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Resumen

RESUMEN

En el presente trabajo se utilizan tres metodologias para la determinacion de metales
pesados en especies marinas, siendo los elementos de interés en el estudio, arsénico, plomo
y mercurio, por ser metales con un alto grado de toxicidad y mayor deposiciéon en los
tejidos de animales. La investigacion se centra en la validacién de las metodologias
utilizando la guia de validacion de métodos analiticos Eurachem y la técnica de

espectrometria de absorcion atomica.

Los parametros seleccionados en la validacion de los métodos son: el limite de
deteccidn, limite de cuantificacion, ambito de trabajo, precision del método, exactitud y
porcentaje de recobro. Para el calculo de la exactitud y precision se utiliz6 un material de
referencia certificado llamado DORM-3 ““Fish Protein Certified Referente Material for
Trace Metals” de la NCR-CNRC. (National Research Council of Canada) 2007.

Como complemento en la investigacion se realizO un muestreo de tres especies
comerciales en el Puerto de La Libertad con el objeto de determinar la presencia de
arsénico, plomo y mercurio en muestras de pescado utilizando las metodologias validadas y
asi establecer si contienen concentraciones superiores a las establecidas en la norma
salvadorefia del Conacyt NSO 67.32.01.08 adopcion al reglamento de la Union Europea
1881/2006/CE y reglamento (CE) 33/2007.

Las pruebas realizadas en las validaciones de las metodologias arrojan resultados
aceptables segun los lineamientos protocolares y las pruebas estadisticas realizadas a dichos
valores; por otro lado los resultados reportados en algunas de las muestras colectadas

sobrepasan los limites permisibles establecidos en las normativas.
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Introduccion

INTRODUCCION

La contaminacion del medio ambiente es, en general, un proceso inevitable, producto
de la modernizacion de las sociedades humanas que consumen cantidades cada vez mas
altas de energia y requieren una mayor produccion de bienes, con el consecuente
incremento de desechos y productos no biodegradables; el mal uso de nuestros recursos
naturales, la inadecuada manipulacion de desechos quimicos e industriales por parte de
algunas empresas y la poca proteccion, por falta de recursos y/o personal especializado de
los entes reguladores, han traido como consecuencia un crecimiento en la contaminacion
maritima con algunas especies quimica, como los metales pesados, algunos de los cuales

son nocivos para la flora, fauna y por lo tanto, a la salud humana.

Estos elementos pesados son especies quimicas de origen natural, con pesos atdmicos
elevados; muchas veces se encuentran en concentraciones bajas en forma de minerales y
otras veces alcanzan niveles altos, convirtiéndolos en un contaminante nocivo para los seres
vivos. Es necesario recordar, que los seres vivos “necesitan” en pequefas cantidades de
muchos de estos elementos para poder funcionar adecuadamente; pese a esto, no impide
que su deposicion excesiva pueda generar problematicas ambientales, tanto en las especies
animales como en los seres humanos, de ahi que es responsabilidad de la sociedad en
general el disminuir la contaminacién a niveles que eviten que los dafios a nuestro medio

ambiente sean irreversibles.

Las afirmaciones anteriormente expuestas, conducen a la necesidad de efectuar
estudios e investigaciones cientificas que permitan registrar, tanto los procesos de
determinacion de los contaminantes, como el nivel de deposicion de los mismos, la
creacion de metodologias adecuadas para el control de contaminantes ha sido regida por
diferentes entes acreditados cuyo objetivo es definir pardmetros de anélisis adecuados para
la elaboracion de las metodologias, su propdsito es el de asegurar que los resultados

obtenidos por el estudio sean certeros y confiables.

12



Introduccion

El regimiento por un ente regulado permitira establece los protocolos a seguir para
validar las metodologias para la determinacion de arsenico, plomo y mercurio, éstos
metales se encuentran presentes en las muestras de peces las cuales se analizaran utilizando

la técnica de absorcion atémica por el método de horno de grafito y generador de hidruros.

Los parametros seleccionados de la guia de los “Métodos Analiticos adecuados para
su proposito/Guia de laboratorio para la validacion de métodos y temas relacionados
Eurachem” son los necesarios para una validacion completa de las metodologias entre
ellos: limite de deteccidn y cuantificacion, intervalo de trabajo, exactitud y precision del
método, porcentaje de recobro, entre otros. Dentro de estos criterios se establece la
utilizacion de un material certificado de referencia para la determinacién de la exactitud y

precision del método.

Un complemento al estudio consisti6 en un muestreo aleatorio de tres diferentes
especies comerciales de peces en una zona costera del pais para aplicar las metodologias
validadas a dichas muestras. Para poder establecer si la presencia de algunos elementos
toxicos a la salud humana en las muestras de peces analizadas poseen concentraciones que
estan sobrepasan los limites permisibles, se toman como referencia la norma salvadorefia
del Conacyt, que es una adopcion al reglamento de la Union Europea 1881/2006/CE y
reglamento (CE) 33/2007

13



Objetivos

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Validar las metodologias para la determinacion de arsénico, mercurio y plomo en tejido
muscular de pescado por Espectrometria de Absorcion Atomica y su aplicacion en el

analisis de muestras obtenidas en el departamento de la libertad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar el cumplimiento de las caracteristicas analiticas del método de determinacién
de Pb y As en tejido muscular de pescado por Espectrometria de Absorcion Atémica
con Horno de Grafito (GTA)

Verificar el cumplimiento de las caracteristicas analiticas del método de determinacién
de Hg en tejido muscular de pescado por Espectrometria de Absorcion Atémica con
Generador de Hidruros (VGA)

Recolectar diferentes especies de peces en el departamento de la Libertad, con el fin de
determinar el grado de contaminaciébn con metales pesados, empleando las

metodologias validadas para plomo, mercurio y arsénico.

14



Capitulo 1 Metales Pesados

CAPITULO 1 “MARCO TEORICO?”

1.1 METALES PESADOS

Los metales pesados son un grupo de elementos quimicos que presentan una densidad
relativamente alta y cierta toxicidad para el ser humano. El término "metal pesado™ no se
encuentra bien definido, a veces se emplea el criterio de densidad, por ejemplo, elementos
cuya densidad es igual o superior a 4,5 g/cm? cuando esta en forma elemental, pero algunos
valores en la bibliografia parten desde 4 g/cm? hasta 7 g/cm3, como se observa en la Tabla 1
la cual presenta las densidades de algunos elementos catalogados como metales pesados.
Otros criterios empleados son el nimero atdmico y el peso atomico clasificandolos como
aquellos cuyo nimero atomico es superior a 20, excluyendo a los metales alcalinos y
alcalino-térreos. Sin embargo, muchos de los metales que tienen una densidad alta no son

especialmente toxicos y algunos son elementos esenciales en el ser humano. [1]

Tabla 1 Densidad de algunos elementos de la tabla periddica, clasificados
como metales pesados.

Elemento Densidad (g/cm®)
Mercurio (Hg) 13.60
Talio (TI) 11.85
Plomo (Pb) 11.30
Cadmio(Cd) 8.65
Arsénico (As) 5.7
Aluminio (Al) 2.70

Desde el punto de vista biologico, se distinguen dos grandes grupos de metales

pesados; aquellos que no presentan una funcién bioldgica conocida y los que tienen la
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Capitulo 1 Metales Pesados

funcion de participar como micronutrientes; la presencia de los primeros en los seres vivos

Ileva a graves disfunciones organicas, resultan altamente toxicos y pueden biomagnificarse.

Los oligoelementos o micronutrientes son requeridos por las plantas, animales y seres
humanos en pequefias cantidades o cantidades traza, ya que son necesarios para que los
organismos completen su ciclo vital. EI problema es que superado un cierto umbral se

vuelven toxicos. [2]

El contenido de metales pesados en los alimentos tanto de origen vegetal como animal,
depende de muchos factores, entre los cuales se encuentran las condiciones medio-
ambientales, los métodos de produccidn, el procesamiento y el lugar de origen del alimento,

especialmente en relacion a la composicion del suelo.

La variacion en la composicién media entre plantas y mamiferos se atribuye a las
diferentes funciones en los mismos; en el caso de tratarse de micronutrientes en los cuales
se encuentran elementos sin funcién biolégica conocida, se genera la posibilidad de

producir una bioacumulacién en la flora y fauna de mayor longevidad.

Atmoésfera

Fig. 1 Representacion de tipos de absorcion de metales pesados en el suelo. Tomado de
http://www.unex.es/edafo/GCSP/GCSL4CEMetalesPesados.html
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Capitulo 1 Metales Pesados

La figura 1 muestra el esparcimiento de los metales pesados a través del suelo, su
absorcion por las plantas, su deposicion en los mantos acuiferos subterraneos, asi como la

formacion de otras especies quimicas. [3]

Dentro de los elementos pesados mas tdxicos y de mayor acumulacion en los seres

vivos estan:
1.1.1 PLOMO (Pb)

El plomo es un metal pesado de densidad relativa
de 11.4 a 16°C, de color azuloso, que se emparia para
adquirir un color gris mate como se muestra en la
figura #2. Es flexible, inelastico y se funde con
facilidad. Sus compuestos mas importantes para la
industria son los 6xidos de plomo, el tetraetilo de
plomo y los silicatos de plomo. Este elemento forma

aleaciones con muchos metales y, en general, se Lo
Fig. 2 Representacion del plomo
inorganico. Tomado de
Wikipedia

emplea de esta forma en la mayor parte de sus aplicaciones.

El uso mas amplio se encuentra en la fabricacion de acumuladores, sin embargo se
encuentra en otras aplicaciones importantes como la fabricacion de forros para cables,
elementos de construccion, pigmentos, soldadura suave, municiones, plomadas para pesca

entre otros.

Efectos en el medio ambiente

El plomo se encuentra de forma natural en el ambiente, pero generalmente, las
concentraciones elevadas son el resultado de la contaminacion por las actividades humanas.
El uso industrial de este metal hace que se acumule en los cuerpos de los seres vivos, por

ejemplo en los organismos acuaticos y organismos del suelo. Cada una de estas especies
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experimenta efectos en su salud por envenenamiento con plomo, ain cuando solo hay

pequefias concentraciones de él.

Efectos en la salud humana.

El plomo es uno de los metales pesados con mayor efecto perjudicial sobre la salud
humana. Este puede ingresar al cuerpo humano a través de la comida (65%), agua (20%) y
aire (15%) [2]. Productos alimenticios como frutas, vegetales, carnes, granos, mariscos,
refrescos y vino pueden contener cantidades significantes de este elemento, ingresando en
la cadena alimenticia y debido a que este metal no cumple ninguna funcién esencial en el
cuerpo humano, puede hacer dafio a diferentes 6rganos como el rifién, higado, encéfalo y
huesos. Dada su similitud con el calcio, el mayor depdsito de plomo se localiza en el tejido

0seo y puede llegar a ocasionar enfermedades en el ser humano.

1.1.2 MERCURIO (Hg)

Es un metal pesado plateado como se puede
observar en la Figura 3; en ocasiones denominado
azogue, se puede presentar de forma natural en el
medio ambiente bajo distintas especies quimicas.
La forma pura, mercurio elemental, es liquida a

temperatura ambiente aunque lentamente tiende a

Figura 3 Representacion del evaporarse; produciendo vapores toxicos 'y

mercurio en la naturaleza. corrosivos, més pesados que el aire. Es dafiino por
Tomado de wikipedia imagenes . o y

inhalacion, ingestion y contacto. Las formas que

se encuentran mas comdnmente en la naturaleza son el mercurio inorganico y el mercurio

organico.

La principal fuente natural de de mercurio es la desgasificacion de la corteza terrestre

incluyendo las emisiones volcanicas y la evaporacién de los océanos; a éstas hay que
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afiadirle la extraccién minera del mercurio y los productos derivados de sus diferentes
aplicaciones en la industria cloroalcalina, en la industria de pinturas o en la fabricacion de
equipos eléctricos e instrumentos de precision. También son fuente de contaminacién
actividades como la utilizacion de combustibles fésiles, la produccion de acero, cemento y

la fundicidn de minerales de sulfuro.

La toxicidad del mercurio depende de la forma quimica en la que se encuentra. El
mercurio elemental apenas es toxico por via oral porque se absorbe muy poco y se elimina
con mucha rapidez. En cambio, en forma de vapor es absorbido rapidamente por los
pulmones pudiendo dar lugar a intoxicaciones tanto agudas como cronicas. Los compuestos
inorganicos del mercurio son mas tdxicos que el propio metal pero los efectos bioldgicos
mas severos son los de algunos compuestos organicos Yy, de hecho, el metilmercurio esta
entre los 6 compuestos quimicos méas peligrosos en el medio ambiente segin el Programa

Internacional de Seguridad Quimica (IPCS). [4]

El mercurio sufre una bioacumulacion a través de la cadena alimentaria acuatica,
presentandose los niveles mas altos en los peces carnivoros de gran tamafio tanto de agua
dulce como de agua salada. ElI metilmercurio constituye aproximadamente un 75% del
mercurio total de los pescados de agua marina y cerca de un 90% de los de agua dulce. Por
el contrario, el mercurio inorganico es la forma predominante en moluscos y crustaceos.
Muchos paises han establecido niveles maximos permitidos de mercurio en pescados que

oscilan entre 0.5 y 1 mg/kg segun las diferentes legislaciones. [5]

Efectos sobre el medio ambiente

El mercurio es un elemento natural que se encuentra en el medio ambiente. Las
actividades humanas, tales como la incineracion del carbon y el uso del mercurio en la
elaboracion de ciertos productos, han incrementado la cantidad de mercurio presente en la

atmosfera, los suelos, los lagos, riachuelos y océanos.
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Los efectos negativos que pueden tener las diferentes formas de mercurio sobre los
seres vivos estdn muy condicionados por la bioacumulacion (acumulacion dentro del
organismo) y la biomagnificacion (acumulacion a lo largo de la cadena alimenticia); por
ejemplo, los organismos pequefios ingieren el mercurio absorbido en las plantas, algas y
desechos que se encuentran en su habitad; y los animales de mayor escala en la cadena
alimenticia se alimentan de estos organismos mas pequefios, por ende éstos ingieren a su
vez el mercurio metilico de manera indirecta. A medida que este proceso, conocido como
bioacumulacion continGa, los niveles de mercurio aumentan en la cadena alimenticia, hasta

Ilegar al ser humano.Efectos en la salud humana

Si bien el mercurio existe en la naturaleza, los niveles ambientales se deben
principalmente a las actividades humanas. Aproximadamente, el 80% del mercurio emitido
por las actividades humanas es elemental, liberado al aire principalmente por la quema de
combustibles fésiles, la mineria y las fundiciones y por la incineracion de residuos. Cerca
del 15% del total se emite al suelo por fertilizantes, fungicidas y residuos sélidos que
contienen baterias o termdmetros. Un 5% adicional se emite por los efluentes industriales

hacia las aguas. [6]

El mercurio puede ingresar al organismo por la piel, por medio de la atmosfera o a
través de los alimentos. ElI metilmercurio es la forma que mas facilmente se absorbe a
través del tracto gastrointestinal, por lo que la ingesta de alimentos contaminados lleva al
rapido traspaso de mercurio al torrente sanguineo desde donde se distribuye hacia otras
partes del cuerpo, particularmente el cerebro [6], como se representa en la figura 4, la cual

muestra el ciclo de absorcion del mercurio en los seres vivos.
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DEPOSITION (Hgl), CHyHg)
and VOLATILIZATION (Hge)

Fig. 4 Representacion del ciclo de absorcion del Mercurio en especies vivas. Tomado de
http://www.ucm.es/info/crismine/Geologia_Minas/Mineria_toxicidad.htm

1.1.3 ARSENICO (As)

Este elemento estd ampliamente distribuido en la corteza terrestre en un porcentaje
aproximado del 0.0005 %; se encuentra tanto en suelos como en aguas y en la mayoria de
los tejidos vegetales y animales. Sin embargo, no se conoce ninguna mina explotable y el
metal se obtiene como subproducto en la produccion de otros elementos como cobre y

plomo.

El arsenico tiene muchas aplicaciones en la industria metallrgica, especialmente en la
obtencion de aleaciones, pero su mayor utilidad es en la industria quimica para la
elaboracion de medicamentos y plaguicidas, incluyendo conservantes de la madera. La
utilizacion de plaguicidas arsenicales ha sido considerada como la fuente principal de

contaminacién ambiental en las Ultimas décadas.
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En el estado solido se ha empleado ampliamente en los materiales laser y como agente
acelerador en la manufactura de varios aparatos. ElI 6xido de arsénico se utiliza en la
elaboracion de vidrio. Los sulfuros se usan como pigmentos y en juegos pirotécnicos. El

arseniato de hidrégeno se emplea en medicina, asi como otros compuestos de arsénico.

Es un metal extremadamente toxico a pesar de ser clasificado como un semimetal en la
tabla periédica, su densidad es de 5.72 g/cm?® es persistente en el ambiente y cuya presencia
en las zonas contaminadas se mantiene después de muchos afios; por su sedentarismo ha
sido una de las sustancias que se encuentra actualmente restringida o completamente

prohibida.

Efectos en la salud humana.

El arsénico es uno de los elementos mas tdxicos que pueden ser encontrados en la
naturaleza; los humanos pueden ser expuestos a través de la comida, agua y aire. La
exposicion puede también ocurrir a través del contacto de la piel con suelo o agua que

contenga este elemento.

Los niveles de arsénico en alimento como carnes, frutas y hortalizas pueden ser
relativamente bajos; sin embargo, en el musculo de los peces y marisco los niveles pueden
incrementarse, ya que su organismo no es capaz de desechar habitualmente lo absorbido,
por lo que a medida transcurre el tiempo los elementos tdxicos se acumulan en sus cuerpos

y pueden llegar a contaminar al ser humano.

La exposicion al arsénico puede ser mas alta; para las personas que trabaja con este
elemento, para los que beben cantidades altas de vino, para seres humanos que residen en
casas que contienen conservantes de la madera y que viven en granjas donde este metal
contenido en los pesticidas ha sido aplicado en los campos de cultivo; causandoles efectos
sobre la salud, como irritacion del estbmago e intestinos, disminucién en la produccion de

gldbulos rojos y blancos, cambios en la piel, e irritacion de los pulmones.
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Efectos en el medio ambiente.

El arsénico puede ser encontrado de forma natural en la tierra en pequefias
concentraciones formando parte de los minerales y puede penetrar en el aire, agua y tierra a
través de las tormentas de polvo y las aguas de escorrentia (aguas provenientes del ciclo

hidrolégico).

Es un componente que es extremadamente dificil de convertir en productos solubles en
agua. En el ambiente se encuentran en zonas rodeadas de actividades humanas,

mayormente la mineria y las fundiciones. [7]

1.2 VALIDACION ANALITICA DE METODOS

Segun la I1SO (International Organization for Standardization), la validacion de
métodos es “El proceso de definir una necesidad analitica y confirmar que el método en

cuestion tiene capacidades de desempefio consistentes con las que requiere aplicacion.[8]

Un método de analisis debe validarse cuando se necesite verificar que sus parametros
de desempefio se cumplen para una investigacién analitica; por ejemplo, cuando se
desarrolla un nuevo procedimiento para solucionar un problema especifico, cuando se
requiere incorporar mejoras, extenderlo o cuando el control de calidad indica que dicho

procedimiento establecido esta cambiando con el tiempo, entre otras situaciones.

Parametros para el desempefio de una validacion.

1.2.1 Confirmacion de la identidad

Los métodos analiticos consisten de una etapa de medicion en la cual es necesario
establecer que la sefial producida atribuida al analito, se debe Unicamente a él y no a la
presencia quimica o fisicamente de una sefial similar. La selectividad Yy especificidad son

medidas que garantizan la confiabilidad de las mediciones en presencia de interferencias.
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Segun definicion se establece que la selectividad es la capacidad de un método para
determinar exactamente y especificamente el analito de interés en presencia de otros
componentes en una matriz de muestra bajo las condiciones de pruebas establecidas. [9] y
la especificidad es la capacidad de un método para medir solamente lo que se pretende que
mida. [10]

1.2.2 Limite de deteccion (LD)

Al realizar mediciones a niveles bajos de analito o de la propiedad relacionada, como en
el andlisis de trazas, es importante conocer cuél es la concentracion mas baja del analito, la
cual se denomina Limite de Deteccion. La AOAC (Methods of Analysis of the Association
of Official Chemist) lo establece como “el menor contenido que puede medirse con una
certeza estadistica razonable”; la ISO utiliza como un término general al “valor minimo
detectable de la variable de estado definida” lo que significa “la concentracion neta minima
detectable” y la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) prefiere

denominarle “valor (verdadero) minimo detectable”.

Sabiendo que cada una de estas definiciones es correcta, para propdésitos de validacion

es suficiente proporcionar un indicativo del “nivel al cual la deteccion resulta incierta”.

1.2.3 Limite de Cuantificacion (LC)

Estrictamente se puede definir al limite de cuantificacion segun la IUPAC como “la
concentracion mas baja del analito que puede ser determinada con un nivel aceptable de
precision de repetibilidad y veracidad ”

La NATA (National Association of Testing Authorities, Australia) lo define como “la
menor concentracion de un analito que puede determinarse con una precision y una

exactitud aceptables bajo las condiciones establecidas de la prueba” [11]
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1.2.4 Intervalo de trabajo

Para cualquier método cuantitativo es necesario determinar el intervalo de
concentraciones del analito o los valores de la propiedad relacionada, sobre los cuales el
método puede aplicarse. El intervalo de medicion se expresa de manera que el extremo
inferior del intervalo de concentracion se encuentren los factores limitantes como el limite
de deteccion y/o limite de cuantificacion y en el extremo superior del intervalo de
concentracion se expresen las limitaciones impuestas por varios efectos que dependen del
sistema de respuesta del instrumento.
Segun la IUPAC se define como “el conjunto de valores del mesurando para los cuales se

pretende que el error de un instrumento de medicion caiga dentro de limites especificos”

1.2.5 Exactitud
La validacion de métodos busca cuantificar la exactitud probable de los resultados
evaluando los efectos sisteméticos y aleatorios de las medidas. La exactitud expresa la

cercania de un resultado al valor verdadero.

Se define como la “Proximidad de concordancia entre el resultado de una medicion y
el valor de referencia aceptado”; segun la IUPAC es “la cantidad referida a las diferencias
entre la media de una serie de resultados o un resultado individual y el valor el cual se

acepta como valor verdadero o correcto para la cantidad medida”

Normalmente la exactitud se instruye en la veracidad, la cual se define de la siguiente

manera:

o La veracidad es la proximidad de concordancia entre el valor promedio obtenido de
una serie grande de resultados de prueba y un valor de referencia aceptado (ISO 3534-
1). Se fundamenta en la comparacién de la media de los resultados de un método con
relacién a valores de referencia. Se dispone de dos técnicas basicas: la verificacion con
respecto a los valores de referencia de un material caracterizado o de otro método

caracterizado.
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Los materiales de referencia certificados por lo general se aceptan como medio de
proveer valores trazables y por lo tanto el valor de referencia es el valor certificado del
CRM’s (Material de Referencia Certificado).

CRM’s: material de referencia acompafiado de un certificado en el cual uno o méas valores
de sus propiedades estan certificados por un procedimiento que establece trazabilidad a una
realizacion exacta de la unidad en la cual se expresan los valores de la propiedad y en el
que cada valor certificado se acomparia de una incertidumbre con un nivel declarado de

confianza.

Un material de referencia ideal seria un material de referencia certificado de matriz
natural, muy semejante a las muestras de interés. La validacion requiere la adecuacion de
un material de referencia que debe ser apropiado para su uso. Por ejemplo, para trabajos
normalizados debe usarse un material de referencia certificado adecuado e idealmente de la
misma matriz; para métodos utilizados en trabajos internos a largo plazo, debera utilizarse
un material interno estable o un material de referencia certificado y para trabajos a corto

plazo o no criticos a menudo es suficiente un patrén preparado por adicion.

Para verificar con respecto aun método alternativo, se comparan los resultados de los
dos métodos para la misma muestra 0 muestras. Las muestras pueden ser materiales de
referencia certificados, materiales de referencia preparados internamente o simplemente,

muestras tipicas.

1.2.6 Precision.

La precision es la concordancia entre los resultados de pruebas independientes
obtenidos bajo condiciones estipuladas, normalmente se determina para circunstancias
especificas, las medidas mas comunes son: la repetibilidad y reproducibilidad, estas

representan las dos medidas extremas de precision que pueden obtenerse.
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La repetibilidad se calcula a partir de “resultados independientes de una prueba que se
obtienen con el mismo método sobre objetos de prueba idénticos, en el mismo laboratorio,
usando el mismo equipo y dentro de intervalos de tiempo cortos”, lo que proporciona una

idea de la clase de variabilidad esperada cuando un método se ejecuta por un solo analista,.

1.2.7 Sensibilidad

Cambio en la respuesta de un instrumento de medicién dividido por el correspondiente
cambio del mesurando. (VIM (Vocabulario Internacional de Metrologia 1984) y IUPAC).
La sensibilidad es la pendiente de la curva de calibracion o curva de respuesta, es decir, el
cambio en la respuesta del instrumento que corresponde a un cambio en la concentracion

del analito.

1.2.8 Robustez
Medida de su capacidad de permanecer inalterado por variaciones pequefias pero
deliberadas en los pardametros del método y proporciona una indicacion de su confiabilidad

durante su uso normal.

En cualquier método habra ciertas etapas las cuales, si no se llevan a cabo con
suficiente cuidado, tendran un efecto severo sobre el desempefio del método y pueden dar
como resultado que definitivamente, el método no funcione. Cada una de estas etapas debe
identificarse como parte del desarrollo del método v si es posible, debe evaluarse por medio
de pruebas de robustez. Las pruebas de robustez se aplican normalmente para investigar su

efecto sobre la precision y la exactitud del método.

1.3 ESPECTROSCOPIA
La espectroscopia consiste en la medicion e interpretacion de fenémenos de absorcion,
dispersion o emision de radiacion electromagnética que ocurre en atomos, moléculas y
otras especies. Esta absorcion o emision se encuentra asociada a los cambios de estados de

energia de las especies quimicas interactuantes y, puesto que cada especie tiene estados de
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energéticos que la caracterizan, esto permite cuantificar y cualificar diferentes tipos de

especies.

Sin embargo, en todos los métodos espectrométricos se miden dos variables fundamentales:
1.La longitud de onda (o energia) de la radiacion.
2.La cantidad de radiacién a dicha longitud de onda.

Un material especifico sélo absorbe energia luminosa de ciertas longitudes de onda y
puede ser transparente a otras, es decir, las aquellas absorbidas y emitidas dependen de la
identidad del compuesto y su magnitud no depende de la masa de analito presente. Sin
embargo, la cantidad de luz que se absorbe o se emite si depende de la cantidad del
compuesto presente en la trayectoria luminosa. En fin la espectrometria permite determinar

el contenido elemental y molecular de los materiales.

1.3.1 Transformaciones de la energia.

Los resultados de las interacciones de un atomo (0 molécula) con sus alrededores y con
la luz. La energia penetra y sale del atomo en forma de luz, calor y energia cinética de
particulas como lo son electrones. Como la luz puede transformarse en calor, la longitud de
onda de la luz emitida puede ser mas larga (de menor energia) que la longitud de onda que
excita al 4&tomo, y la energia restante se empleara para calentar dicho &omo y sus
alrededores.

1.3.2 Espectrometria de Absorcidn.

La Espectroscopia Atdmica es un metodo instrumental que se basa en la absorcion de
radiacion electromagnética por particulas atdmicas. Para obtener un espectro de
radiaciones de longitudes de ondas especificas, o rangos pequefios en lugar de bandas, es
necesario que las particulas de la muestra se descompongan en particulas elementales

gaseosas, proceso conocido como atomizacion.
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La espectrometria de absorcion consiste en medir la fraccion de luz de una
determinada longitud de onda que atraviesa por la muestra, como la muestra no emite luz
por si misma es necesario incluir una fuente luminosa, usualmente se utiliza una lampara de
catodo hueco que emite la longitud de onda deseada del elemento de interés. Para realizar
un analisis se efectian dos mediciones; la primera mide la cantidad de luz (a la longitud de
onda elegida) que incide sobre la muestra y la segunda es la cantidad de luz que emerge de

la misma.

1.3.3 Absorbancia y Concentracion.

La absorbancia de una muestra es proporcional a la cantidad total de material que
absorbe la luz incidente como lo muestra la ley de Beer en la figura 4 al cual establece que
la absorbancia es directamente proporcional a una constante(g)(que es propiedad del
material), ademas de la longitud de onda de la medicién; b que es la longitud de la
trayectoria que la luz atraviesa por la muestra y C que es la concentracién del material que

absorbe luz.

I

I
-- b A=¢bC Ley de Beer-Lambert
-—II_’ c, a

0

i
/

Fig. 5 Representacion gréfica de

La ley de Beer-Lambert. Tomado de Wikipedia

Cuando la concentracién (C) se expresa en (mol L™) y la longitud de la trayectoria en
cm, la constante () Coeficiente de extincion molar o absortividad molar, tendra las
unidades (L mol™ cm™). Es necesario observar que ¢ depende de la longitud de onda de

medicion, por tanto este valor se escribe como ¢, es decir por ejemplo &, [12].
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1.3.4 Espectrometria Atomica.

Tipo de espectrometria capaz de medir la luz emitida por transiciones de atomos o
iones y no de especies moleculares; mide los atomos libres en una matriz de fase
condensada o de espectros que son esencialmente atdmicos. Para la espectrometria de
absorcion atomica, los atomos del analito no estan enlazados quimicamente con otros
atomos, por lo tanto la matriz de la muestra se destruye completamente, quedando

atomizada.

Cuando el elemento que se determina es un gas monoatémico a temperatura cercana a
la ambiental, la atomizacién es bastante sencilla y basta con mantenerlo en un celda cerrada
para analizarlo. Sin embargo, si la muestra se introduce como liquido, son necesarios
algunos pasos adicionales para el proceso de atomizacion. Con frecuencia las muestras

liquidas se introducen a manera de aspersion al atomizador.

1.3.5 Métodos de atomizacion.

a) Atomizadores electrotérmicos

En algunas técnicas de absorcion atdmica se emplean atomizadores electrotérmicos
conocido como horno de grafito, que consiste de un tubo cilindrico de grafito de
aproximadamente 1-3 cm de longitud, y 3-8 mm de diametro. EIl tubo de grafito es alojado
en un ensamble que sella las salidas del tubo con ventanas Opticamente transparentes. El
ensamble permite el paso de corrientes de gas inerte, protegiendo el grafito de la oxidacion,
y removiendo los productos gaseosos producidos durante la atomizacion. Se utiliza una
fuente de poder para pasar la corriente eléctrica a través del tubo de grafito, dando como

resultado un calentamiento por la resistencia.

Wuasta Heorne de Grafito Atomos libres
/ -

\ - ey - ol !

- - - T i
Introduccion de la muestra Proceso de Atomizacidin

Figura 6. Proceso de atomizacion de la muestra dentro de un horno de grafito
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Las muestras son inyectadas al tubo de grafito a través de un capilar como se muestra
en la figura 6. La atomizacion se logra en tres fases. Primero, la mezcla es secada usando
una corriente eléctrica que eleva la temperatura del tubo de grafito a 110°C. En la segunda
etapa, que se llama calcinado, la temperatura es incrementada a 350-1200°C, a estas
temperaturas cualquier material orgédnico es convertido en CO, y H,O, y materiales
inorganicos son volatilizados. Estos gases son removidos por una corriente de gas inerte.
En la etapa final, la muestra es atomizada rapidamente incrementando la temperatura a
2000-3000°C. EI resultado es un pico perecedero cuya altura o area es proporcional a la
cantidad de analito inyectado en el tubo. Estas tres etapas se llevan a cabo en 45-90

segundos; la mayor parte del tiempo de analisis es usada para secar y calcinar la muestra.

b) Vaporizacion quimica.

Para ciertos elementos que forman hidruros covalentes volatiles, la técnica de
formacion del hidruro y el anélisis subsecuente mejora la eficiencia de atomizacion,
transfiriendo cuantitativamente al analito en la fase vapor como hidruro, para lo cual se
utiliza con frecuencia como fuente que aporta mayor intensidad, la lampara de descarga sin
electrodos. EIl pretratamiento consiste en una unidad generadora de vapor, en la que se
produce un hidruro metélico o sus vapores. Estos vapores se inyectan en el atomizador con
una corriente gaseosa de insercion. La vaporizacidén quimica ofrece mejoras en los limites
de deteccion comparada con la atomizacién por medio de la llama, la generacién de

hidruros mejora la sensibilidad del metodo. [13]

1.4 ESTADISTICA APLICADA

La estadistica aplicada es el area de la estadistica que se ocupa de inferir resultados
sobre la poblacién a partir de una o varias muestras. Los parametros poblacionales son

estimados mediante funciones denominadas "estimadores" o "estadisticos".
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Idealmente una de las propiedades mas importantes en un método analitico es la
obtencion de resultados libres de errores sistematicos (aquellos que generan que todos los
resultados sean erréneos en el mismo sentido) y aleatorios (errores que provocan que los
resultados difieran uno de otro de manera que se distribuyan a ambos lados del valor
medio). Esta propiedad se puede medir al aplicar el método a una muestra de ensayo que
contenga una cantidad conocida de analito, la cual se contrastara con los resultados

obtenidos experimentalmente. [14]

Un contraste de hipétesis o contraste de significacion implica, en cualquier
investigacion, la existencia de dos teorias o hipotesis implicitas, que se denominan

hipétesis nula e hipotesis alternativa.
1.4.1 Comparacion de una media experimental con un valor conocido.

Un contraste de significacion prueba la veracidad de una hipotesis denominada
Hipotesis Nula, denotada por H, y es aquella mediante la cual un método analitico no esta
sujeto a errores sistematicos. El término nulo se emplea para indicar que no hay diferencia
entre el valor observado (experimental) y el valor conocido. Suponiendo que esta hipétesis

nula es verdadera, al teoria estadistica se puede emplear para calcular la probabilidad de

que la diferencia observada entre la media muestral, X, y el valor verdadero, p, se deba
solamente a errores aleatorios. Cuanto mas pequefia sea la probabilidad de que la diferencia
observada ocurra por azar, menos probable sera que la hipotesis nula sea verdadera.
Normalmente la hipdtesis nula se rechaza cuando la probabilidad de que dicha diferencia

observada sea por azar es menor que 1 en 20 veces (es decir 0.05 6 5%).

Para contrastar H, es decir, para decidir si la diferencia entre X y | es significativa, se

calcula el estadistico t de acuerdo a la siguiente ecuacion:

_E—pnn
5

t
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Donde £ es la media muestral, s, es la desviacion estandar muestral y n, el tamafio

muestral.

Si el valor de t calculado es mayor que un cierto valor critico obtenido de las tablas
correspondientes, entonces se rechaza la hipotesis nula. Los grados de libertad utilizados

parael estudiotes n-1

33



Capitulo 2 Metodologia Experimental

CAPITULO 2 “METODOLOGIA EXPERIMENTAL”

La parte experimental se dividio en dos etapas: la validacion de las metodologias de
andlisis para la determinacién de metales pesados en especies marinas y su aplicacion al
analisis de muestras reales recolectadas en el Puerto de La Libertad, a fin de determinar los

niveles de contaminacion por los metales en estudio.

Instrumental

En el tratamiento de la muestra se utilizé un Digestor de Microonda Marca CEM,
modelo MARS 5. Para determinar la presencia y cuantificar los metales pesados presentes
en las muestras recolectadas, se utilizd un Espectrofotémetro de Absorcion Atémica con
horno de grafito para plomo y arsénico y generador de hidruros para mercurio, equipo

marca Varian, con sus respectivas lamparas.

2.1 TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

2.1.1 Digestion de muestras
Cada una de las muestras utilizadas, tanto para la validacion de las metodologias, asi
como para la determinacion de los metales pesados, seran tratadas segin una adaptacion al

método oficial de la AOAC 974.14. [15] como se describe a continuacion:

Reactivos
« Acido nitrico concentrado para anélisis de trazas.

» Agua desionizada

Material y Equipo
« Balanza Analitica

» Balones volumétricos de 50 mL

34



Capitulo 2 Metodologia de Validacion

* Probeta de 10 mL
+ Vasos de digestion: recipiente de teflon o polietileno cerrado.
 Digestor microonda MARS 5. CEM

Procedimiento

Pesar aproximadamente 0.5 + 0.15 g de la muestra en un vaso digestor, adicionar 10.0
mL de acido nitrico concentrado, cerrar el vaso (cuidadosamente ajustar la llave de cierre
del vaso digestor), y coloque el recipiente en el carrusel. Se colocd el horno con un
programa de temperaturas desde: 35°C a 200°C en 20 minutos, mantener la temperatura
final por 10 minutos mas. Enfriar el sistema y dejar reposar a temperatura ambiente. Lleve
el carrusel de muestras a la camara de extraccion y desenrosque la llave del recipiente,

transfiera la muestra digerida a un balon de 50 mL y afore con agua desionizada.

2.2 METODOLOGIA DE VALIDACION.

Para las pruebas de validacion se tomaran en cuenta las siguientes consideraciones:

« Se utilizard un Espectrofotometro de Absorcion Atémica con sus accesorios
necesarios para su funcionamiento.

« Los blancos de muestras sera una mezcla de agua desionizada mas &cido nitrico
concentrado.

 Cada uno de los materiales a utilizar seran lavados previamente con una mezcla de
acido nitrico concentrado y agua desionizada, a fin de evitar cualquier tipo de
contaminacion.

« Se utilizara como analito el material de referencia certificado DORM-3 (Fish protein
Certified Referente Material for Trace Metals).

« Los estandares para la curva de calibracion seran preparados diariamente.
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2.3 VALIDACION PARA LA DETERMINACION DE PLOMO EN ESPECIES
MARINAS POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.

Materiales
« Portamuestras plasticos para Absorcion Atomica.

Gas Argon Ultra. Alta Pureza.

Balones volumétricos de 100 mL certificados

Balones volumétricos de 25 mLy 50 mL

Micropipeta de 5 mL ajustable

Micropipeta de 1000 uL ajustable

Reactivos
 Solucion Estandar Certificada de Plomo trazable a NIST 1000 mg/L en agua
acidificada (nitrato de plomo en &cido nitrico diluido), marca AccuStandard con
namero de Lote B6075016/JUL2011.
« Material de referencia certificado DORM-3 “Fish Protein Certified Reference
Material for Trace Metals’trazable a NRC-CNRC (National Research Council
Canada. 2007

+ Agua desionizada.

Equipo
» Equipo de Absorcion Atomica, marca Varian, modelo 220 Fast Sequencial con los
componentes: Horno de Grafito (GTA-110), Automuestreador del Horno de Grafito,
Lampara de catodo hueco de plomo, tubos de grafito y accesorios (especificos para el
horno de grafito)
 Digestor CEM, Modelo MARS 5
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Parametros

2.3.1 Limite de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificacion (LC)

Se realizo lectura de 10 blancos de muestras independientes medidos una vez cada
uno. Cada blanco de muestra sera preparado midiendo 10 mL de &cido nitrico concentrado
para analisis de metales trazas en una probeta, posteriormente se transfirié 10 mL de acido
nitrico concentrado en un balén volumétrico de 50 mL y aforar con agua desionizada. A
continuaciéon se tomo una alicuota de la solucién y se colocd en un portamuestra para
absorcion atomica, finalmente se cuantificO la muestra en el Espectrofotometro de

Absorciéon Atomica.

Calcular la desviacion estandar del valor promedio de los blancos y obtener los valores del
LD y LC de la siguiente manera:

LD = valor promedio de los blancos de muestra + 3s

LC = valor promedio de los blancos de muestra + 10s

2.3.2 Ambito de Trabajo
Se midio6 un blanco y estandares de referencia a varias concentraciones (como minimo 6
concentraciones mas el blanco). Graficar la respuesta de la medida contra la concentracién

del mesurando e identificar los limites inferiores y superiores del &mbito lineal.

2.3.3 Sensibilidad

Se prepar6 una curva de calibracion de 6 concentraciones diferentes, dentro de los limites
de trabajo seleccionados. Cada concentracion se prepar6 por triplicado, finalmente se
calculo la pendiente de la curva de calibracion a fin de evaluar la sensibilidad del método.

2.3.4 Exactitud.
Se analizd 10 veces un material de referencia (DORM-3) utilizando el método a validar.

La evaluacion de los resultados se realiz6 comparando el promedio obtenido con el valor
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aceptado por el certificado del material de referencia (CMR’s DORM-3), con el fin de
evaluar si existe diferencia significativa entre los resultados utilizando una comparacion de
medias muestrales. Para su célculo se utilizo el estudio t que hace referencia a la siguiente
ecuacion.

_ (X —whn
iy

t

a) % Recobro.
Para el porcentaje de recobro se analizo entre 7 y 10 muestras fortificadas y no
fortificadas con plomo a tres niveles de concentraciones diferentes (0.0500, 0.0700 y
0.0900 mg/L). El célculo de recobro se obtuvo para cada concentracion de la
siguiente manera:

M, Fortificada — M, No Fortificad a y
Fortificacién

% Recobro = 100

2.3.5 Precision del Método
Se realizaron 10 mediciones de una curva de calibracion, utilizando como minimo 5
concentraciones diferentes. Concentraciones: blanco, 0.0250, 0.0500, 0.0750, 0.1000 mg/L

a) Repetibilidad de curvas de calibracion
Medicion de 10 curvas de calibracion en un intervalo de tiempo corto por un
mismo analista.

b) Reproducibilidad de curvas de calibracion
Se midieron 10 curvas de calibraciéon en un intervalo de tiempo corto por un

analista diferente.

En el calculo de este parametro permite establecer una hipotesis nula Ho que
comprobara si existe o no diferencia significativa entre los valores obtenidos en la prueba,

mediante la comparacion de un valor calculado con un valor critico.
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2.4 VALIDACION PARCIAL PARA LA DETERMINACION DE ARSENICO, Y
MERCURIO EN ESPECIES MARINAS POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCION
ATOMICA.

Materiales
 Portamuestras plasticos para Absorcion Atémica.
» Gas Argon Ultra. Alta Pureza.
 Gas Nitrogeno con pureza de 99.998%.
+ Balones volumétricos de 100mL certificados
+ Balones volumétricos de 25mLy 50 mL
* Micropipeta de 5mL ajustable
* Micropipeta de 1000 uL ajustable

Reactivos

» Solucién Estandar Certificada de Arsénico trazable a NIST 1000 mg/L en agua
acidificada, marca Merck, con nimero de Lote HC625147/3011009.

» Solucién Estandar Certificada de Mercurio trazable a NIST 1000 mg/L en agua
acidificada (nitrato de mercurio en 4acido nitrico diluido), Marca Merck. Con namero
de Lote OC561218.

* Material de referencia certificado DORM-3 “Fish Protein Certified Reference
Material for Trace Metals”trazable a NRC-CNRC (National Research Council
Canada. 2007

+ Agua desionizada.

Equipo
» Equipo de Absorcion Atomica, marca Varian, modelo 220 Fast Sequencial con los
componentes: Horno de Grafito (GTA-110), Automuestreador del Horno de Grafito,
Lampara de catodo hueco de arsénico, tubos de grafito y accesorios (especificos para

el horno de grafito)
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» Equipo de Absorcién Atomica, marca Varian, Modelo AA240 con los componentes:
Generador de Hidruros (VGA-77) y Lampara de catodo hueco de Mercurio.
+ Digestor CEM, Modelo MARS 5

Parametros

2.4.1 Limite de Deteccion (LD)

Se realiz6 lectura de 10 blancos de muestras independientes medidos una vez cada
uno. Cada blanco de muestra ser& preparado midiendo 10 mL de &cido nitrico concentrado
para anlisis de metales trazas en una probeta, posteriormente se transfirio 10 mL de acido
nitrico concentrado en un balén volumétrico de 50 mL y aforar con agua desionizada. A
continuacion se tomo una alicuota de la solucion y se cuantifico la muestra en el

Espectrofotdmetro de Absorcion Atémica.

Calcular la desviacion estandar del valor promedio de los blancos y obtener el valor
del LD de la siguiente manera:

LD = valor promedio de los blancos de muestra + 3s

2.4.2 Precision del Método

 Repetibilidad de Estandares.
Se realizaron entre 7 y 10 mediciones de un estandar de arsénico y mercurio, medido por un

mismo analista, equipo y dia.

» Repetibilidad de Muestras.
Lectura entre 7 y 10 mediciones de un Material de Referencia Certificado (DORM-3), por

un mismo analista.
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e Reproducibilidad de la curva de calibracion.

Se realizaron entre 7 y 10 lecturas de un estandar de arsénico y mercurio a 5 niveles de
concentracion.
Concentraciones para la curva del arsénico: blanco, 0.0250, 0.0500, 0.0750, 0.1000 mg/L
Concentraciones para la curva del mercurio: blanco, 0.0010, 0.0050, 0.010 y 0.0200 mg/L

2.4.3 Exactitud.

Se analiz6 10 veces un material de referencia (DORM-3) utilizando el método a
validar. La evaluacion de los resultados se realizé comparando el promedio obtenido con el
valor aceptado por el certificado del material de referencia (CMR"s DORM-3), con el fin de
evaluar si existe diferencia significativa entre los resultados utilizando una comparacion de
medias muestrales. Para su célculo se utilizo el estudio t que hace referencia a la siguiente
ecuacion.

_ (X —whn
iy

t

a) % Recobro.

Para el porcentaje de recobro se analizé entre 7 y 10 muestras fortificadas y no
fortificadas con plomo a tres niveles de concentraciones diferentes (0.0500, 0.0700 y
0.0900 mg/L). EI célculo de recobro se obtuvo para cada concentracion de la siguiente
manera:

M, Fortificada — M, No Fortificad a y
Fortificacion

% Recobro = 100

2.5 METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE METALES PESADOS EN
MUESTRAS REALES.

A fin de completar el estudio, las metodologias validadas seran aplicadas a muestras
reales, recolectadas en una zona propensa a la contaminacion en el interior del pais. La

zona de muestreo se realizo en la zona costera del departamento de La Libertad como se
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muestra en la figura 7, dicha zona posee un alto comercio en productos de pesca y se

considera un lugar apropiado para evaluar los niveles de contaminacion que presenta.

Del muestreo se recolectd entre 5 y 7 muestras, se lavaron con agua desionizada y
fueron guardadas en bolsas plésticas selladas de polietileno y colocadas en un recipiente
térmico a una temperatura apropiada para la conservacion de las muestras. Posteriormente

se transportd al laboratorio para realizar el analisis deseado.

El tipo de especimenes a recolectar fueron:

Nombre comun: Curvina Nombre cientifico: Pachyurus Bonariensis Specium
Nombre Comun: Bagre Nombre Cientifico: Arius, Cathorops Specium
Nombre Comun: Pargo Nombre Cientifico: Lutjanus Specium
3
4
S
i
@ La Libertad @
Puerto de La
Libertad

Océano Pacifico

Fig. 7 Ubicacidn del puerto de la libertad, El Salvador. Zona de muestreo.
Tomado de Google Earth
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Posteriormente, cada muestra serd clasificada por especie, tamafio, peso y zona de
muestreo. Los pescados seran lavados con agua desionizada y seccionados con utensilios
plasticos a fin de evitar cualquier contaminacion. Las partes del pescado se clasificaran en:

a) Musculo de pescado

b) Visceras: intestinos, higado, estbmago, entre otros
c) Residuos: escamas, vertebras, espinas, cabeza.

Las porciones que serdn de interés en el estudio son: las visceras y el musculo del
pescado, ya que segun literatura consultada los niveles de deposicion son mayores en estas
partes del pescado. Posterior a la clasificacion, cada muestra serd llevada al laboratorio
Geoquimico de LaGeo S.A de C.V, donde se aplicara el tratamiento de las muestras

utilizadas en los protocolos de validacion descritos en la seccién 2.1.1

2.5.1 Normativas para los limites permisibles de metales.

Segun base de datos y estudios realizados, la normativas que se adaptan para la
comparacion de este estudio es la Normativa Salvadorefia del CONACYT NSO
67.32.01:08 adopcién al Reglamento de la Unién Europea 1881 / 2006 / CE y Reglamento
(CE) 333 / 2007) que estipula un contenido maximo de 1.0 mg/kg peso de plomo en la

ingesta, para el mercurio la normativa lo restringe a 0.3 mg/kg peso.

En el caso del arsénico la norma salvadorefia del Conacyt al igual que el reciente
Reglamento de la Comisién Europea no tiene vigente una normativa para este tipo de
contaminante. Actualmente solo Australia y Nueva Zelanda limitan a 1.5 mg/kg peso los

contenidos de arsenico inorganico en productos de la pesca.

Otra organizacion como la FAO/OMS establece los siguientes valores de referencia
[Ingesta Semanal Tolerable Provisional (ISTP)] para la ingesta de Pb, Hg y As inorganico a
través de los alimentos: 25 pug Pb/Kg de peso corporal/semana; 7 pg Hg/Kg de peso
corporal/semana y 15 pg As inorganico/Kg de peso corporal/semana. [16]
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CAPITULO 3 “ANALISIS Y RESULTADOS”

3.1 VALIDACION PARA LA DETERMINACION DE PLOMO EN ESPECIES
MARINAS POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.

3.1.1 Limite de deteccion y cuantificacion.

Cuando se realizan mediciones a niveles bajos del analito o de la propiedad
relacionada, como en el analisis de trazas, es importante conocer la concentracion mas baja

del analito que puede detectarse y cuantificarse confiablemente por el método a utilizar.

Para la estimacion del limite de deteccion y de cuantificacion se prepararon 10
blancos independientes y se procedid a su lectura como se muestra en la tabla #2, los
resultados son calculados tomando como base la “IUPAC Compendium of Chemical
Technology 1985/ Eurachem 2005”, donde se establece en este parametro a X, 0 LD como
la concentracion que se deriva de la medida méas pequefia que puede detectarse con certeza

razonable por un procedimiento analitico dado. El valor de X es dado por:

X =XgL + 35

Para el limite de cuantificacion se cita la convencion utilizada por la “IUPAC Orange
Book” el cual define a este como las caracteristicas de desempefio que marcan la habilidad
de un proceso de medicion quimica para “cuantificar” adecuadamente un analito. Para la

representacion de este parametro se toma como base la ecuacion:

LC=10S,
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Tabla 2 Limite de deteccion y cuantificacion para la validacion
del método para la determinacion de plomo por AA
CONCENTRACION

MUESTRA [mg/L]
Blanco 1 0,0013
Blanco 2 0,0002
Blanco 3 0,0002
Blanco 4 0,0012
Blanco 5 0,0004
Blanco 6 0,0000
Blanco 7 0,0006
Blanco 8 0,0003
Blanco 9 0,0008
Blanco 10 0,0013

PROMEDIO 0.0006
MIN 0,0000

MAX 0,0013
DESV. STD. (So) 0,0005
LDD 0,0021

LDC 0,0050

Los valores reportados en las medidas de las repeticiones de los blancos, muestran
que la concentracion minima detectable para la determinacion de plomo en matrices de
peces es de 0.0021 mg/L y el valor minimo cuantificable para la misma matriz es de 0.0050

mg/L

3.1.2 Ambito de Trabajo

En cualquier método cuantitativo es necesario determinar el intervalo de
concentraciones del analito sobre los cuales el método puede aplicarse. Por lo general, se
establece en el extremo inferior del intervalo de concentraciones al limite deteccion y/o
cuantificacion, en el extremo superior del intervalo de concentracion, las limitaciones seran

interpuestas por los efectos que dependan del sistema de respuesta del instrumento.
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En la préactica se procede a realizar lecturas de 5 concentraciones del material
estandar de referencia. Se hicieron tres lecturas de cada concentracion preparadas de forma
independiente y no de alicuotas de la misma solucion madre como se muestra en la tabla 3.

Se calcula el coeficiente de variacion de la respuesta del método: respuesta/concentracion.

Se efectla las repeticiones siguiendo el procedimiento descrito para el Método de
determinacion de Plomo por Absorcion Atémica- Horno de Grafito en muestras de origen

marino.

Tabla 3 Valores obtenidos en el calculo del &mbito de trabajo para la elaboracién de una
curva de calibracion en la validacion de método para la determinacion de plomo.
Concentracion

Teodrica del Resultado Promedio de Desviacion
, Practico = Absorbancia . Estandar %CV
estandar Absorbancia )
[mg/L] Promedio

[ma/L]

0.010 0.009 0.0904

0.010 0.009 0.0901 0.088 0.0048 5.45
0.010 0.008 0.082

0.025 0.021 0.2108

0.025 0.021 0.2077 0.208 0.0025 1.19
0.025 0.021 0.2059

0.050 0.044 0.4051

0.050 0.041 0.3875 0.397 0.0088 2.23
0.050 0.043 0.3976

0.075 0.065 0.5475

0.075 0.064 0.5439 0.549 0.0056 1.01
0.075 0.066 0.5548

0.100 0.093 0.6823

0.100 0.092 0.677 0.681 0.0031 0.46
0.100 0.093 0.6825
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Para el intervalo lineal de trabajo de un método analitico se establece como
desviacion estandar o RSD valores menores de un 5%, sin embargo los resultados
reportados por la metodologia para la determinacion de plomo en matrices de peces,
establece un RSD maximo del 6% debido a su comportamiento no lineal del método lo que

permite extender un 1% de error en la medida del intervalo de trabajo.

3.1.3 Exactitud del Método

La validacién de un método busca cuantificar la exactitud probable de los resultados
evaluando tanto los efectos sisteméaticos como los aleatorios sobre los resultados.
Normalmente la exactitud es una expresion de que tan cercana se encuentra la media de un
conjunto de resultados (producidos por el método) del valor real.
En la determinacion de la exactitud del método, se evaluara la repetibilidad de un material
de referencia certificado. (DORM-3)

Valor segun certificado Limite inferior 0.345 mg/kg
0.395 +/- 0.050 mg/kg Limite Superior 0.445 mg/kg

Tabla 4 Repetibilidad del material de referencia certificado DORM-3
“Fish Protein Certified Referente Material for Trace Metals”

. : Resultado

Replica Absorbancia Practico (mg/kg)

1 0.0174 0.3967

2 0.0156 0.3691

3 0.0168 0.3977

4 0.0159 0.3761

5 0.0160 0.3998

6 0.0176 0.3905

7 0.0171 0.3686

8 0.0177 0.3994

9 0.0168 0.3976

10 0.0170 0.3992

PROMEDIO 0.0168 0.3895

MIN 0.0156 0.3686

MAX 0.0177 0.3998

DESV. STD. (So) 0.0007 0.0130

RSD % 4.3627 3.3334
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Los valores reportados en la tabla 4 muestra las medidas repetidas de un Material de
Referencia Certificado con una desviacion estandar de 0.0130 y un RSD del 3.333 %,
valores aceptables segun las convecciones establecidas por la “Guia de Laboratorio para la
validacion de métodos analiticos EURACHEM”. Asimismo se puede observar que el
promedio (0.3895 mg/kg) de las medidas repetidas se encuentra dentro del rango de error
del valor reportado por el certificado de referencia DORM-3 (0.395 +/- 0.050 mg/kg).

3.1.4 Porcentaje de Recobro.

En el porcentaje de recobro se procedié a realizar la determinacion de plomo en 9
muestras independiente del material de referencia DORM-3. Posteriormente se realizé la
fortificacion de la matriz a tres niveles de concentracién dentro del rango de la curva de

calibracion como lo muestran las tablas 5, 6, 7 y 8.

Tabla 5 Porcentaje de recobro en DORM-3 para plomo.

Concentracion
plomo segun Concentracion
Replicas certificado de plomo. Valor % Recobro
Referencia. Valor  Préactico[mg/L]
Tebrico [mg/L]

1 0.3950 0.3967 100.4
2 0.3950 0.3691 93.4
3 0.3950 0.3977 100.7
4 0.3950 0.3761 95.2
5 0.3950 0.3998 101.2
6 0.3950 0.3905 98.9
7 0.3950 0.3686 93.3
8 0.3950 0.3994 101.1
9 0.3950 0.3976 100.7

PROMEDIO 98.3
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Tabla 6 Nivel 1 Fortificacion: 0.0500 mg/L de estandar de Plomo.

Concentracion Concentracion
plomo en matriz  plomo en matriz

Replicas % Recobro

de peces sin fortificada
fortificar [mg/L] [mg/L]

1 0.004 0.055 102.0
2 0.001 0.054 106.0
3 0.002 0.057 110.0
4 0.002 0.055 106.0
5 0.003 0.056 106.0
6 0.009 0.058 98.0
7 0.004 0.057 106.0
8 0.010 0.058 96.0
9 0.002 0.059 114.0

PROMEDIO 104.9

Tabla 7 Nivel 2 Fortificacion: 0.0700 mg/L de estandar de Plomo.

Concentracién plomo Concentracién
Replicas en matriz de pecessin  plomo en matriz % Recobro
fortificar [mg/L] fortificada [mg/L]

1 0.004 0.076 102.9
2 0.001 0.078 110.0
3 0.002 0.077 107.1
4 0.002 0.078 108.6
5 0.003 0.079 108.6
6 0.009 0.077 97.1
7 0.004 0.076 102.9
8 0.010 0.078 97.1
9 0.002 0.078 108.6

PROMEDIO 104.8
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Tabla 8 Nivel 3 Fortificacion: 0.0900 mg/L de estandar de Plomo.

Concentracién plomo Concentracién
Replicas en matriz de pecessin  plomo en matriz % Recobro
fortificar [mg/L] fortificada [mg/L]

1 0.004 0.096 102.2
2 0.001 0.096 105.6
3 0.002 0.082 88.9
4 0.002 0.099 107.8
5 0.003 0.099 106.7
6 0.009 0.095 95.6
7 0.004 0.094 100.0
8 0.010 0.081 78.9
9 0.002 0.095 103.3

PROMEDIO 98.8

Los valores obtenidos en los diferentes niveles de concentracion en muestras de peces
fueron: para el nivel 1 de concentracion 0.0500 mg/L con 104.9 %; el nivel 2 de
concentracion 0.0700 mg/L con 104.8% vy el nivel 3 de concentracién 0.0900 mg/L con
98.8%

Los resultados reportados en la recuperacion del analito (plomo), muestran un
porcentaje aceptable y que cae dentro del rango establecido en la guia de validacion de
métodos Eurachem, donde define a un porcentaje (%) de recuperacion aceptable del
80-120%

3.1.5 Precision del método.
a)Reproducibilidad de las curvas de calibracion.
Se estimo la precision del método mediante la reproducibilidad de las curvas de

calibracion, para lo cual se procedio a la lectura de 8 preparaciones independientes de un
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material de referencia a 5 niveles de concentracion. Las preparaciones y lecturas las efectlo

el analista titular, utilizando la misma solucion patrén de plomo, equipo y en dias

diferentes.

RSD de las absorbancias generadas por cada nivel de concentracion.

Los resultados se tabulan a continuacion:

Tabla 9 Curvas de calibracion para el célculo de la reproducibilidad.

De las 8 curvas de calibracion se calculo el promedio, la desviacion estandar y el

Solucibn Curva Curva Curva Curva Curva Curva Curva Curva Desviacion ~ RSD
Estandar 1 2 3 4 5 6 7 8 Promedio Estandar %
[mgL™"] (Abs) (Abs)  (Abs) (Abs)  (Abs) (Abs)  (Abs)  (Abs)

0.000  0.0056 0.0020 0.0024 0.0028 0.0022 0.0021 0.0033 0.0013 0.003 0.0013 =
0.025  0.2467 0.2443 02390 02425 02349 02368 0.2299 0.2329 0.238 0.0058 2.45
0.050  0.4461 0.4414 04476 04252 0.4188 0.4370 0.4207 0.4211 0.432 0.0121 2.80
0075  0.6108 0.5865 05747 05804 05801 05726 05726 0.5741 0.581 0.0128 2.20
0100  0.7021 0.6985 0.7073 0.6881 0.6837 0.6913 0.6883 0.6919 0.694 0.0080 1.15

A continuacién se muestran una de las curvas de calibracion obtenidas en la

experiencia:

Absorbancia

0.0000

0.8000 1
0.7000 A
0.6000 A
0.5000 A
0.4000 A
0.3000 A
0.2000 A
0.1000 A

Curva1lde Calibracién de Plomo por Absorciéon Atémica Método de

Horno de Grafito

y = A/(-8.20301xAXA + 1.85162xA + 9.68844)
r=0.9999

0.0000

0.0200 0.0400

0.0600 0.0800 0.1000 0.1200

Concentracion Plomo (ppm)

Fig. 8 Representacion grafica de una curva de calibracion para la

La grafica muestra la no linealidad del método.

determinacion de plomo en muestras de peces por absorcién atémica.
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Para determinar el grado de reproducibilidad que poseen los datos obtenidos se realiza
un anélisis de varianza de un factor (ANOVA) para el grupo de datos de las 8 curvas de
calibracion a 5 niveles de concentracion como se muestra en la siguiente tabla de

resultados.

Tabla 10 Tabla de calculos del analisis de varianza ANOVA de un factor
para la determinacion de plomo.

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma  Promedio Varianza
Columna 1 5 2.0113 0.40226 0.0792132
Columna 2 5 1.9727 0.39454 0.0770240
Columna 3 5 1.971 0.3942 0.0777644
Columna 4 5 1.939 0.3878 0.0745027
Columna 5 5 1.9197 0.38394 0.0743721
Columna 6 5 1.9398 0.38796 0.0750623
Columna 7 5 1.9148 0.38296 0.0745473
Columna 8 5 1.9213 0.38426 0.0754017

ANALISIS DE VARIANZA

) Promedio Valor
Orlg_en_de las Suma de Gfad"s de de los Fecac  Probabilidad  critico
variaciones cuadrados libertad
cuadrados para Fap
Entre grupos 0.001581 7 0.000226 0.002973 0.99999999 2.312741

Dentro de los
grupos

2.431551 32 0.075986

Total 2.433132 39

Se obtiene que el F calculado para la serie de datos (a un nivel de confianza del 99.9%) vy el
F critico de tablas no muestra que haya diferencia significativa entre medias de la serie de

datos.

b) Reproducibilidad del método.

Se evalud la precision del método mediante un estudio R&R entre 2 analistas en el
desarrollo del analisis como se muestra en la tabla 11. Se hicieron 7 curvas de calibracion
por cada analista. Las preparaciones y lecturas las efectio cada analista, utilizando la
misma solucién patron de plomo, equipo y en dias diferentes.
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Los resultados obtenidos se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 11 Reproducibilidad mediante un estudio R&R entre 2 analistas.
DIA 1 29/01/08

Analista 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2
mg L 0,000 0,025 0,060 0,075 0,00 0,000 0,025 0,050 0,075 0,100
Absorbancia 0,0040 0,1960 0,3698 0,5071 0,6424 0,0029 0,2038 0,3759 0,5278 0,6333
R 0.9999 1.000
DIA 2 30/01/08
Analista 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2

mg L 0,000 0025 0050 0075 0,00 0,000 0025 0050 0,075 0,100
Absorbancia 0,0053 0,1608 0,3175 0,4682 0,5807 0,0033 0,1530 0,2955 0,4565 0,5919
R 1.000 0.9999
DIA 3 31/01/08
Analista 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2
mg L™ 0,000 0025 0,050 0075 0100 0000 0025 0050 0,075 0,100
Absorbancia 0,0038 0,1639 0,3255 0,4776 0,5996 0,0038 0,1905 0,3537 0,5229 0,6455
R 1.000 0.9999
DIA 4 01/02/08
Analista 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2
mg L 0,000 0025 0050 0075 0,00 0,000 0025 0050 0,075 0,100
Absorbancia 0,0049 0,2664 0,4345 0,5916 0,6872 0,0084 0,2624 04512 0,5795 0,6867
R 0.9994 0.9998
DIA 5 04/02/08
Analista 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2
mg L* 0,000 0025 0050 0075 0,100 0,000 0025 0050 0,075 0,100
Absorbancia 0,0046 0,2429 04241 05471 0,6848 0,0065 0,2485 0,4021 0,5390 0,6393

R 0.9995 0.9993
DIA 6 05/02/08
Analista 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2
mg L 0,000 0025 0,050 0075 0100 0,000 0025 0050 0,075 0,100
Absorbancia 0,0039 0,2452 0,4484 05782 0,6799 0,0051 0,2539 0,4378 0,5854 0,6848
R 1.0000 0.9998
DIA 7 06/02/08
Analista 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2

mg L* 0000 0025 0050 0075 0,100 0000 0025 0050 0075 0,100
Absorbancia 0,0078 0,2093 0,3684 0,5194 06212 0,0031 0,1727 0,3799 05090 0,6781
R 1.0000 0.9994
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A la vez se presentan los resultados del estudio R&R realizado en el programa

Statgraphic, donde se evalta la influencia los factores de: analista, dia y nivel de

concentracion en el analisis de plomo.

El anélisis multifactor ANOVA construye varios tests y graficas para determinar que

factores tienen un efecto significativo estadisticamente en la absorbancia. La tabla 12

muestra que el analista no influye en el proceso de medicion (ABS), ya que el valor de

P-value (0.5812) es mayor a 0.05, con un nivel de confianza del 95.0%.

Multifactor ANOVA - Abs

Scatterplot by Level Code

Analysis Summary 0.8 F 3
Dependent variable: Abs 06 : 5 ]
Factors: F4 ! i ' 1

« Analista < % : : 1
« Dia . : '
* Nivel 02 i : !
ok . i
1 2
Analista
Fig. 9 Representacion gréfica de la correlacion entre
los analistas y las absorbancias obtenidas.
Tabla 12 Analisis de variables por medida de la Absorbancia
Orlge_nde las Suma d_e los Df Prome_dlo F-Ratio P- Value
variables cuartiles Quartiles
Variables
A: analista  0.000147756 1 0.000147756 0.31 0.5812
B: Dia 0.0704111 6 0.0117352 24.44
C. Nivel 3.63217 4 0.908042 1890.86
Residual 0.0278532 58 0.000480227
Total 3.73058 69

All F-ratios are based on the residual mean square error.
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El siguiente grafico y tabla muestra las absorbancias medias para cada nivel de los
factores evaluados. También muestra el error estdndar de cada media a un nivel de

confianza del 95.0%.

Means and 95.0 Percent LSD Intervals

Abs

0.364

0.36
0.356
0.352
0.348
0.344

0.34

Analista

Fig. 10 Representacion gréafica de las absorbancias medias para cada nivel.

Tabla 13 Niveles de absorbancia para un interval de confianza del 95.0%

. Promedio Minimo Maximo .
Nivel Cuentas Estandar Error Limite Limite
Analista 70 0.35551
1 35 0.354057 0.00370416 0.346642 0.361472
2 35 0.356963 0.00370416 0.349548 0.364378
Dia
1 10 0.3463 0.00692984 0.332428 0.360172
2 10 0.30327 0.00692984 0.289398 0.317142
3 10 0.32868 0.00692984 0.314808 0.342552
4 10 0.39728 0.00692984 0.383408 0.411152
5 10 0.37389 0.00692984 0.360018 0.387762
6 10 0.39226 0.00692984 0.378388 0.406132
7 10 0.34689 0.00692984 0.333018 0.360762
Nivel
1 14 0.00481429 0.00585678 -0.00690937 0.0165379
2 14 0.212093 0.00585678 0.200369 0.223817
3 14 0.384593 0.00585678 0.372869 0.396317
4 14 0.529236 0.00585678 0.517512 0.540959
5 14 0.646814 0.00585678 0.635091 0.658538
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La tabla 13 muestra que no hay diferencia significativa entre el analista 1 y el analista
2 en el proceso de medicion (ABS), ya que el valor de media para el analista 1 es de
0.354057 mientras que para el analista 2 es de 0.356963.
A continuacion se presentan los graficos de distribucion normal de los datos de

absorbancia, asi como la grafica de residuales.

El primer grafico muestra que existe una distribucion aleatoria de los datos de
absorbancia respecto a la recta trazada. ElI segundo grafico de residuales muestra una
dispersion aleatoria de los datos de absorbancia.

Normal Probability Plot

99.9 [T j 4

o ®r . -

(@) 95 I £ .
I af

+— 80 |- -

S sof -

S a0t .

(O]

Q st .

1 - -

0.1k, \ \ \ =

0 0.2 0.4 0.6 0.8

Abs
Fig. 11 Distribucion aleatoria de los datos con respecto a la recta.

Residual Plot for Abs

0.06

0.04

0.02

residual
o
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-0.04

-0.06

0 012 014 016 018
predicted Abs

Fig. 12 Representacion gréafica de residuales que muestran una dispersion
aleatoria de los datos de absorcion.
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3.2 VALIDACION PARCIAL PARA LA DETEF\”MINACION DE ARSEN'ICO EN
ESPECIES MARINAS POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.

3.2.1 Limite de deteccion y cuantificacion.

Se prepararon 10 blancos independientes y se procedié a su lectura. El limite de
deteccién y cuantificacion se calculo en base a la desviacién estandar de los resultados
(So), donde: LDD=3So y LDC= valor blanco+10So

Tabla 14 Limite de deteccion y cuantificacion para la validacion
del método para la determinacion de arsénico por AA

Identificacién Re_sultado
Practico [mg/L]

Blanco 1 0.0091
Blanco 2 0.0063
Blanco 3 0.0124
Blanco 4 0.0068
Blanco 5 0.0074
Blanco 6 0.0065
Blanco 7 0.0081
Blanco 8 0.0066
Blanco 9 0.0079
Blanco 10 0.0080
PROMEDIO 0.0079
MIN 0.0063
MAX 0.0124
DESV. STD. (So) 0.0018
LDD 0.0054
LDC 0.0260

Los valores reportados en las medidas de las repeticiones de los blancos, muestran
que la concentracion minima detectable para la determinacion de arsénico en matrices de
peces es de 0.0054 mg/L y el valor minimo cuantificable para la misma matriz es de
0.0260 mg/L. Lo cual se encuentra aceptable por comparacion con los valores de

concentraciones que se espera obtener en la validacion del metodo.
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3.2.2 Linealidad

A fin de evaluar la relacion entre la sefial analitica (y) y la concentracion (x) se
procede a realizar lecturas de 6 concentraciones del material estandar de referencia. Se
hicieron tres lecturas de cada concentracion preparadas de forma independiente y no de
alicuotas de la misma solucion madre. Se calculo el coeficiente de variacion de la respuesta

del método: respuesta/concentracion.

El analista efectud las repeticiones como muestra la tabla 15 siguiendo el procedimiento
descrito para el Método para la determinacion de Arsénico por Absorcion Atémica- Horno

de Grafito en muestras de origen marino.

Tabla 15 Valores obtenidos en el calculo de la linealidad para la elaboracién de una

curva de calibracion en la validacion del método para la determinacion de arsénico.
Concentracion

ety iy Aberbae Pomedode  Coingar ooy
[mg/L] [ma/L] Promedio
0.010 0.0128 0.0125
0.010 0.0128 0.0125 0.012 0.0003 2.82
0.010 0.0116 0.0119
0.050 0.0486 0.0540
0.050 0.0493 0.0524 0.053 0.0008 1.52
0.050 0.0493 0.0530
0.100 0.0910 0.0864
0.100 0.0944 0.0897 0.089 0.0024 2.71
0.100 0.0959 0.0911
0.200 0.1850 0.0878
0.200 0.1856 0.0881 0.088 0.0007 0.84
0.200 0.1827 0.0867
0.400 0.4570 0.0455
0.400 0.4595 0.0457 0.045 0.0006 1.29
0.400 0.4331 0.0446
0.500 0.5133 0.0529
0.500 0.5326 0.0548 0.053 0.0018 3.31
0.500 0.4984 0.0513
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Los porcentajes del coeficiente de variacion obtenidos se encuentran dentro del rango
que se estipula como aceptable en la literatura estadistica menor al 5%.

3.2.3 Precision del método.
a)Repetibilidad de Estandares

El estdndar que se utilizo para la verificar la repetibilidad del método fue un
estdndar de 0.05 ppm preparado a partir de Solucion Estandar Certificada de Arsénico
trazable a NIST 1000 mg/L en agua acidificada, Marca Merck. Los datos reportados se
muestran en la tabla 16.

Tabla 16 Repetibilidad de estandar de 0.05 mg/L de
solucion certificada de arsénico

Replica Absorbancia Prg:iisgc:t(argg/L)
1 0.3844 0.0495
2 0.3855 0.0491
3 0.3806 0.0504
4 0.3865 0.0506
5 0.3912 0.0514
6 0.3721 0.0526
7 0.3780 0.0505
8 0.3770 0.0489
9 0.3799 0.0481
PROMEDIO 0.3817 0.0501
MIN 0.3721 0.0481
MAX 0.3912 0.0526
DESV. STD. (So) 0.0058 0.0014
RSD % 1.5147 2.7533

b) Repetibilidad de muestras (Material Certificado de Referencia DORM-3)

Valor segun certificado Limite inferior  6.58 mg/kg
6.88 +/- 0.30 mg/kg Limite Superior 7.18 mg/kg
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Tabla 17 Repetibilidad del material de referencia certificado DORM-3
“Fish Protein Certified Referente Material for Trace Metals™

Resultado Resultado

Replica Absorbancia  Practico Préactico
[mg/L] [mg/kg]
1 0.0170 0.0760 7.1997
2 0.0169 0.0759 7.2355
3 0.0167 0.0796 7.0046
4 0.0159 0.0796 6.9923
5 0.0160 0.0785 7.0912
6 0.0176 0.0717 6.9992
7 0.0171 0.0762 7.1860
8 0.0177 0.0766 7.0860
9 0.0168 0.0705 7.0080
PROMEDIO 0.0169 0.0761 7.0892
MIN 0.0159 0.0705 6.9923
MAX 0.0177 0.0796 7.2355
DESV. STD. (So) 0.0006 0.0032 0.0963
RSD % 3.6465 4.1904 1.3588

De los resultados tabulados en la tabla 17 se observan que los valores de desviacion
estandar y RSD para la serie de datos es menor del 5%, por lo tanto se acepta que el método

€s preciso.

¢) Reproducibilidad de las curvas de calibracion.

Se estimo la precision del método mediante la reproducibilidad de las curvas de
calibracion, para lo cual se procedio a la lectura de 7 preparaciones independientes de un
material de un estandar de referencia a 5 niveles de concentracion. Las preparaciones y
lecturas las efecto uno de los analistas, utilizando la misma solucién patrén de arsénico,
equipo y en dias diferentes. De las 7 curvas de calibracién se calculo el promedio, la
desviacion estandar y el RSD de las absorbancias generadas por cada nivel de

concentracion.
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Los resultados se tabulan a continuacion:

Tabla 18 Curvas de calibracion para el calculo de la reproducibilidad del
meétodo para la determinacion de arsénico

Egtlgﬁ:jo;r Curval Curva2 Curva3 Curva4 Curva5 Curva6 Curva?7 Promedio Desviacion RSD %
[mg/L] (Abs)  (Abs)  (Abs)  (Abs)  (Abs)  (Abs)  (Abs) Estandar

0.000 0.0091 0.0063 0.0124 0.0068 0.0074 0.0065 0.0081 0.0081 0.0021 -

0.025 0.0335 0.0292 0.0302 0.0305 0.0299 0.0299  0.0304 0.0305 0.0014 4.54
0.050 0.0573 0.0529 0.0550 0.0607 0.0561 0.0550 0.0581 0.0564 0.0025 4.48
0.075 0.0820 0.0807 0.0814 0.0809 0.0858 0.0840  0.0864 0.0830 0.0024 2.85
0.100 0.1156 0.1103 0.1113 0.1033 0.1176 0.1060 0.1122 0.1109 0.0050 4.52

A continuacion se muestran una de las curvas de calibracion obtenidas:

Curva de Calibracion
Arsénico por Absorcion Atémica / Método de Horno de Grafito

0.120

0100 1
0080 y = 1.088x + 0.001
S R2=0.999
S 0060 |
o
.
3 0040 |
Z o
<
0020 1
0.000 : : : : : ‘
0.0000 0.0200 0.0400 0.0600 0.0800 0.1000 0.1200

Concentracion Mercurio (mg/kg)

Fig.13 Representacion gréafica de una curva de calibracion para la determinacion de
arsénico en muestras de peces por absorcién atdmica demostrando
la linealidad del método.

Se realizo un analisis de varianza de un factor (ANOVA) para el grupo de datos de
las 7 curvas de calibracion a 5 niveles de concentracion se obtiene que el F calculado para
la serie de datos (a un nivel de confianza del 99.9%) y el F critico de tablas no muestra que

haya diferencia significativa entre medias de la serie de datos.
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Tabla 19 Tabla de calculos del andlisis de varianza ANOVA de un

factor para la determinacion de plomo.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Columna 1 5 2.0113 0.40226 0.079213243

Columna 2 5 1.9727 0.39454 0.077023973

Columna 3 5 1.971 0.3942 0.077764425

Columna 4 5 1.939 0.3878 0.074502675

Columna 5 5 1.9197 0.38394  0.074372093

Columna 6 5 1.9398 0.38796 0.075062323

Columna 7 5 1.9148 0.38296  0.074547308

Columna 8 5 1.9213 0.38426 0.075401748

ANALISIS DE VARIANZA
Orig_en_de las Suma de Grados de Promedio de los = Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0.001581264 7 0.000225895  0.002972849 0.999999987 2.312741187
Dentro de los grupos  2.431551152 32 0.075985974
Total 2.433132416 39

3.2.4 Exactitud del Método

Porcentaje de Recobro.

Se procede a realizar la determinacion de arsénico en 10 muestras independiente del

material de referencia DORM-3. Posteriormente se realiza

la fortificacién de la matriz a

tres niveles de concentracion dentro del rango de la curva de calibracion. El calculo del

porcentaje de recobro se realizara de acuerdo a la siguiente ecuacion:

% Re cobro =

M, Fortificada — M, No Fortificad a

Fortificac ion

x100
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Tabla 20 Porcentaje de recobro en material de referencia DORM-3 para arsenico.

Concentracion Arsénico
segun certificado de

Concentracion

Replicas Referencia. Valor Terico Argén_ico. Valor % Recobro
[mg/L] Practico [mg/L]

1 6.8800 7.1997 104.6
2 6.8800 7.2355 105.2
3 6.8800 7.0046 101.8
4 6.8800 6.9923 101.6
5 6.8800 7.0912 103.1
6 6.8800 6.9992 101.7
7 6.8800 7.1860 104.4
8 6.8800 7.0860 103.0
9 6.8800 7.0080 101.9

PROMEDIO 103.0

Tabla 21 Nivel 1 Fortificacién: 0.0500 mg/L de estandar de arsénico.

Concentracion
Arsénico en matriz de

Concentracion

Replicas peces sin fortificar '?Orfg?iigg dzn[mg'/tlr_i]z % Recobro
[mg/L]

1 0.0066 0.0529 92.6
2 0.0113 0.0651 107.6
3 0.0080 0.0546 93.2
4 0.0032 0.0496 92.8
5 0.0081 0.0693 122.4
6 0.0085 0.0636 110.2
7 0.0041 0.0638 119.4
8 0.0067 0.0523 91.2
9 0.0032 0.0646 122.8
10 0.0009 0.0649 128.0

PROMEDIO 108.0
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Tabla 22 Nivel 2 Fortificacion: 0.0700 mg/L de estandar de arsénico.

Concentracion
Arsénico en matriz de

Concentracion

Replicas peces sin fortificar ,?Orite'ir;iié:;)dean[rrggflr_i]z % Recobro
[mg/L]

1 0.0066 0.0682 88.0
2 0.0113 0.0697 83.4
3 0.0080 0.0729 92.7
4 0.0032 0.0722 98.6
5 0.0081 0.0694 87.6
6 0.0085 0.0777 98.9
7 0.0041 0.0638 85.3
8 0.0067 0.0672 86.4
9 0.0032 0.077 105.4
10 0.0009 0.071 100.1

PROMEDIO 91.8

Tabla 23 Nivel 3 Fortificacion: 0.0900 mg/L de estandar de arsénico.

Concentracion
Arsénico en matriz de

Concentracion

Replicas peces sin fortificar ?g’;‘fir;iiggdean[rrgg}lr_i]z % Recobro
[mg/L]

1 0.0066 0.0911 93.9
2 0.0113 0.0939 91.8
3 0.0080 0.0934 94.9
4 0.0032 0.0793 84.6
5 0.0081 0.0812 81.2
6 0.0085 0.0851 85.1
7 0.0041 0.0878 93.0
8 0.0067 0.0897 92.2
9 0.0032 0.0961 103.2
10 0.0009 0.0921 101.3

PROMEDIO 92.1
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Los valores obtenidos en los diferentes niveles de concentracion en muestras de peces
fueron: para el nivel 1 de concentracion 0.0500 mg/L con 108.0 %; el nivel 2 de
concentracion 0.0700 mg/L con 91.8% y el nivel 3 de concentracion 0.0900 mg/L con
92.1%. EI recobro obtenido con el material de referencia es de 103.0% porcentaje muy

aceptable segun el certificado de referencia.

Los resultados reportados en la recuperacion del analito (arsénico), muestran un
porcentaje aceptable y que se encuentra dentro del rango establecido en la literatura, donde

define a un porcentaje de recuperacién aceptable del 80-120%.

3.3 VALIDACION PARCIAL PARA LA DETERMINACION DE MERCURIO EN
ESPECIES MARINAS POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.

3.3.1 Limite de deteccion y cuantificacion.

Se prepararon 10 blancos independientes y se procedié a su lectura. El limite de
deteccion y cuantificacion se calculo en base a la desviacion estandar de los resultados
(So), donde: LDD=3So y LDC= valor blanco+10So

Tabla 24 Limite de deteccion y cuantificacion para la validacion
del método para la determinacion de mercurio por AA
Resultado Practico

Identificacion

[mag/L]

Blanco 1 0.0013
Blanco 2 0.0002
Blanco 3 0.0002
Blanco 4 0.0012
Blanco 5 0.0004
Blanco 6 0.0000
Blanco 7 0.0006
Blanco 8 0.0003
Blanco 9 0.0008
Blanco 10 0.0013
PROMEDIO 0.0006
MIN 0.0000
MAX 0.0013
DESV. STD. (So) 0.0005
LDD 0.0015
LDC 0.0056
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Los valores reportados en las medidas de las repeticiones de los blancos, muestran
que la concentracion minima detectable para la determinacién de mercurio en matrices de
peces es de 0.0015 mg/L y el valor minimo cuantificable para la misma matriz es de
0.0056 mg/L. Lo cual se encuentra aceptable por comparacion con los valores de

concentraciones que se espera obtener en la validacion del método.

3.3.2 Linealidad

A fin de evaluar la relacion entre la sefial analitica (y) y la concentracién (x) se
procede a realizar lecturas de 6 concentraciones del material estandar de referencia. Se
hicieron tres lecturas de cada concentracion preparadas de forma independiente y no de
alicuotas de la misma solucion madre.

Tabla 25 Valores obtenidos en el calculo de la linealidad para la elaboracion de una
curva de calibracion en la validacion del método para la determinacién de mercurio.

Concer_w/tracior,l Teorica de la %ef:clziio Absorbancia  Promedio Qe Dé:tvéli r?gfrn %CV
solucién estandar [mg/L] [mg/L] (Abs) Absorbancia Promedio

0.0005 0.00030 0.0054

0.0005 0.00039 0.0069 0.006 0.0008

0.0005 0.00088 0.0058

0.0010 0.00640 0.0113

0.0010 0.00650 0.0115 0.012 0.0004 3.58
0.0010 0.00680 0.0121

0.0050 0.00475 0.0836

0.0050 0.00472 0.0857 0.085 0.0013 1.58
0.0050 0.00461 0.0861

0.0100 0.01150 0.1861

0.0100 0.01150 0.1897 0.189 0.0021 1.10
0.0100 0.00997 0.1897

0.0200 0.01911 0.3655

0.0200 0.01968 0.3764 0.373 0.0066 1.77
0.0200 0.01972 0.3774

0.0400 0.04034 0.7341

0.0400 0.04032 0.7338 0.734 0.0009 0.12
0.0400 0.04041 0.7354
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El analista efectud las repeticiones siguiendo el procedimiento descrito para el
Método de Analisis de Mercurio por Absorcion Atdmica- Generador de Hidruros en
muestras de origen marino.

Los porcentajes del coeficiente de variacion obtenidos se encuentran dentro del rango que

se estipula como aceptable en la literatura estadistica menor al 5%.

3.3.3 Precision del método.
a) Repetibilidad de Estandares

El estandar que se utilizo para la verificar la repetibilidad del método fue un
estandar de 0.005 mg/L preparado a partir de Solucion Estandar Certificada de Mercurio

trazable a NIST 1000 mg/L en agua acidificada marca Merck.

Tabla 26 Repetibilidad de estdndar de 0.005 mg/L de
solucién certificada de mercurio

Replica Absorbancia Resultado Practico [mg/L]
1 0.1132 0.0053
2 0.1171 0.0055
3 0.1225 0.0057
4 0.1097 0.0051
5 0.1016 0.0048
6 0.1087 0.0051
7 0.1192 0.0056
8 0.1165 0.0055
9 0.1117 0.0052
10 0.1138 0.0053
11 0.1145 0.0054
12 0.1079 0.0051
13 0.1165 0.0055
14 0.1193 0.0057
15 0.1165 0.0055
PROMEDIO 0.1139 0.0054
MIN 0.1016 0.0048
MAX 0.1225 0.0057
DESV. STD. (So) 0.0053 0.0003
RSD % 4.6888 4.7816
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b) Repetibilidad de muestras (Material Certificado de Referencia DORM-3)

Valor segun certificado Limite inferior 0.382 mg/kg
0.409 +/- 0.027 mg/kg Limite Superior 0.436 mg/kg

Tabla 27 Repetibilidad del material de referencia certificado DORM-3
“Fish Protein Certified Referente Material for Trace Metals”

: Resultado

Replica Absorbancia ReSUItanlg/i]r actico Practico
[mag/kg]

1 0.0782 0.0043 0.4099

2 0.0707 0.0039 0.3868

3 0.0716 0.0040 0.3970

4 0.0731 0.0040 0.3990

5 0.0721 0.0040 0.3922

6 0.0698 0.0037 0.3695

7 0.0679 0.0038 0.3798

8 0.0670 0.0037 0.3699

9 0.0685 0.0038 0.3799
PROMEDIO 0.0710 0.0039 0.3871
MIN 0.0670 0.0037 0.3695
MAX 0.0782 0.0043 0.4099
DESV. STD. (So) 0.0034 0.0002 0.0137
RSD % 4.7565 4.8587 3.5347

De los resultados tabulados en la tabla 27 se observan que los valores de desviacion
estandar y RSD para la serie de datos es menor del 5%, por lo tanto se acepta que el método

€s preciso.

¢) Reproducibilidad de las curvas de calibracion.

Se estimo la precision del método mediante la reproducibilidad de las curvas de calibracion,
para lo cual se procedio a la lectura de 7 preparaciones independientes de un material de un

estandar de referencia a 5 niveles de concentracion. Las preparaciones y lecturas las efectto
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el analista titular, utilizando la misma soluciéon patron de mercurio, equipo y en dias

diferentes.

De las 7 curvas de calibracion se calculo el promedio, la desviacion estandar y el RSD de

las absorbancias generadas por cada nivel de concentracion.

Los resultados se tabulan a continuacion:

Tabla 28 Curvas de calibracion para el calculo de la reproducibilidad.

Solucion
Estandar
[mg/L]

Curval Curva2 Curva3 Curva4 Curva5 Curva6 Curva7 Promedio Desviacién RSD %

(Abs) (Abs) (Abs) (Abs) (Abs) (Abs) (Abs) Estandar

0.000 0.0022  0.0033 0.0024 0.0045 0.0048 0.0046  0.0002 0.003 0.0017

0.001 0.0233 0.0224 0.0223 0.0216  0.0207 0.0216  0.0239 0.022 0.0011 4.89
0.005 0.1080 0.1055 0.1059 0.1048 0.1021 0.1048  0.0967 0.104 0.0037 3.51
0.010 0.2142  0.2126 0.2106 0.2090 0.2069 0.2085  0.2035 0.209 0.0036 1.71
0.020 0.4260 0.4208 0.4220 0.4190 0.4188 0.4132 0.3938 0.416 0.0110 2.55

A continuacién se muestran las diferentes curvas de calibracion:

Curva de Calibracién
Mercurio por Absorcién Atémica / Método de Vapor Frio
0.140

0.120 4

0.100 4

©
2 =1.046x + 0.007
S 0080 - y
c R2=0.994
©
2 0060 1
o
8 om0
£ 00

0.020

<
0.000
0.0000 0.0200 0.0400 0.0600 0.0800 0.1000 0.1200

Concentracion Mercurio (mg/kg)

Fig. 14 Representacion gréafica de una curva de calibracién para la determinacion de
mercurio en muestras de peces por absorcion atdbmica demostrando
la linealidad del método.
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Se realizo un anélisis de varianza de un factor (ANOVA) para el grupo de datos de las 7
curvas de calibracion a 5 niveles de concentracion se obtiene que el F calculado para la
serie de datos (a un nivel de confianza del 99.9%) y el F critico de tablas no muestra que

haya diferencia significativa entre medias de la serie de datos.

Tabla 29 Tabla de calculos del analisis de varianza ANOVA de un factor
para la determinacién de mercurio.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Columna 1 5 0.7737 0.15474 0.029961758

Columna 2 5 0.7646 0.15292 0.029247917

Columna 3 5 0.7632 0.15264 0.029414843

Columna 4 5 0.7589 0.15178 0.028881502

Columna 5 5 0.7533 0.15066 0.028896203

Columna 6 5 0.7527 0.15054 0.028091448

Columna 7 5 0.7151 0.14302 0.026119407

Columna 8 5 0.6493 0.12986 0.022094783

ANALISIS DE VARIANZA

Orig_en_de las Suma de Grados de  Promedio de los = Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0.00236128 7 0.000337326 0.012117245 0.999998321 2.312741187
Deg‘:ﬁpﬂ‘; 105 ,.890831444 32 0.027838483

Total 0.893192724 39

3.3.4 Exactitud del Método

Porcentaje de Recobro.

Se procede a realizar la determinacion de mercurio en 10 muestras independiente del
material de referencia DORM-3. Posteriormente se realiza la fortificacion de la matriz a

tres niveles de concentracién dentro del rango de la curva de calibracién.
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Tabla 30 Porcentaje de recobro en DORM-3 para mercurio.

Concentraciéon Mercurio

. L Concentracion
segun certificado de

Replicas . L Mercurio. Valor % Recobro
Referencia. Valor Tedrico Préctico [mg /L]
[mg/L] J

1 0.4090 0.4099 100.2
2 0.4090 0.3868 94.6
3 0.4090 0.3970 97.1
4 0.4090 0.3990 97.5
5 0.4090 0.3922 95.9
6 0.4090 0.3695 90.3
7 0.4090 0.3798 92.9
8 0.4090 0.3699 90.4
9 0.4090 0.3799 92.9

PROMEDIO 94.6

Tabla 31 Nivel 1 Fortificaciéon: 0.0010 mg/L de estandar de mercurio.

Concentracion
Mercurio en matriz

Concentracion

Replicas de peces sin I\;Ioerrt(i:#;;c:j Zn[ nr?g/t[;z % Recobro
fortificar [mg/L]

1 0.0040 0.0046 60.0
2 0.0040 0.0048 80.0
3 0.0040 0.0049 90.0
4 0.0040 0.0049 90.0
5 0.0040 0.0049 90.0
6 0.0040 0.0049 90.0
7 0.0030 0.0049 190.0
8 0.0040 0.0049 90.0
9 0.0040 0.0050 100.0
10 0.0040 0.0044 40.0

PROMEDIO 92.0
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Tabla 32 Nivel 2 Fortificacion: 0.0050 mg/L de estandar de mercurio.

Concentracién
Mercurio en matriz

Concentracion

Replicas de peces sin I\f/loerrt(i:#(r:god zn[ rrnng/t[;z % Recobro
fortificar [mg/L]

1 0.0050 0.0090 80.0
2 0.0040 0.0080 80.0
3 0.0040 0.0080 80.0
4 0.0040 0.0080 80.0
5 0.0040 0.0090 100.0
6 0.0040 0.0090 100.0
7 0.0030 0.0080 100.0
8 0.0040 0.0080 80.0
9 0.0040 0.0080 80.0
10 0.0040 0.0090 100.0

PROMEDIO 86.7

Tabla 33 Nivel 3 Fortificacion: 0.010 mg/L de estandar de mercurio.

Concentracion Mercurio Concentracion
Replicas  en matriz de pecessin ~ Mercurio en matriz % Recobro

fortificar [mg/L] fortificada [mg/L]

1 0.0050 0.0127 77.0
2 0.0040 0.0125 85.0
3 0.0040 0.0133 93.0
4 0.0040 0.0133 93.0
5 0.0040 0.0133 93.0
6 0.0040 0.0132 92.0
7 0.0030 0.0133 103.0
8 0.0040 0.0133 93.0
9 0.0040 0.0132 92.0
10 0.0040 0.0133 93.0

PROMEDIO 91.4
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Los valores obtenidos en los diferentes niveles de concentracion en muestras de peces
fueron: para el nivel 1 de concentracién 0.05 mg/L con 92.0 %; el nivel 2 de concentracion
0.07 mg/L con 86.7% y el nivel 3 de concentracion 0.09 mg/L con 91.4%. EIl recobro
obtenido en el material certificado de referencia es de 94.6%, resultado que se encuentra
dentro del rango aceptable de porcentajes de recobro.

Los resultados reportados en la recuperacion del analito, muestran un porcentaje
aceptable y que se encuentran dentro del rango establecido en la guia de validacion de
métodos donde define a un porcentaje (%) de recuperacién aceptable del 80-120%.

3.4 DETERMINACION DE METALES PESADOS EN MUESTRAS REALES.

El proceso final del estudio consistio en la recoleccion de una serie de muestras en el

departamento de la Libertad.

De cada especie se recolectaron entre 5 y 7 muestras, las cuales se lavaron con agua
desionizada y fueron guardadas en bolsas plasticas selladas de polietileno aproximadamente
a una temperatura de 20°C en un recipiente térmico. Cada muestra se clasifico por especie,
tamafio y peso, del total de la muestra se selecciono la parte a utilizar (mudsculo de pescado
y visceras), se homogenizoé a fin de obtener una muestra representativa para medir el grado
de contaminacion. El procedimiento para la determinacién de los contaminantes se realiz6

de la siguiente manera:

3.4.1 Determinacion de arsenico, plomo y mercurio por Espectrometria de Absorcion

Atémica.

Se peso aproximadamente 0.5 * 0.15 g de la muestra en un vaso digestor, se adiciono

10.0 mL de &cido nitrico concentrado y se cerrd el vaso digestor. Se coloco en el recipiente
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del digestor y se programd las rampas de temperatura segin el método descrito en la
seccion 2.1.1

Posteriormente se dejo reposar a temperatura ambiente, transfiriéndolo a un balon de 50 mL
y aforando con agua desionizada. Finalmente se midié la concentracion de metales de
interés para cada muestra digerida por duplicado en un espectrémetro de Absorcion

Atdémica.

En la siguientes tablas se presentan los resultados obtenidos por tres especies
diferentes de peces recolectados en el departamento de la Libertad, a cada muestra se le

determino el grado de contaminacion por arsénico, plomo y mercurio.
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Tabla 34 Concentraciones, pesos y tamafios del misculo de pescado recolectado en el Puerto de La Libertad para la determinacion de metales pesados por espectrometria de absorcion atémica.

MUSCULO DE PECES (Pargo®, Curvina’ y Bagre®)

. Promedio Promedio . Peso Muestra =
Codigo de la muestra As](mg/k Pb](mg/k Hg](mg/k Promedio (mg/k Tamario (cm Peso

9 [As](mg/kg) (malka) [Pb](mg/kg) (ma/ka) [Hgl(mg/kg) (mg/kg) © (cm) ©

2008-P1 1.4863 0.1525 0.0692 0.5247 29.5 280.0
1.5139 0.1668 0.0707

2008-P1 1.5414 0.1811 0.0723 0.5247 29.5 280.0

2008-P2 1.9716 0.1101 0.0605 0.5385 32.0 290.0
2.1230 0.1135 0.0628

2008-P2 2.2743 0.1169 0.0650 0.5385 32.0 290.0

2008-P3 0.6289 0.065 0.0540 0.6358 31.0 340.0
0.7528 0.0718 0.0545

2008-P3 0.8767 0.0786 0.0550 0.6358 31.0 340.0

2008-P4 2.8147 0.3805 0.1239 0.5782 33.0 310.0
2.8462 0.3978 0.1282

2008-P4 2.8777 0.4151 0.1325 0.5782 33.0 310.0

2008-P5 1.4020 0.0836 0.0450 0.5560 29.0 250.0
1.4299 0.0868 0.0461

2008-P5 1.4578 0.0899 0.0472 0.5560 29.0 250.0

2008-C1 0.4326 0.0975 0.0687 0.5999 20.0 63.0
0.4415 0.0975 0.0695

2008-C1 0.4503 0.0975 0.0702 0.5999 20.0 63.0

2008-C2 4.3007 0.3625 0.1419 0.5663 20.5 87.0
43132 0.3857 0.1419

2008-C2 4.3257 0.4089 0.1419 0.5663 20.5 87.0

2008-C3 5.1124 0.9335 0.1678 0.6406 22.0 92.0
5.3231 0.9418 0.1722

2008-C3 5.5339 0.9502 0.1766 0.6406 22.0 92.0

2008-C4 0.7249 0.0156 0.0781 0.5380 19.5 64.0
0.7435 0.0195 0.0797

2008-C4 0.7621 0.0234 0.0813 0.5380 19.5 64.0

2008-C5 0.4965 0.2737 0.1301 0.5639 24.0 70.0
0.5453 0.2914 0.1301

2008-C5 0.5941 0.3090 0.1301 0.5639 24.0 70.0

2008-B1 2.7251 0.1662 0.0464 0.5385 36.0 260.0
2.7742 0.1794 0.0504

2008-B1 2.8232 0.1925 0.0543 0.5385 36.0 260.0

2008-B2 3.7962 0.6500 0.0962 0.5715 35.0 310.0
3.8056 0.6631 0.0975

2008-B2 3.8150 0.6761 0.0987 0.5715 35.0 310.0

2008-B3 7.8040 0.7428 0.1233 0.5012 43.0 508.0
7.8871 0.7433 0.1233

2008-B3 7.9703 0.7437 0.1233 0.5012 43.0 508.0

2008-B4 4.2968 0.4789 0.0996 0.5177 36.0 322.0
4.3397 0.5138 0.1029

2008-B4 4.3825 0.5487 0.1062 0.5177 36.0 322.0

2008-B5 2.2219 0.2201 0.0798 0.5679 38.0 290.0
2.2775 0.2289 0.0798

2008-B5 2.3332 0.2377 0.0798 0.5679 38.0 290.0

! P1-: corresponde a la especie Lutjanus Specium de nombre comdn Pargo
2. C1: corresponde a la especie Pachyurus Bonariensis Specium de nombre comdn Curvina
% B1: corresponde a la especie Arius, Cathorops Specium de nombre comin Bagre
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Los valores en el arsénico oscilaron entre 0.44 y 7.88 mg/kg de peso para las
distintas muestras analizadas. Los valores mas elevados los presentaron las muestras de
bagre (Arius, Cathorops Specium), tanto la curvina (Pachyurus Bonariensis Specium) como
el pargo (Lutjanus Specium) lanzaron resultados arriba del limite permisible. Los niveles de
plomo reflejaron variaciones en los valores entre muestras de la misma especie, las
muestras oscilaron entre 0.019 y 0.941 mg/kg peso. Las concentraciones mas elevadas de
plomo se encontraron en las muestras de bagre, concretamente en las muestras de mayor

tamafio.

Para el mercurio, los niveles obtenidos oscilaron entre 0.046 y 0.172 mg/kg peso,
reflejaron pequefias variaciones entre si las muestras analizadas, sin embargo, ninguna de

las muestras sobrepaso los limites permisibles.

Tabla 35 Tabla resumen de concentraciones y pesos de visceras recolectadas en el Puerto de
La Libertad para la determinacion de metales pesados por AA.

VICERAS DE PECES (Pargo y Curvina)

Promedio Promedio Promedio

Codigo de la muestra [As](ma/kg) (mg/kg) [Pb](mg/kg) (mg/kg) [Hgl(mg/kg) (mg/kg) Peso Mx (g)

2008-VP1 0.4242 0.1527 0.1527 0.5894
0.4180 0.1466 0.1559

2008-VP1 0.4119 0.1404 0.1591 0.5341

2008-VP2 13.9879 0.0663 0.1327 0.5276
13.4875 0.0699 0.1307

2008-VP2 12.9871 0.0735 0.1287 0.5440

2008-VP3 9.0275 0.1673 0.0279 0.5378
10.5742 0.1723 0.0287

2008-VP3 12.1209 0.1772 0.0295 0.5078

2008-VP4 5.7006 0.5681 0.0997 0.5017
4.8537 0.5658 0.0983

2008-VP4 4.0067 0.5636 0.0969 0.5678

2008-VP5 0.1051 0.2961 0.0478 0.5234
0.1641 0.3014 0.0471

2008-VP5 0.2230 0.3067 0.0465 0.5380

2008-VC1 8.4192 0.1944 0.1069 0.5143
7.5293 0.1730 0.0876

2008-VvC1 6.6394 0.1516 0.0682 0.6597

2008-VvC2 5.7084 3.6627 0.1697 0.5597
6.0361 3.8963 0.1881

2008-VvC2 6.3638 4.1299 0.2065 0.5327

2008-VC3 3.7060 0.2604 0.0781 0.5761
45549 0.2284 0.0734

2008-VC3 5.4038 0.1965 0.0688 0.5089

2008-VvC4 8.9636 1.1004 0.2101 0.4998
7.5210 0.9914 0.2129

2008-VC4 6.0784 0.8824 0.2157 0.5100

2008-VC5 7.9086 1.6988 0.1227 0.5298
8.3692 1.7440 0.1195

2008-VC5 8.8298 1.7892 0.1163 0.5589

VP1: corresponde al cddigo de la muestra de visceras de peces para la especie de pargo.
VC1: corresponde al codigo de la muestra de visceras de peces para la especie de curvina.
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Los valores del arsénico para las muestras de visceras oscilaron entre 0.10 y 13.98
mg/kg de peso fresco. Los valores mas elevados los presentaron las muestras de pargo
(Lutjanus Specium), las cuales presentaron valores arriba de los permitidos por la
normativa; la curvina (Pachyurus Bonariensis Specium) mostro resultados bastante arriba

del limite permisible segiin normativa.

Los niveles de plomo presenta algunas variaciones entre valores de muestras de la
misma especie, los resultados oscilaron entre 0.06 y 3.66 mg/kg en peso fresco. Las

concentraciones mas elevadas de plomo se encontraron en las muestras de curvina.

Para el mercurio, los niveles obtenidos oscilaron entre 0.02 y 0.21 mg/kg en peso
fresco, reflejaron variaciones entre si las muestras analizadas, sin embargo, ninguna de las

muestras sobrepaso los limites permisibles.
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CAPITULO 4 “CONCLUSIONES”

4.1 VALIDACION DE METODOS.

Las pruebas realizadas en la determinacion del &mbito lineal para la validacion de
plomo, muestran que este metal no tiende a la linealidad, los datos reportados permiten
concluir que el plomo sigue la ecuacién aX? + bX + c. Su no linealidad permite que el

porcentaje del RSD sea mayor al 5%.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede concluir que los métodos empleados
para la determinacion de plomo, arsénico y mercurio en muestras de peces da como certeza
que dichas metodologias son las pertinentes para la determinacién de estos metales
pesados, esto se puede comprobar con los valores obtenidos en la exactitud de método y en
el porcentaje de recobro, que permiten demostrar que los valores son aceptables segun la

certificacion por la NRC en su material de referencia certificado DORM-3.

La precision de los métodos fue establecida por un andlisis de varianza de un factor
(ANOVA) con un nivel de confianza del 95 porciento en el cual se obtuvo un Fesc menor
al Feapulado 10 que determina que no existe diferencia significativa entre los valores obtenidos
y que el método es totalmente reproducible con los pardmetros definidos en los protocolos

de validacion estipulados.

En los métodos para la determinacién de mercurio y arsénico, muestran un
comportamiento lineal en las medidas repetidas de las diferentes concentraciones para la
construccion de su curva de calibracion; el RSD obtenido en cada uno de los métodos es

menor al 5%.
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4.2 DETERMINACION DE NIVELES DE METALES PESADOS EN MUESTRAS DE
PESCADOS

Se observo que cada una de las muestras tomada en el puerto de la libertad
contenian diferentes concentraciones a pesar de haber sido muestreadas en una misma zona,
por lo que no se puede hacer ningun tipo de relacién entre el lugar de muestreo y su nivel

de concentracion.

Los resultados obtenidos como se muestra en la tabla 34 indican que el bagre (Arius,
Cathorops Specium) es por su concentracién encontrada de arsénico y plomo el producto
pesquero que podrian conllevar a un mayor riesgo toxicolégico. Sin embargo, para alcanzar
las ISTP establecidas por la FAO/OMS seria necesario el consumo de estos productos en
cantidades muy superiores al consumo medio de productos pesqueros (3,5 g/dia). En
consecuencia, no parece existir un riesgo para la salud derivado de la ingesta de los
productos analizados.

Por lo que respecta a las consideraciones legislativas, algunos de los productos
analizados en este muestreo han cumplido con las legislaciones vigentes en El Salvador
(Norma Salvadorefia del Conacyt NSO 67.32.01:08 Reglamento de la Union Europea 1881
/ 2006 / CE y Reglamento (CE) 333 / 2007). Algunas de las muestras analizadas alcanzaron
valores por encima de los limites establecidos por la Legislacion, para el Pb y As en

productos de la pesca.

En el caso del arsénico, la Norma Salvadorefia del Conacyt al igual que el reciente
Reglamento de la Comision Europea no tiene vigente una normativa para este tipo de
contaminante. Actualmente, sélo Australia y Nueva Zelanda limitan a 1.5 mg/kg peso
fresco los contenidos de arsénico inorganico en productos de la pesca. Si este limite
méaximo fuese adoptado por la Unidn Europea al igual que por El Salvador, algunos de los

productos pesqueros analizados podrian ser comercializados.
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En base a los contenidos de metales pesados los datos son Utiles desde el punto de
vista medioambiental, al indicar los productos que presentan mayor tendencia a acumular
un determinado contaminante, independientemente de la forma quimica en que este se
encuentre. El bagre es el producto de pesca que mayor acumulacion han evidenciado, por lo
que podria considerarse su empleo como bioindicadores de la contaminacién del medio por

diferentes metales pesados.

No se ha encontrado, en general, una relacion directa entre los contenidos de
arsénico, plomo y mercurio y el tamafio de las especies muestreadas, sin embargo, existe un
pequefio indicio que el peso y tamafio de la muestra influye en la acumulacién de dichos
contaminantes, no obstante en este estudio no se puede concluir que ese sea un parametro

fundamental en lo que respecta a concentraciones.
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