar a temperatura ambiente en un lugar apropiado,
limpio y seco.

- Se almacena en bolsas de polietileno.

Después se realizd la diseccion del musculo de la mojarra empleando un cuchillo de

ceramica (previamente lavado mediante el procedimiento descrito).

Se almacenaron en bolsas de polietileno con su respectivo cédigo de identificacidén y se

conservaron en refrigeraciéon

Posteriormente se secaron las muestras en vidrios de reloj o cajas de Petri (considerando
un porcentaje de humedad de 70-75%, porcentaje determinado previamente con una
muestra comercial) a una temperatura menor de 60°C para prevenir la volatilizacién del

cromo (Shu Feng, 1998).

Cuando las muestras de tejido alcanzaron un peso constante se llevé a cabo un proceso de
pulverizacion y homogeneizacion, en un mortero de porcelana, se guardaron en bolsas de
polietileno, en un lugar con baja humedad y a temperatura ambiente, hasta que fueron

sometidas al proceso de digestion en la siguiente etapa.

5.4 Tratamiento quimico.

Se pesd 1 gramo de cada uno de los materiales de referencia certificados y de las muestras,

registrando el peso exacto.

Se llevd a cabo una digestion previa con una muestra de practica (muestra de origen
comercial) para determinar las cantidades adecuadas de reactivos a utilizar para que la
misma fuera digerida por completo. Se anadieron 3 mL de HNOs (ULTREX Il Ultrapure
reagent) con una pipeta Beral y se dejé en predigestidon por dos horas, posteriormente se

afadié 1 mL de H,0, (ULTREX Il Ultrapure reagent) y se dejd en reposo por dos horas mas.
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Para los blancos se llevé a cabo el mismo procedimiento pero excluyendo la adicién de

muestra.

Para la digestion humeda se empled el programa de digestién del equipo de microondas
Milestone MLS 1200 Mega (tabla 1), seleccionado con base en la literatura (Campbell,

1992). Seguido de 10 minutos de ventilacién dentro del equipo.

Tabla 1. Programa de digestién empleado.

PASO POTENCIA (W) TIEMPO (min)
1 250 1
2 0 2
3 250 5
4 400 10

Se enfriaron las muestras después de ser digeridas a temperatura ambiente y por un tiempo

de 20 minutos.

Se filtraron las disoluciones con papel Whatman No. 42 y se llevaron al aforo de 10 mL con

agua desionizada.

Se trasvasaron a recipientes de plastico para su conservacién y se guardaron en el

refrigerador, para posteriormente realizar las diluciones gravimétricas.
5.5 Diluciones gravimétricas.

El propdsito de diluir las muestras fue con la finalidad de disminuir las interferencias
de matriz y de asegurar que la concentracion de los analitos en MRC y muestras se

encontrara dentro del intervalo lineal (Rodriguez, 2001).

33



Se decidié diluir gravimétricamente y no volumétricamente debido a que la balanza
analitica es un instrumento de alta precisidon y sensibilidad, poseyendo un margen de

error muy bajo (incertidumbres pequefias, de 0.1 mg o menos) (Torres, 2013).
Las muestras y blancos se diluyeron gravimétricamente a 1:2 y 1:10. (Tabla 2)

Tabla 2. Preparacién de diluciones gravimétricas.

Muestra | Estandar interno Agua Masa total
Dilucién o
(g) (g) (30 pg/L) | desionizada (g) (8)
1:2 5 1.5 3.5 10
1:10 1 1.5 7.5 10

5.6 Introduccidon de disoluciones al equipo.

En cada sesién el procedimiento consistia primeramente en esperar media hora para la
estabilizacidn del plasma, posteriormente se introducia la solucién daily, para verificar que

las condiciones de trabajo fueran adecuadas.

Después se introduce la curva de calibracion y finalmente las muestras correspondientes,
comenzando con los blancos, luego las muestras mas diluidas hasta las muestras mas

concentradas.

En la tabla 3, se muestran las condiciones elegidas para trabajar los materiales de referencia
certificados y las muestras, el motivo para usar estas condiciones se menciona en la parte

de analisis de resultados.
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Tabla 3. Condiciones finales elegidas para la determinacién.

5.7 Isotopos analito y estandar interno.

Parametro

Valor/descripcion

Flujo del gas nebulizador 0.81 L/min
Flujo del gas auxiliar 1.2 L/min
Flujo del gas plasmdgeno 13.5 L/min
Potencia de radiofrecuencia
1100 W
del ICP
Voltaje de lentes idnicas 6V

Nebulizador

Flujo cruzado

Conos discriminador y de

muestreo

Niquel

Numero de réplicas

Las parejas de is6topo analito - estandar interno elegidos fueron el >3Cr con 7%Ge y

82Se con ®%Y, debido a que mostraron los mejores resultados de exactitud y precision

en los materiales de referencia certificados, tales resultados se discutirdn mas

adelante.
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5.8 Parametros de desempeno analitico.

Una vez elegidas las condiciones instrumentales adecuadas y los isdtopos analitos con sus
respectivos estandares internos, se procedié a determinar los parametros de desempefio
analiticos con la finalidad de identificar las limitaciones del método y los factores que
pueden cambiar los resultados y asi verificar que la metodologia es apropiada para los

analitos de estudio (EURACHEM,1998).

Los parametros de desempefio del método que fueron evaluados son los siguientes:

5.8.1 Limite de deteccidon instrumental (LoDl) y Limite de cuantificacion instrumental

(LoqQl).

Para obtener el LoDl se siguid el siguiente procedimiento:

- Se analizaron 10 blancos de calibracién independientes.
- Se obtuvieron las concentraciones en pg/L para cromo y selenio.
- Se obtuvo el promedio (b) y la desviacién estandar (s) de las mediciones.

- Se sustituyeron los datos en la ecuacion 2.

Por otra parte el LoQl, se expresa como el LoDl mas diez veces la desviacion estandar (s) de

los blancos muestra, ecuacion 3.

5.8.2 Intervalo lineal y de trabajo.

El intervalo lineal se obtiene al realizar la inspeccidn visual de la curva para la identificacién
de los valores aberrantes si los hay y pueden ser discriminados, posteriormente se calcula

el coeficiente de correlaciéon el cual debe ser mayor o igual a 0.999 (EURACHEM, 2005).

Para esto se prepararon 4 curvas de [1-150 pg/L] de Cr y Se incluyendo sus respectivos

blancos de calibracién (0 pg/L).
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Todos los puntos de la curva fueron preparados gravimétricamente de la siguiente manera:

Intervalo [1-150 pg/L] estandar de Cry Se + El (Ge e Y) [30 pg/L] + 20 mLHNO3 1 % v/vy se

llevaron a 50 g con agua desionizada.

Para obtener la curva de calibracidn, se graficé el cociente de las sefiales del isdtopo analito

entre el isétopo del estandar interno versus la concentracion (ug / L) del analito.

Los valores no concordantes fueron eliminados con base en la inspeccién visual de la curva
de calibracién y ademas del analisis de proporcionalidad entre las concentraciones

experimentales obtenidas.

El intervalo de trabajo, es el intervalo de concentraciones de las disoluciones de las
muestras reales medidas. El limite inferior esta definido por el limite de cuantificacién y el
superior es la concentracion maxima en las muestras reales analizadas multiplicadas por
dos, para asegurar que las concentraciones de las muestras tengan el menor error posible.
Por lo tanto es el intervalo de concentraciones en las que puede aplicarse la metodologia

(EURACHEM, 1998).

5.8.3 Exactitud y precision.

La exactitud y precision se obtuvieron al analizar los tres materiales de referencia
certificados mencionados anteriormente, dichos materiales fueron analizados por

triplicado (n=3).

5.9 Aplicacion de la metodologia a muestras reales.

Una vez establecidos los parametros de desempeiio de la metodologia, se procedio a aplicar
la misma a las muestras reales procedentes del estado de Veracruz, de un total de 60

muestras, 10 se analizaron por triplicado y el resto fueron muestras Unicas.
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6. Resultados y discusion.
6.1 Optimizacion de las condiciones instrumentales del ICP-MS.

Con la finalidad de obtener el valor de flujo mds adecuado para el gas nebulizador se

determinaron los siguientes parametros a 0.77, 0.81 y 0.85 L/min:

- Cuentas por segundo (cps): De acuerdo con la informacién proporcionada por el
manual del equipo deben obtenerse los siguientes valores al analizar la solucién
“Daily”, que se emplea para verificar que las cps sean adecuadas para masas
bajas (Mg), masas medias (In) y masas altas (U):

Mg > 5000 cps
In > 25000 cps
U > 20000 cps

- % Oxidos: Se calcula como el cociente de las cps obtenidas para CeO entre las
obtenidas para el Ce. Se elige la especie CeO porque es la mas refractaria, lo que
significa que silogramos un porcentaje bajo de la misma entonces cualquier otra
especie que se encuentre como 6xido sera eliminada ¢ disociada? con seguridad.

El criterio es obtener un % Oxidos < 3%.

- % Especies doblemente cargadas: Se calcula como el cociente de las cps
obtenidas para Ba** entre las obtenidas para el Ba. Se elige la especie Ba**
porque es la que tiene la segunda energia de ionizacion mas baja, lo que significa
gue si logramos un porcentaje bajo de la misma entonces cualquiera otra
especie doblemente cargada no se presentara. El criterio es obtener un % de

especies doblemente cargadas < 3%.
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Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Modificacion del flujo del gas nebulizador.

Flujo del
gas
0.77 0.81 0.85
nebulizador
(L/min)
Mg 6112.577 | 8766.949 | 15856.934
Cuentas por
segundo In 13295.923 | 19724.32 | 32653.171
(cps)
U 17160.375 | 25036.157 | 39849.913
Mg 1.1 1.7 2.3
%RSD
In 0.9 0.6 2.35
U 0.7 0.7 2.6
%Oxidos 2 2.6 1.9
%Especies
doblemente 3.5 3.8 3.2

cargadas

Como puede observarse en la tabla anterior, las cps para masas medias y altas, cuando
tenemos un flujo de 0.77 L/min, no cumplen con el criterio antes mencionado, sin embargo
podemos lograr un aumento en las cps al aumentar el flujo del gas nebulizador a 0.85 L/
min. No obstante sacrificamos precision (expresada como %RSD), por lo cual se decidid
emplear un flujo intermedio de 0.81 L/min para el que se obtiene una precision aceptable
y ademas valores de % de 6xidos menores a 3%. Como se puede observar hay un 3.8 % de
especies doblemente cargadas, se decidid aceptar este valor ya que ninguno de los analitos
a cuantificar presenta especies con doble carga. Respecto a los valores obtenidos para las

cps, se nota que en el caso del Mg el valor es efectivamente mayor a 5000 y tomando en
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consideracion que el Cry el Se se encuentran en el rango de masas bajas, no influye que los

cps para In sean un poco menores.
6.2 Eleccion de los isotopos analitos.

Los isétopos analitos se seleccionan tomando en cuenta cuales son los mas abundantes y
también por el nimero de interferencias que presentan. El selenio presenta seis isétopos
estables naturales mientras que el cromo presenta cuatro, siendo el >2Cr y &8Se los mas
abundantes, sin embargo el 8Se presenta interferencia de tipo isobdarica con el 8Kr, para
corregir estas interferencias a veces se utilizan ecuaciones de correccion, reportadas en la

literatura o bien sugeridas por el software del equipo (ver tabla 6).

Los estandares internos se eligen con base en las caracteristicas de los analitos de interés,
por lo tanto se seleccionan elementos con unidades de masa atémica y energias de
ionizacion similares a las que poseen los analitos, cabe mencionar que es sélo una
suposicién que se hace con base en los conceptos tedricos, sin embargo es imprescindible

realizar el experimento para encontrar la pareja mas adecuada.

Se cuantificaron los is6topos analitos y se probaron los estdndares internos mostrados en

la tabla 5.

Tabla 5. Is6topos y estdndares internos propuestos.

Energia de Estandar interno Energia de
Isétopos analitos
ionizacion (kJ/mol) propuesto ionizacion (kJ/mol)
Sc: 633,1
2Cr, 53Cr 652,9 455¢, 2Ge, YGe
Ge: 762
Y: 599,58
77Se, 78Se , 82Se 941 8y, 2Ge, 7*Ge
Ge: 762
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Tabla 6. Principales interferencias poliatdmicas e isobaricas para los isdtopos analitos de

interés (PROY-NMX-AA-131/2-SCFI-2008; Cubadda, 2003; Pick, 2010).

%
Interferencias| Ecuaciones de
Isétopo | Abundancia | Interferencias poliatomicas
isobaricas correccion
relativa
40Ar12c 35cl1601H 36Ar14N
37cl15N 365160
2Cr 83.76 >2Fet No reportadas
36Ar160,38Ar14N, 36Ar15N H,
345160 40Arlzc+
40Arl3c' 37C|160, 36Ar170,
36Ar16OH 38Ar15N 38Ar14NH
>3Cr 9.55 >2Fet No reportadas
40Ar13c’ 37c|160' 35C|17OH,
35C|180, 365170
77Se 7.63 No reportadas Ninguna No reportadas
83e 23.78 40Ar38Ar, 38Ar40Ca 78Kr No reportadas
82Ge 8.73 12¢35Cl,, 4%Ar; 1H, Ninguna
0.198433*|(83Kr)

A pesar de que el Kr no es una especie predominante en el plasma, se utilizé la ecuacién

de correccidn para el 82Se (tabla X) al hacer las determinaciones.

Como ya se ha mencionado antes, es necesario utilizar materiales de referencia certificados

(Tabla 7) para la validacién de la metodologia.
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Tabla 7. Materiales de referencia certificados propuestos para la validaciéon de la

metodologia analitica mediante ICP-MS.

de langosta)

* MRC Concentracion de Cr (mg/kg) Concentracion de Se (mg/kg)
DORM-4
1.87+£0.16 3.56+0.34
(proteina de
pescado)
DOLT-4 (higado 1.4 83+13
de cazon)
TORT-2
0.77 £0.15 5.63+0.67
(hepatopancreas

*Proporcionados por el National Research Council of Canada.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos para los materiales de referencia, sélo

aparecen los analitos y estandares internos que dieron los mejores resultados (tablas 8 a

10) para el cromo y (tablas 11 a 13) para el selenio.

Tabla 8. Resultados para Cr en DORM-4.

Valor
certificado
(mg/kg)
1.87+0.16

Exactitud
Precision
Analito El [mg/kg] % Error
%RSD
relativo
2Ge 1.95 4.50 0.14
2Cr Ge 1.81 -3.44 1.13
45S¢ 1.48 -20.78 2.41
2Ge 1.83 -1.92 9.95
3Cr AGe 1.84 -1.62 12.35
45S¢ 1.63 -13.00 2.02
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Tabla 9. Resultados para Cr en DOLT-4.

Exactitud
Precision
Analito El [mg/kg] % Error
Valor %RSD
relativo
certificado
S2Cr “Ge 1.05 -25.22 5.50
(mg/kg)
2Ge 1.19 -14.71 0.55
1.4
BCr Ge 1.46 4.00 2.54
43Sc 1.06 -24.32 6.43
Tabla 10. Resultados para Cr en TORT-2.
Exactitud
Precision
Analito El [mg/kg] % Error
%RSD
Valor relativo
certificado 2Ge 0.80 4.20 5.72
(mg/kg) 52Cr
4Ge 0.86 11.17 5.93
0.77 £0.15
2Ge 0.82 6.69 29.22
3Cr
455¢ 0.90 17.11 34.71

Respecto al MRC DORM-4 (tabla 8), puede notarse que el mejor resultado, en cuanto a
exactitud (-1.62%) se obtuvo con el isdtopo analito >3Cr junto con el estdndar interno 7*Ge,
aunque no haya sido el mejor en cuanto a precision, el resultado de 12.35% RSD se

considera como aceptable debido a que es menor a 20% (European Commission, 2009).
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En cuanto al DOLT-4 (tabla 9) el mejor resultado para exactitud (4.00%) nuevamente se
obtuvo con el isétopo analito *3Cr junto con el estandar interno 7*Ge, aunque no haya sido
el mejor en cuanto a precisidn, el resultado de 2.54% RSD se considera como aceptable

debido a que es menor al 20%.

Finalmente para TORT-2 (tabla 10) el mejor resultado de exactitud se obtuvo para el
isétopo analito >2Cr junto con el estandar interno 7°Ge, con valores de 4.20% de error

relativoy un 5.72 %RSD.

Como puede verse, con la pareja >3Cr/’*Ge se obtuvieron los mejores resultados para
DORM-4 (proteina de pescado) y DOLT-4 (higado de cazén), lo cual es muy importante, ya
que se requiere aplicar la metodologia en musculo de pescado, es decir una matriz que
consiste principalmente en proteinas, por lo tanto la metodologia es aplicable para la

determinacion en las muestras reales.

También se obtuvieron buenos resultados para el material correspondiente al higado de
cazén lo cual demuestra que la metodologia también puede ser aplicada a otro tipo de

tejidos similares.

Por otra parte la tabla 10 (TORT-2) no muestra los resultados correspondientes a la pareja
>3Cr/’*Ge, debido a que los calculos de %error relativo y %RSD dieron resultados por arriba
de 100% para ambos pardmetros. Lo anterior podria deberse a errores experimentales
durante las lecturas, seria necesario realizar el analisis de los materiales de referencia
certificados de nuevo. Los mejores resultados, de exactitud y precisién, para este material

de referencia certificado, se obtuvieron con la pareja >?Cr/”?Ge.

Por lo tanto, se puede decir que la pareja >3Cr/’*Ge, es la mejor opcidn para realizar los

analisis en las muestras reales.
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Tabla 11. Resultados para Se en DORM-4.

Exactitud
Precision
Analito El [mg/kg] % Error
%RSD
relativo
Valor
- 2Ge 4.26 19.69 13.52
certificado
8Se Ge 413 16.11 8.40
(mg/kg)
8%y 4.02 13.05 7.57
3.56+£0.34
2Ge 4.36 22.58 5.33
82G¢ Ge 4.41 23.90 4.67
8%y 4.20 18.10 13.08
Tabla 12. Resultados para Se en DOLT-4.
Exactitud
Precision
Analito El [mg/kg] % Error
%RSD
relativo
2Ge 9.61 15.83 1.69
Valor 77Se
- 74Ge 9.44 13.79 0.95
certificado
2Ge 8.97 8.02 1.34
(mg/kg)
78 74 . 16.07 A
83+13 Se Ge 9.63 6.0 0.18
8y 9.86 18.85 2.94
2Ge 9.36 12.74 5.71
82Ge Ge 9.56 15.18 0.18
8%y 8.89 7.11 5.13




Tabla 13. Resultados para Se en TORT-2.

Exactitud
Precision
Analito El [mg/kg] % Error
%RSD
Valor relativo

certificado 2Ge 7.13 26.55 0.24
775e

(mg/kg) 4Ge 6.97 23.87 1.16

5.63+0.67 7850 89y 7.15 27.01 0.77

2Ge 7.21 28.09 2.87
825e

89y 5.95 5.60 2.09

Respecto al MRC DORM-4 (tabla 11), puede notarse que el mejor resultado, en cuanto a
exactitud (13.05%) se obtuvo con el isdtopo analito 78Se junto con el estdndar interno 8,
aungue no haya sido el mejor en cuanto a precision, el resultado de 7.57 % RSD se

considera como aceptable debido a que es menor al 20%.

En cuanto al DOLT-4 (tabla 12) el mejor resultado para exactitud (7.11%) y precision
(5.13%) se obtuvo con el isétopo analito #Se junto con el estandar interno #Y, aunque no
haya sido el mejor en cuanto a precision, el resultado de 5.13% RSD se considera como

aceptable debido a que es menor al 20%.

Finalmente para TORT-2 (tabla 13) el mejor resultado de exactitud se obtuvo para el
isdtopo analito 82Se junto con el estandar interno 8%, con valores de 5.60% de error

relativo y un 2.09 %RSD.

Como puede verse, con la pareja 82Se/2%Y se obtuvieron los mejores resultados para DOLT-
4 (higado de cazén) y TORT-2 (hepatopancreas de langosta). También se obtuvieron
buenos resultados para DORM-4 (proteina de pescado) con la diferencia de que la pareja
isdtopo analito/estandar interno, con los mejores valores de precision y exactitud, resulto
ser 78Se/#Y. Sin embargo, lo ideal es que se escogiera la misma pareja de isdtopos para los

analisis en diferentes matrices, por lo tanto se puede considerar buena opcidn elegir
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también a la pareja 82Se/?%Y, ya que presenta valores de exactitud y precision de 18.10 y

13.08, respectivamente en DORM-4 (tabla 11).

Por lo tanto, se puede decir que la pareja 82Se/®%, es la mejor opcidn para realizar los

analisis en las muestras reales.

El 82Se resulto ser el mejor isdtopo analito, en teoria se esperaba que fuera el 78Se al
ser el is6topo mas abundante, sin embargo este ultimo tiene como interferente
isobdrico al 78Kry una interferencia de tipo poliatdmica con %°Ar33Ar que es una especie

muy abundante en un plasma de Ar.

Por otra parte, en la eleccién de los isétopos del cromo se prefirié al >3Cr/”*Ge, a pesar de
que el *2Cr también era una opcidn debido a que presento los mejores valores de precision
y exactitud para los materiales de referencia certificados DORM-4 y DOLT-4, que son los

mas similares a la matriz de estudio.

6.3 Parametros de desempeiio analitico.

Una vez que se eligieron los isdtopos analitos con sus respectivos estandares internos, se
procedid a establecer las condiciones analiticas y los pardmetros de desempefio analiticos
con lafinalidad de identificar las limitaciones del método y los factores que pueden cambiar
los resultados y asi verificar que la metodologia es apropiada para los analitos de estudio

(EURACHEM,1998).

Los parametros de desempeiio del método que fueron evaluados son los siguientes:
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6.3.1 Limite de deteccion instrumental (LoDI) y Limite de cuantificacion instrumental

(LoQl).

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 14:

Tabla 14. Limites de cuantificacidon y deteccion instrumentales calculados para cromo y

selenio.

Analito LoDl (pg/L) LoQl (ug/L)
Cromo 3.67 7.47
Selenio 0.18 0.49

Como puede notarse el equipo presenta mayor sensibilidad para detectar selenio que
cromo, ya que el limite de cuantificacidn para el selenio es casi 16 veces mas pequeiio que

para el cromo.

6.3.2 Intervalo lineal.

Los valores no concordantes fueron eliminados con base en la inspeccidn visual de la curva
de calibracién y ademas del analisis de proporcionalidad entre las concentraciones
experimentales obtenidas, lo cual dio como resultado un intervalo lineal de 10-120 pg/L
para el *3Cr con el estdndar interno “Ge. Por otra parte, se obtuvo un intervalo lineal de 5-

150 pg/L para el 8Se con el estandar interno &Y (graficas 1y 2).
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Gréfica 1. Curva de calibracion para la cuantificacion del isétopo analito >3Cr, con el estandar

interno “Ge.
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Grafica 2. Curva de calibracién para la cuantificacion del isétopo analito 8Se, con el estandar

interno 8%Y.
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6.3.3 El intervalo de trabajo

El limite inferior del intervalo de trabajo queda definido por el limite de cuantificacién y el
superior por la concentracion mas alta encontrada en las muestras, multiplicada por un
factor de dos. De acuerdo con lo anterior el intervalo de trabajo para la determinacién de
>3Cr fue de 7.47-80.56 pg/L, debido a que la concentraciéon de cromo mas elevada en las

muestras reales fue de 40.28 pg/L.
De manera analoga para el 8Se se eligié un intervalo de trabajo de 0.49-286.98 ug/L.
6.4 Aplicacion de la metodologia a muestras reales.

Una vez establecidos los parametros de desempefio de la metodologia, se procedio a aplicar
la misma a las muestras reales procedentes del estado de Veracruz, de un total de 60

muestras, 10 se analizaron por triplicado y el resto fueron muestras unicas.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos para las muestras analizadas por

triplicado.

Tabla 15. Concentraciones promedio de las determinaciones por triplicado para las

muestras procedentes de Acula (n=3).

Se Cr
Muestra [mg/kg] % RSD [mg/kgl % RSD
A-24 1.57 3.31 0.45 2.88
A-25 0.59 41.08 0.44 8.55
A-31 1.28 5.13 0.33 2.82
A-32 1.09 17.45 0.39 8.66
A-57 1.72 5.6 0.5 1.35
Intervalo de
_ [0.59-1.72] [0.33-0.50]
concentraciones
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Tabla 16. Concentraciones promedio de las determinaciones por triplicado para

muestras procedentes de Tlacotalpan (n=3).

las

Se Cr
Muestra [mg/kg] % RSD [mg/kg] % RSD
T-05 11 1.93 0.42 8.9
T-25 2.7 8.63 0.54 0.87
T-53 1.2 2.09 0.49 2.34
T-57 13 2.81 0.56 1.02
T-60 1.6 3.64 0.46 6.99
Intervalo de
_ [1.1-2.7] [0.42-0.56]
concentraciones

Como puede observarse en las tablas anteriores, para las muestras procedentes de Acula

se obtuvieron intervalos de concentracion para cromo de [0.33-0.50] mg/kg y para selenio

de [0.59-1.72] mg/kg. Para las muestras procedentes de Tlacotalpan se obtuvieron

intervalos de concentracidén para cromo de [0.42-0.56] mg/kg y para selenio de [1.1-2.7]

mg/kg. Ademas, en general, se obtuvieron valores de %RSD menores a 20%, por lo tanto

estos resultados permiten concluir que la metodologia fue precisa, lo cual significa que pudo

ser aplicada para la determinacién de cromo y selenio en las 48 muestras restantes.
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6.5 Concentraciones de cromo y selenio en muestras unicas.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos para las muestras Unicas.

Tabla 17. Concentraciones de Cr en muestras procedentes de los municipios de Acula y

Tlacotalpan (en peso seco).

Tlacotalpan Acula
Muestra [mg/kg] Muestra [mg/kg]
MTT 01 0.55 MTA 01 0.37
MTT 02 0.44 MTA 02 0.48
MTT 03 0.40 MTA 03 0.34
MTT 04 0.60 MTA 04 0.57
MTT 06 0.50 MTA 05 0.64
MTT 07 0.50 MTA 06 0.48
MTT 08 0.48 MTA 07 0.63
MTT 09 0.40 MTA 08 0.21
MTT 10 0.47 MTA 09 0.52
MTT 11 0.46 MTA 10 0.47
MTT 13 0.50 MTA 11 0.63
MTT 14 0.48 MTA 12 0.36
MTT 15 0.50 MTA 13 0.43
MTT 16 0.53 MTA 14 0.27
MTT 17 0.52 MTA 15 0.39
MTT 18 0.54 MTA 16 0.63
MTT 19 0.51 MTA 17 0.59
MTT 20 0.47 MTA 18 0.43
MTT 21 0.62 MTA 19 0.65
MTT 22 0.41 MTA 20 0.71
MTT 23 0.44 MTA 21 0.57
MTT 24 0.43 MTA 22 0.52
MTT 26 0.47 MTA 23 0.42
MTT 27 0.49 MTA 27 0.56
MTT 28 0.45 MTA 28 0.67
MTT 29 0.56 MTA 29 0.45
MTT 30 0.55 MTA 30 0.56
Intervalo \ [0.40-0.62] Intervalo \ [0.21-0.71]
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Como se observa en la tabla 17, el intervalo de concentraciones de cromo en el musculo de
mojarra fue [0.40-0.62] mg/kg para las muestras procedentes de Tlacotalpan, mientras que

para las procedentes de Acula el intervalo fue [0.21-0.71] mg/kg.

De acuerdo con lo anterior se puede ver que el intervalo para las muestras de Tlacotalpan
se encuentra dentro del intervalo de concentraciones para las muestras procedentes de

Acula, por lo tanto no parece haber diferencia significativa entre ambos intervalos.
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6.6 Concentraciones de selenio en muestras reales.

Tabla 18. Concentraciones de Se en muestras procedentes de los municipios de Acula y

Tlacotalpan (en peso seco).

Tlacotalpan Acula
Muestra [mg/kg] Muestra [mg/kg]
MTT 01 1.48 MTA 01 2.65
MTT 02 1.04 MTA 02 4.44
MTT 03 2.03 MTA 03 2.19
MTT 04 1.06 MTA 04 1.90
MTT 06 0.39 MTA 05 0.17
MTT 07 0.40 MTA 06 0.19
MTT 08 2.44 MTA 07 1.20
MTT 09 1.19 MTA 08 1.93
MTT 10 1.99 MTA 09 1.63
MTT 11 1.72 MTA 10 3.32
MTT 13 2.27 MTA 11 2.84
MTT 14 2.39 MTA 12 3.73
MTT 15 1.42 MTA 13 2.44
MTT 16 2.36 MTA 14 4.09
MTT 17 2.37 MTA 15 1.52
MTT 18 2.37 MTA 16 3.10
MTT 19 1.97 MTA 17 1.74
MTT 20 0.70 MTA 18 2.21
MTT 21 1.66 MTA 19 2.72
MTT 22 2.43 MTA 20 2.21
MTT 23 1.11 MTA 21 2.82
MTT 24 2.73 MTA 22 0.56
MTT 26 2.14 MTA 23 2.58
MTT 27 3.20 MTA 27 0.85
MTT 28 1.56 MTA 28 2.01
MTT 29 2.25 MTA 29 3.16
MTT 30 2.65 MTA 30 2.62
Intervalo ‘ [0.39-3.20] Intervalo ‘ [0.17-4.44]
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Como se observa en la tabla 18, el intervalo de concentraciones de selenio en el musculo
de mojarra fue [0.39-3.20] mg/kg para las muestras procedentes de Tlacotalpan, mientras

que para las procedentes de Acula el intervalo fue [0.17-4.44] mg/kg.

De acuerdo con lo anterior se puede ver que el intervalo para las muestras de Tlacotalpan
se encuentra dentro del intervalo de concentraciones para las muestras procedentes de

Acula, por lo tanto no parece haber diferencia significativa entre ambos intervalos.
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6.7 Concentraciones de cromo y selenio reportadas en la literatura.

Una vez obtenidos los intervalos de concentraciones para cromo y selenio en musculo de
mojarra para ambos muestreos, se compararon con concentraciones de estos metales

reportados en la literatura.

6.7.1 Cromo.

A continuacién en la tabla 19 se muestran las concentraciones de cromo en pescado

reportadas en la literatura.

Tabla 19. Intervalos de concentraciones de Cr reportadas en diversas especies de pescado.

[mg/kg] Lugar Referencia bibliografica
[0.2-1.87] India Sankar, 2007
[0.058-0.573] Francia Guerin, 2011
[0.04-1.75] Turquia Tiurkmen, 2008
[0.154-3.994] México Vazquez, 2008

De acuerdo con la tabla anterior se observa que en la publicacién de Vazquez se reporta el
intervalo de concentraciones mas amplio [0.154-3.994] mg/kg mientras que el intervalo mas

pequefio [0.058-0.573] mg/kg se reporta en el estudio llevado a cabo por Guérin en Francia.

Resumiendo la tabla anterior se tiene un intervalo de concentraciones para cromo de
[0.04-3.994] mg/kg. Al comparar este intervalo con el obtenido para las muestras
procedentes del municipio de Tlacotalpan que fue de [0.40-0.62] mg/kg, nos permite
concluir que las concentraciones obtenidas se encuentran dentro del intervalo esperado
tedricamente. De igual manera, comparando el intervalo de concentraciones obtenido para

las muestras procedentes del municipio de Acula que fue de [0.21-0.71] mg/kg, se puede
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concluir que también se encuentran dentro de los intervalos reportados por los autores

citados anteriormente.
6.7.2 Selenio.

A continuacién se muestran las concentraciones de selenio en pescado reportadas en la

literatura.

Tabla 20. Intervalos de concentraciones de Se reportadas en diversas especies de pescado.

[mg/kg] Lugar Referencia bibliografica
[0.03-0.95] India Sankar, 2007
[0.020-0.761] Francia Guerin, 2011
[0.003-0.2] Brasil Medeiros, 2012
[0.25-5.6] México Guzman, 2010

De acuerdo con la tabla anterior se observa que en la publicaciéon de Guzman se reporta el
intervalo de concentraciones mas amplio [0.25-5.6] mg/kg mientras que el intervalo mas

pequefio [0.003-0.2] mg/kg se reporta en el estudio llevado a cabo por Medeiros en Brasil.

Resumiendo la tabla anterior se tiene un intervalo de concentraciones para selenio de
[0.003-5.6] mg/kg. Al comparar este intervalo con el obtenido para las muestras
procedentes del municipio de Tlacotalpan que fue de [0.39-3.20] mg/kg, nos permite
concluir que las concentraciones obtenidas se encuentran dentro del intervalo esperado
tedricamente. De igual manera, comparando el intervalo de concentraciones obtenido para
las muestras procedentes del municipio de Acula que fue de [0.17-4.44] mg/kg, se llega ala
conclusién de que también se encuentran dentro de los intervalos reportados por los

autores citados anteriormente.
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6.8 Normatividad.

En la tabla 21 se muestran los valores de ingesta diaria recomendada segun las diferentes

legislaciones.

Tabla 21. Valores de ingesta diaria recomendados.

Estados Unidos
México Espaiay Unidn
Elemento de Norte
(IDS*) Europea (CDR**)
América (RDI**%*)

Cromo 22 ug 40 pg 120 pg

Selenio 41 ug 55 g 70 pg

*Ingesta Diaria Sugerida de acuerdo con la NOM-051-SCFI/SSA1-2010, Especificaciones
generales de etiquetado para alimentos y bebidas no alcohdlicas preenvasados-

Informacién comercial y sanitaria.

** Cantidades Diarias Recomendadas segun el anexo de la norma de etiquetado sobre
propiedades nutritivas de los productos alimenticios (aprobada por el Real Decreto 930/

1992).

*** Ingesta Diaria de Referencia de acuerdo con la FDA en el CFR, Title 21, Volume 2, Part

101, Subpart A.
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6.8.1 Cromo.

En la tabla 22 se muestran las concentraciones de cromo que una persona ingeriria

asumiendo un consumo de 100g de musculo de mojarra por dia.

Tabla 22. Concentraciones encontradas expresado como pg Cr /dia para ambos municipios.

Tlacotalpan Acula
Muestra [ug/dia] Muestra [ug/dia]
MTT 01 54.98 MTA 01 37.44
MTT 02 43.95 MTA 02 47.65
MTT 03 39.84 MTA 03 34.47
MTT 04 59.88 MTA 04 56.59
MTT 06 49.74 MTA 05 64.05
MTT 07 49.74 MTA 06 47.58
MTT 08 48.21 MTA 07 63.24
MTT 09 39.88 MTA 08 20.56
MTT 10 47.14 MTA 09 52.45
MTT 11 45.96 MTA 10 47.07
MTT 13 49.82 MTA 11 63.12
MTT 14 48.00 MTA 12 35.79
MTT 15 50.22 MTA 13 43.07
MTT 16 52.59 MTA 14 26.77
MTT 17 52.13 MTA 15 38.59
MTT 18 54.09 MTA 16 62.61
MTT 19 51.04 MTA 17 58.94
MTT 20 46.84 MTA 18 42.55
MTT 21 61.55 MTA 19 65.35
MTT 22 41.43 MTA 20 71.09
MTT 23 43.64 MTA 21 56.73
MTT 24 42.63 MTA 22 52.40
MTT 26 46.85 MTA 23 42.46
MTT 27 48.56 MTA 27 56.24
MTT 28 45.49 MTA 28 66.90
MTT 29 56.09 MTA 29 44 91
MTT 30 55.04 MTA 30 56.19
Intervalo ‘ [39.84-61.55] Intervalo ‘ [20.56-71.09]

59



En la grafica 3 se muestran los intervalos de concentracion de cromo encontrados,
expresados como ug Cr /dia con la finalidad de comparar con la ingesta diaria sugerida por

las distintas legislaciones.

Gréfica 3.

Intervalos de concentracion de cromo e ingestas diarias sugeridas.

NOM-051 UE FDA
Acula#223E _ 71.09
"
Lt
3
)
Tlacotalpan -
38.84 61.55
20.00 30.00 40,00 50.00 &0.00 70.00 80.00
22 40 pg/dia 120

En la grafica anterior se observa que las muestras procedentes de Tlacotalpan presentan un
intervalo de concentraciones de [39.84-61.55] ug/dia, este intervalo rebasa la Ingesta Diaria
Sugerida de 22 pg establecida en la NOM-051-SCFI/SSA1-2010. Este intervalo también es
superior a la Cantidad Diaria Recomendada de 40 ug establecida por la Unidn Europea,

aunque el limite inferior de dicho intervalo estd muy cerca del valor establecido.

La FDA establece una Ingesta Diaria de Referencia de 120 pg, por lo tanto el intervalo de
concentraciones para las muestras de Tlacotalpan se encuentra por debajo de lo

establecido.
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En cuanto a las muestras procedentes de Acula, se tiene que presentan un intervalo de
concentraciones de [20.56-71.09] ug/dia, algunas de las muestras de este intervalo rebasan
la Ingesta Diaria Sugerida de 22 pg establecida en la NOM-051-SCFI/SSA1-2010 y también

la Cantidad Diaria Recomendada de 40 pg establecida por la Unién Europea.

La FDA establece una Ingesta Diaria de Referencia de 120 pg, por lo tanto el intervalo de

concentraciones para las muestras de Acula se encuentra por debajo de lo establecido.

6.8.2 Selenio.

En la tabla 23 se muestran las concentraciones de selenio que una persona ingeriria

asumiendo un consumo de 100g de musculo de mojarra por dia.
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Tabla 23. Concentraciones encontradas expresado como pg Se /dia para ambos municipios.

Tlacotalpan Acula

Muestra [ug/dia] Muestra [ug/dia]
MTT 01 147.90 MTA 01 265.07
MTT 02 103.64 MTA 02 443.74
MTT 03 202.83 MTA 03 219.42
MTT 04 105.66 MTA 04 189.73
MTT 06 39.13 MTA 05 16.89

MTT 07 39.75 MTA 06 19.26

MTT 08 243.64 MTA 07 120.06
MTT 09 118.51 MTA 08 193.25
MTT 10 199.06 MTA 09 163.31
MTT 11 172.38 MTA 10 331.56
MTT 13 226.77 MTA 11 284.48
MTT 14 239.17 MTA 12 373.21
MTT 15 142.00 MTA 13 244 .22
MTT 16 236.14 MTA 14 409.41
MTT 17 236.62 MTA 15 152.21
MTT 18 236.61 MTA 16 310.14
MTT 19 196.68 MTA 17 173.72
MTT 20 69.73 MTA 18 221.39
MTT 21 165.62 MTA 19 272.26
MTT 22 243.26 MTA 20 221.13
MTT 23 110.81 MTA 21 282.43
MTT 24 273.34 MTA 22 55.93

MTT 26 214.26 MTA 23 257.68
MTT 27 320.31 MTA 27 84.93

MTT 28 155.69 MTA 28 200.82
MTT 29 225.19 MTA 29 316.36
MTT 30 265.16 MTA 30 261.58
Intervalo |  [39.13-320.31] Intervalo |  [16.89-443.74]
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En la grafica 4 se muestran los intervalos de concentracién de selenio encontrados,
expresados como ug Se /dia con la finalidad de comparar con las ingestas diarias sugeridas

por las distintas legislaciones.

Grafica 4.

Intervalos de concentracion de selenio e ingestas diarias sugeridas.
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En la grafica anterior se observa que las muestras procedentes de Tlacotalpan presentan un
intervalo de concentraciones de [39.13-320.31] pg/dia, la mayoria de las concentraciones
en este intervalo rebasa la Ingesta Diaria Sugerida de 41 pug establecida en la NOM-051-
SCFI/SSA1-2010. Este intervalo también es superior a la Cantidad Diaria Recomendada de
55 pg establecida por la Unién Europea y la Ingesta Diaria de Referencia de 70 pug

establecida por la FDA.

En cuanto a las muestras procedentes de Acula, se tiene que presentan un intervalo de

concentraciones de [16.89-443.74] ug/100g, algunas de las muestras de este intervalo
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rebasan la Ingesta Diaria Sugerida de 41 pug establecida en la NOM-051-SCFI/SSA1-2010 y

también la Cantidad Diaria Recomendada de 55 ug establecida por la Unién Europea.

La FDA establece una Ingesta Diaria de Referencia de 70 ug, por lo tanto el intervalo de

concentraciones para las muestras de Acula se encuentra por encima de lo establecido.

Por lo tanto el intervalo de concentraciones para las muestras de Tlacotalpan y Acula, en

general, se encuentran muy por encima de lo establecido para selenio.
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7. Conclusiones.

Se demostrd que al optimizar las condiciones instrumentales, y elegir correctamente los
isotopos analitos y estdandares internos, se obtuvieron valores aceptables de exactitud y
precisién. También la limpieza adecuada del material tuvo un papel importante en la

obtencion de estos resultados.

Cabe mencionar que no se utilizé la celda de reaccién dindmica del equipo, por lo tanto
haber obtenido tales resultados sin emplear la celda es muy importante, ya que se evité un
gasto innecesario y, ademas, se evita el uso de gases peligrosos como lo son el metano vy el

hidrégeno.

Una de las ventajas de emplear esta técnica es que el tiempo de analisis es relativamente
corto, por lo tanto permite introducir mds muestras al equipo en cada sesién. Sin embargo,
el tiempo necesario para preparar las muestras es demasiado, considerando que esta

metodologia podria emplearse para analisis de rutina.

Ademas de optimizar las condiciones instrumentales, se deben de optimizar también las
condiciones para el proceso de digestion, por ejemplo determinar si se puede emplear otro
programa de digestion que permita digerir la muestra de manera satisfactoria en un tiempo
menor. También se debe considerar la posibilidad de reducir los tiempos de pre digestion.

Todo esto con la finalidad de reducir los tiempos de andlisis.

En cuanto a las muestras reales, como se esperaba, los niveles de cromo y selenio en el
musculo de las muestras se encuentran dentro del intervalo de concentraciones reportadas
en la literatura. Debido a que las concentraciones publicadas se referian tanto a lugares

contaminados, como a no contaminados.

Aparentemente no hay diferencia significativa entre los niveles de cromo y selenio
encontrados para las muestras de ambos municipios. Se necesitaria hacer un muestreo en
donde el tamafio de muestra fuera mayor para poder aceptar o descartar esta hipdtesis de

manera segura.

65



Aunque los niveles de cromo y selenio, en la mayoria de las muestras, superan las ingestas
diarias sugeridas, basandose en un consumo diario de 100 g, no representan un riesgo para
la salud para la poblacion en general ya que la mojarra tilapia no es un alimento que se
consuma diariamente; sin embargo podria representar un riesgo para las personas que lo
consuman de manera mas constante, como por ejemplo, los pobladores de Acula y

Tlacotalpan, en especial personas de bajos recursos econdmicos.

Este estudio puede servir como referencia para investigaciones mas profundas y
especializadas, ya que proporciona una referencia sobre los niveles de cromo y selenio en
el musculo de una de las especies mds consumidas de pescado en nuestro pais. Esto es muy
importante, ya que actualmente no hay estudios similares sobre la problematica que
representan los desechos de los ingenios azucareros para los ecosistemas acuaticos del

municipio de Acula.

Si bien no parece haber diferencia significativa entre los intervalos de concentracién de
cromo y selenio, podrian presentarse diferencias significativas para otros metales que se

encuentren mas relacionados con el tipo de desechos que vierten los ingenios azucareros.
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