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DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE METALES PESADOS EN MIELES

PRODUCIDAS EN EL ESTADO DE TABASCO.

Jesus Iran Almeida Cordova, M en C.
Colegio de Postgraduados, 2020

RESUMEN

Los metales pesados en la miel son de interés principalmente para el control de calidad y el aspecto
nutricional junto con la determinacién de la contaminacion ambiental. El objetivo de este trabajo
fue determinar y cuantificar los niveles de metales pesados seleccionados como arsénico (AS),
cadmio (Cd), mercurio (Hg) y plomo (Pb) en muestras de miel por espectrometro de absorcion
atobmica (AAS) por horno de grafito y vapor frio. Se recogieron un total de 60 muestras de
diferentes municipios del Estado de Tabasco, México, de las cuales 30 fueron mieles de apiario y
30 de mieles envasadas. El analisis revel6 que las mieles envasadas tuvieron presencia de arsenico
(0.94 ng/kg), cadmio (0.88 pg/kg), mercurio (0.36 pg/kg) y Plomo (0.306 pg/kg) en las muestras
recolectadas. Se encontrd que la contaminacion por los cuatro analitos tanto en las mieles
envasadas y de apiario estan por debajo de los limites permisibles de acuerdo NOM-127-SSA1-
1994. La presencia de estos metales toxicos en la miel de abeja es una evidencia de agentes de
micro polucion en el medio ambiente. Estos hallazgos nos ayudaron a concluir que el nivel
aceptable de metales pesados presentes en la miel del area de estudio no tiene un impacto negativo
en los organismos vivos. La miel producida en diferentes municipios del Estado de Tabasco no
carece por completo de metales pesados, pero esta en un nivel satisfactorio y de buena calidad para

el consumo humano.

Palabras claves: Metales pesados, absorcion atomica, miel.
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DETERMINATION AND QUANTIFICATION OF HEAVY METALS IN HONEY
PRODUCED IN THE STATE OF TABASCO.
Jesus Iran Almeida Cordova, M en C.
Colegio de Postgraduados, 2020

ABSTRACT

The heavy metals in honey are of interest primarily for quality control and nutritional aspects along
with determination of environmental contamination. The objective of this work was to determine
and quantify the levels of selected heavy metals such as arsenic (As), cadmium (Cd), mercury (Hg)
and lead (Pb) in honey samples by atomic absorption spectrometer (AAS) by furnace of graphite
and cold steam. A total of 60 samples were collected from different municipalities in the State of
Tabasco, México, of which 30 were apiary honeys and 30 were packaged honeys. The analysis
revealed that the packaged honeys had the presence of arsenic (0.94 pg / kg), cadmium (0.88 pg /
kg), mercury (0.36 ug / kg) and Lead (0.306 ug / kg) in the collected samples. Contamination by
the four analytes in both packaged and apiary honeys was found to be below the allowable limits
according to NOM-127-SSA1-1994. The presence of these toxic metals in honey is evidence of
micro-pollution agents in the environment. These findings helped us to conclude that the acceptable
level of heavy metals present in honey in the study area does not have a negative impact on living
organisms. The honey produced in different municipalities of the State of Tabasco is not
completely lacking in heavy metals, but it is at a satisfactory level and of good quality for human

consumption.

Key words: Heavy metals, atomic absorption, honey.

\%



DEDICATORIAS

Dedico este trabajo principalmente a Dios, por haberme dado la vida y permitirme el haber llegado

hasta este momento tan importante de mi formacion profesional.

A mi madre, por ser el pilar mas importante y por demostrarme siempre su carifio y apoyo
incondicional sin importar nuestras diferencias de opiniones. A mis hermanas y sobrinos por estar

en todo momento.

De manera especial a mi consejero de tesis al Dr. Juan Manuel Zaldivar Cruz, por haberme guiado,

no solo en la elaboracion de este trabajo de investigacion, sino a lo largo de estos dos afios y por

haberme brindado el apoyo para desarrollarme profesionalmente y seguir cultivando mis valores.

VI



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por el apoyo econémico otorgado

para realizar mis estudios de nivel Maestria.

Al personal académico y administrativo del Colegio de Postgraduados Campus Tabasco, por el

apoyo brindado durante mi formacion académica y la realizacion de esta tesis.
A la empresa Federal Quimica por las facilidades prestadas para realizar la fase experimental en
especial al Ingeniero Jose Luis Reyes Rosas duefio de la empresa por apoyarnos con su material,

equipo y personal técnico.

A los doctores Angel Sol Sanchez y Enrique Sauri Duch, por su apoyo, consejos, disposicion de

tiempo y facilidades otorgadas para realizar este proyecto de investigacion.

A los apicultores por las facilidades para la toma de muestras en los apiarios.

A todos mis amigos y futuros colegas que me ayudaron de una manera desinteresada, gracias

infinitas por toda su ayuda y buena voluntad.

Vil



CONTENIDO

RESUMEN ... .ottt sttt e b et b et e e e st et et et e b e et et e renbe st e neareneens iv
N S I ¥ S PRSP \
INTRODUCCION GENERAL ..ottt ettt ettt en st 1
LITERATURA CITADA ..ottt ettt ettt ettt e e e et e e sab e e e sab e e e nne e e e nnaeeaneeeanes 3
REVISION DE LITERATURA. ..ottt ettt ettt ettt ettt sttt en e 5
Determinacion de metales pesados en las mieles producidas por Apis mellifera L. ........................ 5
La miel y sus caracteristicas fiSICOQUIMICAS.........ccviiueiieiiiie e se e sreas 6
Calidad e inocuidad en el procesamiento de la miel ............cccoooeiiiiiiie s 6
MELAIES PESAUDS ......eeveeiteeie ettt ettt sttt e et et e st e e teese e s re e teenaesreesteereeneeareeteeneenreas 7
AATSENICO (AS) ettt sttt ettt bbbt b e b et R e ke e e Rt e bt e b e e e bt b e b et Rt b e n e bt 9
(OF:To 401 To N (O ) IR PO ST P VTP PR UPPRRPR 10
IMIEICUITO (H) ettt bbbttt b bbbt 11
PIOMO (PD) 1.t 12
Determinacion de metales pesados en mieles de diferentes paises ..........cccevevveeiveveiieveesiene 12
Espectrofotometria de abSOrcion atOmiCa...........ceccveveeiieiieiecie e 14
Aplicaciones de espectroscopia de abSorcion atOmiCa............ccccvevveeriereeieeresee e 15
HOMNO d& GrafitO.......ccuiiiiceeceece e et sre e ene 15
V1o To] g i o TSRS 16
BIDIIOGIATTA ... et 16

CAPITULO I. CONFIRMACION DE UN METODO ANALITICO PARA LA
DETERMINACION DE As, Cd, Hg Y Pb EN MUESTRAS DE MIELES PRODUCIDAS EN EL

ESTADO DE TABASCO. ...ttt ettt sttt teaseesseeteaneeaneeseaneesseenseeneeaneenseans 26
RESUMIBN ...ttt r e st e n e s et e ne e nne e e neennne s 27
AADSTTACT. ...ttt bbbttt 28
I I 1o o (U ot o SO 29
1.2 MAterialeS Y MEBLOUOS........eeiueeieieie ettt ettt st e e sbe e be e esbaesreeneesbeenaeens 31

1.2.1 Determinacion de metales PESAUOS. .......cviveuerreerieieeieeeeteaete st e e sr et se et se e sessenas 31
1.2.2 Pardmetros de CalIAA. ........cueueiririeieieeieie ettt 31
1.2.2.0 LINEANIAAG ... ettt 31
1.2.2.2 Limite de deteccion y cuantifiCacion.............ceeueeeereeieeieiieieeceee et 32
1.2.2.3 RECUPETACION Y SESTO .v.vvvieverirreriiesisreseeteseesessesessesessesessesessessssessesessesessesessesessesessessssessssenens 33
1.2.2.4 Repetibilidad y reproduCibilidad ............cccceeieerieinieiiceseereese e 33



L 3 RESUITAAOS. ..o ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e et e e e e e e e e a i aaaeas 34

1.3 L LINEAIITAG ...ttt bbbttt 34
1.3.2 Limite de deteccion y cuantifiCaCiON...........ccoueirueirieirieieeeeeeee e 35
1.3.3 RECUPEIACION Y SESPO ....vuevinerieneeteietentetesteie st ste sttt ebe s b st be st e st sa e st st e st st et eb et et e s ebe e ebensenes 35
1.3.4 Repetibilidad y reproduCibilidad ............cceeerieriiiiiirieieeeeee e 35

1.4 DISCUSION ...ttt ettt b bbbt b e bt b et bbb bbbt e b e et b e b e b e 36
1.5 AQradeCIMIENTOS ... .cvieiieiieesieeiesee sttt e s e et e et e et e s e te et e e seesbaeteeseesteesbeaneesseesteaneenneeneans 37
OIS 1T o] 10T [ 1 T USSP 37
CAPITULO Il. DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE METALES PESADOS EN
MIELES PRODUCIDAS EN EL ESTADO DE TABASCO......c.oooiiieitie e 44
RESUMEN ..o 45
AADSTIAC ...t E et bt b bt ns 47
P2 R 111 0o [0 oo oo OSSO U PRSPPI 49
2.2 MALeriales Y MELOUOS .......coueeeiiiieiieeie ettt sttt en s 50
2.2.1 RECOIECCION T8 MUESEIAS .....cveuetenirieiieteietee ettt ettt b et b ettt b et b et be e b nsenas 50
2.2.2 PreparaCion e ESTANTAIES .........cceovreirreririerieiereeese ettt sttt b ettt b e be e ssenas 50
2.2.3 INSEIUMENTACION ...ttt ettt ettt b et se e 51
2.2.4 PreparaCion de 1aS MUESLIAS. .........cvcieeeriirecteeee et et teete et e st e e et eaeeteetesbesbesse s e s eseeseeaesrenan 52
2.2.5 Determinacion de metales PESAUOS. .......c.eivecveeveieeietiee ettt ettt ere s 52

2.3 RESUITAAODS. ...ttt ettt 53
2.4 DISCUSION ...ttt bbbt s bt et e et ek e e e st e b e e b et e ne et e st e e b e ebe e eneenns 55
2.5 AQradeCIMIENTOS .....ceueieitete ettt ettt bttt b bbbt 58
2.6 BIDIIOGIafia......c.veveieeiciece et 58
CONCLUSIONES GENERALES ...ttt sttt nan e nneas 70



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |

Figura 1. Curva de calibracion para arséniCo (AS) .......cocereereririsierenieiese e 42
Figura 2. Curva de calibracion para cadmio (Cd) ........ccoceieiriiiiniineneiesese e 42
Figura 3. Curva de calibracion para mercurio (Hg)...........cooooiiiiiiiiiiiiii i, 42
Figura 4. Curva de calibracion para plomo (PD) ......ccccciiieiiiiiiiieeee e 42

CAPITULO Il

Figura 1. Area de muestreo en los apiarios del estado de Tabasco............................. 65



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Determinacion de metales pesados en mieles de diferentes paises................... 24

Cuadro 2. Etapas en el programa de temperaturas en EAA Horno de Grafito.................... 25
CAPITULO |

Cuadro 1. Parametros de linealidad, limite de deteccion y cuantificacion (ug/L).............. 43

Cuadro 2. Parametros de porcentaje de recuperacion ¥ SESQO .......ccveverveeererereeeresiereenennes 43

Cuadro 3. Parametros de repetibilidad y reproducibilidad .............ccccooeviiiinnininiien, 43

CAPITULO Il

Cuadro 1. Condiciones iINStTUMENTAIES ......cooeeeeeeeee e 66

Cuadro 2. Muestra los promedios y desviaciones estandar de mieles muestreadas en los

T oL E: LA 0T (VT 1 (o ) TSSOSO 67
Cuadro 3. Muestra los promedios y desviaciones estandar de mieles envasadas (ug/kg).. 68

Cuadro 4. Comparacion de concentraciones en mieles de apiarios y mieles envasadas

para 10s analitos AS, CA Y HO ....ooveiiiiiiiei e 69

Xl



INTRODUCCION GENERAL
La miel es el principal producto de la colmena, y como cualquier producto alimenticio debe cumplir
con normas de calidad, segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) y la Organizacion Mundial para la Salud (OMS), a través del CODEX STAN
12-1981 Rev. 2001 definen a la miel como “Una sustancia dulce natural producida por abejas
Apis mellifera a partir del néctar de las plantas o de secreciones de partes vivas de éstas o de
excreciones de insectos succionadores de plantas que quedan sobre partes vivas de las mismas y
que las abejas recogen, transforman y combinan con sustancias especificas propias, y depositan,
deshidratan, almacenan y dejan en el panal para que madure y afieje ”. La composicion quimica
de la miel es compleja y contiene aproximadamente 181 sustancias que incluyen azucares,
proteinas, vitaminas, minerales, enzimas, flavonoides, acidos fendlicos y compuestos volatiles,
(Khalil et al., 2012). En la actualidad, la miel y sus derivados, son de los alimentos que han
adquirido auge a nivel mundial, debido a que poseen diversas propiedades Utiles, entre las mas
importantes se encuentran accién energizante sobre el organismo, accion sedante, propiedades
emolientes, propiedades antisépticas a nivel digestivo, renal y urinario, propiedades digestivas y
laxantes, propiedades béquicas, propiedades antianémicas y diuréticas (Novelo et al., 2013).
Debido al crecimiento del mercado internacional en la comercializacion de la miel sus estandares
de calidad se presentan cada vez con mayores exigencias en cuanto a certificaciones de calidad e
inocuidad, por lo que es necesario promover todas las acciones posibles para producir mieles libres
de residuos toxicos, (Montenegro y Fredes et al., 2008). La presencia de metales en el ambiente se
da por via natural y antropogenica, se movilizan en matrices de agua, suelo y aire, también son
persistentes, es decir, no pueden ser creados o degradados, ni mediante procesos bioldgicos ni

antropogénicamente, (Reyes et al.,2016).



Los metales pesados presentes en la atmosfera pueden depositarse en los cuerpos peludos de las
abejas y pueden ser llevados a la colmena con polen, o absorbidos junto con el néctar de las flores,
0 con agua y melaza, (Singh et al., 2014). Diversos autores han sefialado que las abejas y sus
productos pueden servir como indicadores de la contaminacion ambiental presente en su area de
vuelo, (Bilandzi¢ et al., 2011; Diaz et al., 2018; Mahmoudi et al., 2018). La escasa informacion en
México sobre la utilidad de la miel como indicadora de contaminacion por metales pesados, asi
como la falta de informacion en relacién al contenido de éstos en mieles producidas en el estado
de Tabasco y de métodos oficiales para la determinacion de elementos trazas, hacen necesaria la
investigacion sobre este tema en especifico. La dificultad de realizar este tipo de anélisis depende
de conocer las especies quimicas presentes en las mieles y asi poder comprender las reacciones
quimicas y bioquimicas en las que intervienen y, por tanto obtener informacion relativa al caracter
esencial y toxico de estos elementos quimicos. Los cuales serviran como una herramienta esencial
para la evaluacion de riesgos en el medioambiente, permitiendo que se realicen diagnosticos y
controles de los elementos trazas mas efectivos. El objetivo de esta investigacion fue determinar el
contenido de metales pesados (As, Cd, Hg y Pb), en las mieles producidas en el estado de Tabasco,
obtenidas de muestras en apiarios de los municipios de Centla, Comalcalco, Huimanguillo, H.

Cardenas, Paraiso y Tenosique, mediante dos técnicas analiticas de absorcidn atomica.
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La miel y sus caracteristicas fisicoquimicas

La miel es un edulcorante natural de composicién compleja, sus caracteristicas varian dependiendo
de los origenes botanicos y geograficos, asi como de las condiciones climaticas, procesado y
almacenamiento. Se compone principalmente de fructosa y glucosa con un 65%, asi como de agua
18% (Solayman et al., 2016). Las caracteristicas quimicas de la miel como azUcares, proteinas,
aminoéacidos, enzimas, acidos organicos, vitaminas, minerales, compuestos fendlicos y volatiles se
encuentran presentes en la miel (da Silva et al., 2016). Una buena calidad de miel y el etiquetado
adecuado, de acuerdo con el origen botanico y geogréafico del producto son la principal demanda
de los consumidores de la miel, quienes solicitan la etiqueta de seguridad y garantia de los
alimentos de su dieta diaria. Algunos parametros de calidad como el contenido de agua, pH,
conductividad eléctrica, contenido de hidroximetilfurfural, actividad de diastasa o azucares
reductores, informan sobre el origen nectario del producto y confirman las condiciones de higiene
para la manipulacion y almacenamiento de la miel (Escuredo et al., 2019). La miel se considera
un alimento potencialmente completo, teniendo en cuenta los estandares nutricionales, siendo un
producto natural, rico en azucares simples y faciles de asimilar (Marghitas et al., 2010). La miel de
abeja es un producto natural susceptible a la presencia de contaminantes entre los mas usuales se
encuentran los de origen ambiental como: pesticidas, metales pesados, isotopos radioactivos,
contaminantes organicos como los bifenilos policlorados (PCB’s), bacterias patogenas y
organismos genéticamente modificados (Velasquez et al., 2019).

Calidad e inocuidad en el procesamiento de la miel

La apicultura mexicana es una actividad tradicional reconocida a nivel internacional. México esta
entre los principales productores y exportadores de miel de alta calidad. Ademas, el nivel de
competitividad de la apicultura mexicana en el mercado internacional es alto, solo superado por

China y Argentina en indicadores de trazabilidad y especializacion internacional (Martinez-
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Gonzalez et al., 2017). EI comportamiento que ha seguido la produccion y exportacion de miel ha
tenido un efecto sobre los beneficios al subsector pecuario nacional, como su influencia sobre el
nivel de ingresos que obtienen aproximadamente 44 mil productores, y en la generacion de empleos
directos e indirectos (Magafia-Magafia et al., 2017). La miel es conocida por su valor nutricional
y sus propiedades medicinales, las cuales han sido ampliamente estudiadas creando una linea de
investigacion. De esta manera se ha observado que, a pesar de su origen natural, puede ser
susceptible a contaminaciones externas, y por lo tanto llevar a la recoleccion de un producto con
baja inocuidad y calidad (Olaya-Sarmiento et al., 2014). Sin embargo, pese al dinamismo de la
apicultura, también se han identificado factores de riesgo como el cambio climatico (sequias y
huracanes), deforestacion, plagas y enfermedades como el acaro Varroa (Varroa destructor) y el
pequefio escarabajo de la colmena (Aethina tumida Murray), asi como el uso intensivo de
agroguimicos en la agricultura (Gonzéalez et al., 2017). Los parametros mas importantes para
evaluar la calidad de la miel son la ausencia de contaminantes (antibioticos, pesticidas y metales
pesados) y la frescura de la miel. Los indices mas utilizados para medir la frescura de dicho
alimento son el 5-hidroximetil furfural (HMF) y la actividad diastasica, (Ulloa et al.,2010). La
incorporacion de un sistema (HACCP) a una empresa del sector agroalimentario, eleva el prestigio
de cualquier producto alimenticio ante sus consumidores, ademas de incrementar su consumo en
mercados mas competitivos, de forma que, evaluando e identificando los peligros potenciales para
estos productos se determinan las operaciones sobre las cuales seran efectivas las acciones de
control, considera y orienta como vigilar las mismas, asi como la toma inmediata de medidas para
garantizar la inocuidad de los alimentos (Navarro et al., 2019).

Metales pesados

Se estima que las abejas meliferas se alimentan de plantas que crecen en un area relativamente

grande (mas de 7 km?) y, al pasar de una flor a otra, también estan en contacto con el aire, el agua,
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el suelo, las ramas y las hojas. Por lo tanto, la miel es el resultado de un proceso bio acumulativo
que es util para recopilar informacion sobre el medio ambiente y tal vez considerado como un
bioindicador de la contaminacion del medio ambiente (Bratu et al., 2005). Varios de los atributos
hacen que las abejas meliferas sean un buen bioindicador (Porrini et al., 2014). La miel se define
como un indicador biologico de calidad ambiental y biodiversidad floral. esta conectado
intrinsecamente al territorio en el que se produce y estd estrechamente relacionado con la flora
visitada de las abejas para su produccion (Dhahir et al., 2015). La composicion de la miel esta
influenciada por las especies de plantas, recursos del suelo en crecimiento, condiciones ambientales
y por los apicultores a través de la extraccion y procesamiento (Purcarea et al., 2017). Los mas
abundantes metales cationicos en la miel son K, Na, Ca, Si y Mg y trazas de elementos como Al,
Mn, Fe, Cu, Zn y Se, y algunos metales pesados toxicos como Pb, Cd, Hg y As, también pueden
presentarse naturalmente o por fuente de contaminacion ambiental (Salama et al., 2019). Los
metales pesados presentes en la miel pueden ser de origen ambiental (suelo, agua y aire) o ser el
resultado de diversas actividades antropogénicas, como practicas agricolas, industrias cercanas y
basureros (Vincevica-Gaile et al., 2010). Los metales pesados son un grupo de elementos quimicos
mal definidos. Algunos de ellos son necesarios para el ser humano, como el hierro (Fe), el cobalto
(Co), el cobre (Cu), el manganeso (Mn), el molibdeno (Mb), y el zinc (Zn). De otro grupo de
metales, como el plomo (Pb), el cadmio (Cd) y el arsénico (As), se desconocen si tienen alguna
funcién en el organismo (Sabath et al., 2012). En relacion con la toxicidad, los metales pesados
pueden ser absorbidos por las raices de los cultivos o lixiviados hasta los acuiferos, causar asi la
contaminacion de las aguas subterraneas y de esta forma ser toxicos para las plantas, los animales
y los humanos a través de la cadena alimentaria (Saa et al., 2011). Los cuales pueden generar
riesgos de salud publica en la medida que se transfieran a los productos agroalimentarios,

especialmente en paises en vias de desarrollo donde las medidas de trazabilidad de los productos
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no son estrictas (Pulido et al., 2015). Pueden resultar muy téxicos, no son biodegradables y algunos
se acumulan en los organismos vivos (Rizzo et al., 2010). Los micronutrientes esenciales, cobalto
(Co), cromo (Cr), cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn), molibdeno (Mo), selenio (Se), vanadio
(V) y zinc (Zn), se requieren en solo unos miligramos 0 microgramos por dia y cuando pasan cierto
umbral de concentracidn se vuelven toxicos, tal es el caso del Se y Zn, que tienen limites muy
proximos entre las dosis requeridas y las toxicas. Por otro lado, los macronutrientes tales como
calcio (Ca), cloro (CI), magnesio (Mg), fosforo (P), potasio (K), sodio (Na) y azufre (S), son
necesarios a 100 mg o mas por dia. Los metales pesados no esenciales o sin funcion biologica
conocida, cuya presencia en determinadas cantidades en los seres vivos lleva disfunciones en los
organismos, son: antimonio (Sh), arsénico (As), berilio (Be), cadmio (Cd), estroncio (Sr), mercurio
(HQg), niquel (Ni), plomo (Pb), titanio (Ti) (Rodriguez Heredia et al., 2017).

Arsénico (As)

El arsénico (As) posee un numero atomico de 33, es un elemento de color gris plateado brillante,
quebradizo, amorfo. Sus compuestos tienen conductividad baja por eso se comportan como metal
0 como no metal y de ahi de su determinacién de metaloide, (Ramirez et al.,2013). Las especies
quimicas mas importantes son: el arseniato y otras formas inorganicas de As(V), arsenito y otras
formas inorganicas de As(lll), formas metiladas de As(lI1) como el &cido dimetilarsinico
(DMA(V)), el monometilarsonato (MMA(V)) y otras formas organicas de As(V), formas metiladas
de As(l111) como el acido dimetilarsenioso (DMAC(III)) y otras formas organicas de As(l11), oxido
de trimetilarsina (TMAO(V)), arsenobetaina (AB), arsenocolina (AC), cation tetrametilarsonio
(TMAY), arsenoazucares, arsenolipidos y otras especies arsenicales (Litter et al., 2010). Todos los
compuestos solubles son altamente tdxicos, las formas organicas de este elemento son usualmente
menos toxicas que las inorganicas (Herrera et al., 2015). El arsénico es conocido como un agente

carcindgeno al que estan expuestos numerosos grupos humanos en todas partes del mundo y cuya
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actividad genotoxica ha sido demostrada en grupos de individuos expuestos, la bioconcentracién
del As depende de la velocidad de absorcion y eliminacion en un organismo, (Baez et al., 2004).

Este elemento ataca sin distincion a casi todos los 6rganos del cuerpo humano, bloqueando las
reacciones enzimaticas de amplia distribucion, el arsénico puede provocar cancer en la piel y
pulmon que son causados por la inhalacién del mineral y una exposicion cronica, (Becar et
al.,2012). En Bolivia, Brasil, Chile, Ecuador, El Salvador, Honduras, México, Nicaragua y Peru se
han detectado niveles elevados no solo en pescados, sino también en leche de vaca, granos,
hortalizas, incluidas las papas, cebollas, remolacha, calabaza, rabano, col y frijoles. La cervezay
el vino también contribuyen a la ingesta de arsénico en la dieta (Medina-Pizzali et al., 2018).
Cadmio (Cd)

El cadmio (Cd) es un elemento que no se halla en el ambiente como un metal puro, es méas
abundante en la naturaleza en forma de 6xidos complejos, sulfuros y carbonatos en el zinc (Zn),
plomo (Pb) y cobre (Cu) (Garcia et al., 2012). Se acumula en el ambiente como resultado de las
actividades industriales, que involucran la fabricacion de baterias niquel-cadmio, la quema de
combustibles fosiles, la generacién de polvos por el proceso de fabricacion de cemento y
fertilizantes fosfatados (Martinez Flores et al., 2013) también presenta una gran afinidad por el
azufre (S), de alli que sea un compuesto natural mas comun es el CdS de igual manera hay otros
compuestos comunes como son el CdO, CdCl,, Cd (OH). (Marcano et al., 2011).

La exposicidn al cadmio se produce por la ingesta de alimentos contaminados (p. Ej., Crustaceos,
visceras, vegetales de hoja, arroz de ciertas areas de Japén y China) o agua (ya sea de tuberias de
agua selladas con Zn / Cd viejas o contaminacion industrial) y puede producir a largo plazo efectos
en la salud. La contaminacion de medicamentos y suplementos dietéticos también puede ser una
fuente de contaminacion (Bernhoft et al., 2013). La ingesta directa o indirecta (cereales, chocolates,

gomas de mascar y confites) de Cd produce dafios al rifion, higado, pulmoén, pancreas, testiculos y

10



hueso ocasionando deficiencias renales, osteoporosis, hipertension arterial, diabetes, enfisema
pulmonar y algunos canceres de prostata, pulmaén, vejiga y pancreas (Llatance et al., 2018).
Mercurio (Hg)

El mercurio (Hg) se encuentra de manera natural en el medio ambiente y existe en una gran
variedad de formas. Es un elemento constitutivo de la tierra, es un metal pesado, ligeramente volatil
a temperatura ambiente, siendo el Unico elemento quimico metalico que permanece liquido a esa
temperatura. Es un elemento quimico de nimero atdmico 80, ubicandose en la familia de los
metales de transicion (familia del zinc), de la tabla periddica de clasificacién quimica (Faro et al.,
2010). El mercurio (Hg), es un elemento toxico que carece de funcion bioldgica, caracterizado por
su tendencia a acumularse en el organismo de los seres vivos. Las propiedades bioquimicas del
mercurio, se deben a su afinidad por los grupos sulfuro (-S) y sulfhidrilo (-SH) (Paz et al., 2017).
Desde el punto de vista toxicoldgico, existen tres formas de mercurio: elemental, inorganico (sales
de mercurio y 6xido de mercurio) y organico. Cada una de estas especies quimicas de mercurio
posee espectros diferentes de toxicidad, aunque todas ellas tienen en comun su capacidad de inducir
cambios en los sistemas neuronales de los humanos (Cano et al., 2012). EI mas conocido de todos
es el metilmercurio, formado en el ambiente por metabolismo microbiano y por procesos abidéticos
este puede acumularse y biomagnificarse en la cadena alimenticia y en peces de agua dulce y
salada, en concentraciones miles de veces mayores que las encontradas en las aguas donde habitan
tales especies (Gracia et al., 2010). La mayoria de los compuestos organicos de mercurio son
absorbidos por ingestion, inhalacion y a través de la piel. En general estos compuestos organicos
son liposolubles y mas de 90% son absorbidos desde el tubo digestivo. Aparecen en la fraccion
lipidica de la sangre y en el tejido cerebral y son desechados a través de la bilis y las heces; un

porcentaje menor se excreta en el pelo y la orina (Raimann et al., 2014).
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Plomo (Pb)

El plomo (del latin plumbum) se denomina con el simbolo Pb, es un metal gris, blando y maleable,
presente de forma natural en la corteza terrestre. Es un cation divalente que se une fuertemente a
los grupos sulfhidrilo de las proteinas (Azcona-Cruz et al., 2015) la Agencia de Proteccion
Ambiental (EPA) lo ha clasificado entre las 20 sustancias quimicas mas peligrosas para la salud
humana; asimismo, establecid el limite maximo permisible de plomo en agua potable de 0.001
(mg/L) (Lavado Meza et al., 2010). Asimismo, se halla tanto en forma organica como inorganica.
El plomo inorgénico se encuentra en pintura vieja, en el suelo y en los gases de combustién
producidos por la gasolina con plomo, que también contribuyen a la contaminacion ambiental con
plomo inorganico (Molina Montoya et al., 2010). La exposicion ocurre por via respiratoria,
gastrointestinal y, durante el embarazo, mediante la movilizacion del Pb en hueso materno (Téllez-
Rojo et al., 2017). ElI Pb no suele producir intoxicaciones agudas; su exposicion generalmente
ocurre a bajas dosis y sus efectos se deben a acumulacion a largo plazo (saturnismo), (Lede et
al.,2011). Los alimentos pueden contaminarse con plomo por medio el agua y el suelo. Se ha
reportado que el agua de riego es uno de los principales causantes de la contaminacion en hortalizas
de consumo en fresco debido a que se contamina por desechos industriales, mineros o residuos de
fertilizantes, ademas, se ha registrado que las tierras de cultivo presentan mayor concentracion de
plomo cuando se encuentran cerca de alguna via donde dé lugar a congestionamientos de vehiculos
(Salas-Marcial et al., 2019).

Determinacion de metales pesados en mieles de diferentes paises

Diferentes estudios sobre metales pesados en mieles se han realizado en distintos paises, entre uno
de ellos destaca el hecho en China en la provincia de Zhejiang, donde analizaron la presencia de
cobre (Cu), zinc (Zn), cadmio (Cd), plomo (Pb), arsénico (As) y mercurio (Hg) en un total de 48

muestras en siete tipos de mieles monoflorales (acacia, tilo, citricos, lichi, nispero, azufaifa y caja
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amarilla) y en mieles multiflorales de acuerdo a lo reportado por Ru et al., (2013). Los resultados
de las concentraciones se muestran en el Cuadro 1. Del mismo modo, en Karnataka estado de la
India, Singh et al., (2014) investigaron en 15 muestras de mieles multiflorales y cinco monoflorales,
la presencia de plomo (Pb), cromo (Cr) y cadmio (Cd) (Cuadro 1). (Asimismo, Mahmoudi et al.,
(2018) estudiaron, las concentraciones de tres metales pesados, incluido el plomo (Pb), zinc (Zn)
y arsénico (As) en 72 muestras de diferentes mieles recolectadas de las regiones del Noroeste de
Iran (Cuadro 1) utilizando el método de espectroscopia de absorcién atomica. Por otro lado, Lazor
et al., (2020) recolectaron muestras de mieles en diferentes lugares de Eslovaquia, y hallaron
concentraciones de arsénico (As), cadmio (Cd), cromo (Cr), mercurio (Hg) y plomo (Pb) (Cuadro
1) y a su vez Naccari et al., (2014) trabajaron con mieles de Sicilia, Italia, y encontraron bajas
concentraciones de los analitos plomo (Pb) y cadmio (Cd) (Cuadro 1). Al Naggar et al., (2013)
evaluaron la efectividad de las abejas y sus productos asociados como indicadores bioldgicos de la
presencia de plomo, cadmio, cobre, hierro y zinc en el medio ambiente en varias regiones de Egipto,
obtuvieron diferencias en concentraciones de estos analitos y no reportaron la presencia de cadmio
(Cd) (Cuadro 1); en cambio Ahmida et al., (2013) analizaron la presencia de cadmio (Cd), cobre
(Cu) y plomo (Pb) en mieles de Libia, hallando que las concentraciones de cada Otro estudio
realizado por Batista et al., (2012) en varias regiones de Brasil, utilizando Espectrometria de
Masas con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-MS) analizaron 42 elementos quimicos en
muestras de mieles entre ellos arsénico (As), cadmio (Cd) y plomo (Pb) (Cuadro 1). En otro estudio
realizado en Arabia Saudita por Arida et al., (2012) determinaron la presencia de los elementos
plomo (Pb) y cadmio (Cd) usando digestion por microondas y espectroscopia de emision atdmica
de plasma acoplado por induccion (ICP- AES) las concentraciones que reportan en dicho estudio
son de buena calidad (Cuadro 1); por otro lado, Diaz et al., (2018) determinaron el contenido de

20 metales (Al, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sr, V 'y Zn) en
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diferentes muestras de miel artesanales las Islas Canarias, Espafia ademas de evaluar la ingesta
alimentaria derivada del consumo de estas mieles en un total de 161 muestras de diferentes tipos
de miel, las cuales se analizaron mediante espectrometria de emision dptica con plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES). Por su parte, Krakowska et al., (2015) estudiaron muestras de mieles
de Grecia, Turquia, Espafia, Polonia, México, Argentina e Italia que fueron de buena calidad en
términos de concentracion de metales, entre los que se analizaron cadmio (Cd) y plomo (Pb)
utilizando espectroscopia de absorcidn atomica electrotérmica (ETAAS).

Espectrofotometria de absorcién atomica

La técnica de absorcion atdmica es aquella capaz de cuantificar elementos metalicos de manera
efectiva. “La base de la espectroscopia de absorcion atémica (EAA) la entregd Kirchhoff al
formular su ley general: ‘cualquier materia que pueda emitir luz a una cierta longitud de onda
también absorbera luz a esa longitud de onda’. El significado practico de esto fue desarrollado en
1955 por el australiano Walsh, apareciendo los primeros instrumentos comerciales a principios de
1960”. La técnica de absorcidn atdmica es capaz de determinar y demostrar cuantitativamente la
mayoria de los elementos del sistema periodico. EI método consiste en la medicion de las especies
atdmicas por su absorcion a una longitud de onda particular, lo cual permite su identificacion por
medio de un detector especializado (Pérez-Lopez et al., 2014). La espectrofotometria de absorcion
atdmica es una técnica capaz de detectar y determinar cuantitativamente elementos quimicos,
particularmente elementos metalicos. En esta técnica la muestra es aspirada y los compuestos
disueltos en ella son llevados a su forma atomica elemental mediante calentamiento por una llama
generada por una mezcla de gases combustibles (las mezclas mas empleadas son: aire-acetileno y
oxido nitroso-acetileno (Skoog et al., 2001). Los atomos en forma de nube gaseosa son irradiados
por un haz de luz de una longitud de onda especifica para cada elemento; esto se logra mediante el

uso de ldamparas de catodo hueco. Los atomos absorben una fraccion de la radiacion proveniente
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de la lampara y la fraccion restante es captada por un detector y un dispositivo transductor, que la
convierten en una sefal eléctrica, que posteriormente es registrada (Gomis Yagues et al., 2008).
Aplicaciones de espectroscopia de absorcion atomica

La espectroscopia de absorcion atomica se ha usado para analizar trazas de muestras geologicas,
bioldgicas, metallrgicas, vitreas, cementos, aceites para maquinaria, sedimentos marinos,
farmacéuticas y atmosfericas. Las muestras liquidas generalmente presentan pocos problemas de
pretratamiento; entonces todas las muestras sélidas son primero disueltas. Las muestras gaseosas
son casi siempre pretratadas extrayendo el analito por burbujeo del gas en una solucion y
analizando entonces esa solucion, o absorbiendo los analitos en una superficie sélida y poniéndolo
entonces en solucion por lixiviacién con los reactivos apropiados. EI muestreo directo de sélidos
puede efectuarse con un horno electrotérmico (Martinez Guijarro et al., 2020).

Horno de grafito

En este sistema, la atomizacion tiene lugar en un tubo cilindrico de grafito abierto en ambos
extremos y que tiene un orificio central para la introduccion de la muestra mediante un inyector
automatico. Este tubo intercambiable se ajusta perfectamente a un par de contactos eléctricos que
se ubican en los dos extremos del mismo. Estos contactos se mantienen dentro de un modulo
refrigerado por agua. Dos corrientes de gas inerte circulan por este mddulo: una corriente externa
que evita la entrada de aire exterior y permite que dentro del tubo se alcance la atomizacion de la
muestra y una corriente interna que fluye por entre los dos extremos del tubo y sale por el orificio
central del compartimiento de muestra. Existen dos tipos de hornos de grafito: con plataforma
incorporada y sin plataforma. En el analisis en Horno de Grafito, la muestra dispensada en el
interior del tubo de grafito, es sometida a un programa de incremento de temperatura, hasta
conseguir la atomizacion de la muestra (Litter et al., 2009). Normalmente el ciclo de temperaturas

se realiza en cinco etapas, las cuales se muestran en el Cuadro 2.
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Vapor frio

Entre los métodos mas utilizados se encuentra la generacion de vapor frio y deteccién por
espectroscopia de absorcion atomica, ya que, permite la determinacién de mercurio sin necesidad
de emplear la llama u otro sistema de atomizacion, con una sensibilidad superior a la obtenida por
el método convencional en solucién acuosa sin separacion del vapor (Murillo et al., 2013). Esta
técnica permite la determinacion directa con la Unica condicion de que el mercurio contenido en
las muestras liquidas, normalmente en forma idnica como Hg?*, sea reducido al estado metalico
HgP. Posteriormente, el vapor formado se arrastra por un gas inerte hacia una celda de cuarzo en la
que se produce el proceso de la absorcién atdmica. Las muestras sélidas se digieren antes para
transformar todas las especies de Hg (inorganicas y organicas) a Hg?*, ya que esta es la Unica
especie capaz de generar el vapor de mercurio atomico (Chaves et al., 2016).
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Cuadro 1. Contenido de metales pesados en mieles de diferentes paises.

Pais As

Cd

Hg

Pb

Método de analisis

Referencia

China 13.44 + 1.33 pg/kg

1.34+0.11 pg/kg

1.65 + 0.14 pg/kg

33.98 + 2.88 pg/kg

Espectrometria de absorcion
atémica de horno de grafito
(GFAAS) y espectrometria de
fluorescencia atémica de
doble canal.

Ruetal., 2013

India ND

0.32 £ 0.80 mg/kg

ND

3.7 £0.019 mg/kg

Espectrometria de absorcion

Singh et al., 2014

atémica (AAS).
Espectrometria de absorcion .
Iran 0.11 £ 0.04 mg/kg ND ND 0.08 £ 0.04 mg/kg atomica (AAS). Mahmoudi et al., 2018
. Espectrometria de absorcion
Eslovaquia 0.0948 mg/kg 0.0747 mg/kg 0.1252 mg/kg 0.0862 mg/kg atomica (AAS). Lazor et al., 2020

Espectrometria de absorcion
atémica de horno de grafito

Italia ND 0.0153 £ 0.004 mg/kg ND 0.1709 £ 0.078 mg/kg (GFAAS). Naccari et al., 2014
Espectrometria de absorcion
Egipto ND 0.14 + 0.04 mg/kg ND 0.35+0.05 mg/kg  atomica por llama (FAAS). Al Naggar et al., 2013
- Espectrometria de absorcion .
Libia ND 0.005 mg/kg ND 0.06 mg/kg atomica (AAS). Ahmida et al., 2012
Espectrometria de
Brasil 1.70 £ 0.01 pg/kg 0.13 + 0.06 pg/kg ND ND masas con plasma acoplado Batista et al., 2012
inductivamente (ICP-MS).
Espectrometria de emision
Arabia atémica con plasma de
: ND 0.03 mg/kg ND 0.37 mg/kg acoplamiento inductivo (ICP- Arida et al., 2012
Saudita
AES).
Espectrometria de emision Optica
Espafia ND 0.003 + 0.004 mg/kg ND 0.04 +£0.03 mg/kg  con plasma acoplado Diaz et al., 2018

inductivamente (ICP-OES).

ND= No detectado
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Cuadro 2. Etapas en el programa de temperaturas en EAA Horno de Grafito.

Etapas Observaciones
Muestra dispensada en tubo de grafito se seca a baja temperatura
Secado
(100-120 °C) para evitar salpicaduras.
En esta etapa se volatilizan los componentes organicos e inorganicos de la
Pirolisis muestra, dejando el elemento de interés en una matriz menos compleja. La
temperatura no debe superar el valor en la cual se producen perdidas del analito
El proposito de esta etapa es producir vapor atdmico del analito y permitir la
Atomizacién absorcion de energia. La temperatura de esta etapa esta en funcion del
elemento que se esté analizando.
En esta etapa el tubo de grafito se calienta a temperaturas muy elevadas para
Limpieza

eliminar residuos de muestra.

Enfriamiento

En esta etapa se deja el tubo de grafito a temperatura ambiente y preparado

para la siguiente muestra.
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CAPITULO I. CONFIRMACION DE UN METODO ANALITICO PARA LA
DETERMINACION DE As, Cd, Hg Y Pb EN MUESTRAS DE MIELES PRODUCIDAS

EN EL ESTADO DE TABASCO.

CONFIRMATION OF AN ANALYTICAL METHOD FOR THE DETERMINATION OF
As, Cd, Hg AND Pb IN SAMPLES OF HONEY PRODUCED IN THE STATE OF

TABASCO.

!Almeida-Cérdova JI,’Reyes-Rosas JL,*Sauri-Duch E,*Sol-Sanchez A,'Zaldivar-Cruz JM.
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2Federal Quimica S.A DE C.V. Ciudad de México, México.
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Resumen
Objetivo: Realizar una confirmacion analitica para la determinaciéon de Arsénico (A), Cadmio
(Cd), Mercurio (Hg) y Plomo (Pb) en muestras de mieles producidas en el Estado de Tabasco por

medio de la técnica de espectrometria de absorcion atdmica por horno de grafito y vapor frio.

Materiales y métodos: Para la determinacion de As, Cd, Hg y Pb, se emplearon estandares para
cada analito de la firma (Karal, México) con una concentracion de 1000 mg/L, acido nitrico
(HNO:s) al 2% grado suprapuro, agua desionizada para realizar las curvas de calibracion de cada
analito, a su vez modificadores de matriz Pd (NOs3)2 y Mg (NOz)2 , para las lecturas de Hg se
emplearon reactivos como el KMnOgs al 5%, de igual manera un agente reductor que fue SnClay
un oxidante HCI al 3% todos de la firma (Perkin Elmer, USA), en materiales se utilizaron matraces
aforados 100 mL, vasos precipitados de 100 mL todo el material utilizado fue de clase A,
micropipetas de 50 pL, 100 puL y de 1000 pL, para la pesada de los reactivos se empled una balanza
micro analitica, las lecturas de las curvas de calibracién se realizaron en un espectrémetro de
absorcién atomica (AAnalyst 200 Perkin Elmer, USA) acoplado a una camara de horno de grafito
(HGA 900 Perkin Elmer, USA) para los elementos As, Cd y Pb, por su parte las lecturas de las
curvas de calibracién de Hg se hicieron en un espectrofotometro de absorcion atémica de vapor

frio (FIMS 400 Perkin Elmer, USA).

Resultados y discusion: La confirmacion de los pardmetros obtenidos indican que el método
propuesto presenta una linealidad, precision y exactitud satisfactoria. Los resultados de los
controles de calidad demostraron que el procedimiento descrito es confiable para el analisis de

rutinas de mieles del Estado de Tabasco.

Palabras claves: miel, absorcién atbmica, confirmacion.
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Abstract
Objective: To carry out an analytical confirmation for the determination of Arsenic (A), Cadmium
(Cd), Mercury (Hg) and Lead (Pb) in honey samples produced in the State of Tabasco by means of

the atomic absorption spectrometry technique by graphite oven and cold steam.

Materials and methods: For the determination of As, Cd, Hg and Pb, the parameters were used
for each analysis of the firm (Karal, Mexico) with a concentration of 1000 mg / L, nitric acid
(HNOg) at 2% grade suprapuro, deionized water to perform the calibration curves of each analyte,
in turn matrix modifiers Pd (NOz). and Mg (NO3)2, for the Hg readings, reagents such as 5%
KMnO4 were used, in the same way a reducing agent that was SnCl, and a 3% oxidizing agent HCI
all from the firm (Perkin Elmer, USA), materials used 100 mL graduated flasks, 100 mL beakers
all the material used was class A, 50 pL, 100 pL and 1000 puL micropipettes, a micro analytical
balance was used to weigh the reagents, the readings of the calibration curves are made on an
atomic absorption spectrometer (AAnalyst 200 Perkin Elmer, USA. ) Attached to a graphite
furnace chamber (HGA 900 Perkin Elmer, USA) for items As, Cd and Pb, for their part, the
readings of the Hg calibration curves were made in a cold vapor atomic absorption

spectrophotometer (FIMS 400 Perkin Elmer, USA).

Results and discussion: The confirmation of the parameters obtained indicates that the proposed
method has satisfactory linearity, precision and accuracy. The results of the quality controls showed

that the described procedure is reliable for the analysis of honey routines in the State of Tabasco.

Key words: honey, atomic absorption, confirmation.
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1.1 Introduccion

La miel es el producto natural producido por las abejas Apis mellifera principalmente a traveés del
néctar de las flores. Las abejas absorben este néctar y lo transforman, combinandolo con otras
sustancias, acumulandolo en los panales. La miel estd compuesta principalmente por una mezcla
compleja de carbohidratos, entre los cuales la fructosa y la glucosa representan el 85-95% del total
de azlcares (Solayman et al., 2015), pero también se compone de minerales, el elemento quimico
maés abundante en la miel es K, seguido de otros minerales como P, Mg, Na, Fe y oligoelementos
como Mn, Cr, Se, Co, Zn, Cu, Ni, etc. La mayoria de los oligoelementos se consideran esenciales
para diversas formas de vida que tienen una serie de funciones importantes en los procesos
bioquimicos, como componentes de compuestos bioactivos, mientras que en concentraciones mas
altas pueden volverse toxicos (Mracevi¢ et al., 2020) como puede ser los metales pesados As, Pb,
Cd y Hg no son parte de la familia de oligoelementos que en pequefias cantidades son esencial para
la salud humana, (Lazor et al., 2020). Comprender cémo la contaminacion ambiental con metales
pesados afecta a una especie de polinizador, la abeja melifera europea (A. mellifera L.), es motivo
de especial preocupacion, ya que son importantes para la polinizacién de aproximadamente el 70%
de los cultivos alimentarios (Burden et al., 2019), la acumulacion de metales en el suelo y las
plantas, debido a la contaminacion ambiental u otras fuentes antropogénicas de metales, tiene una
gran influencia en la composicion mineral de la miel (Tutun et al., 2019). La ingesta de alimentos
que contienen metales pesados, son de las causas mas sobresalientes de contaminacién, los efectos
toxicos dependen del tipo de metal, de la concentracion y en algunos casos de la edad de la
poblacion expuesta, tienen la caracteristica que son persistentes, es decir, no pueden ser creados o
degradados, ni mediante procesos biologicos niantropogénicamente (Reyes et al., 2016). Para la
deteccion y el andlisis cuantitativo de estos metales se cuenta con diversas técnicas analiticas entre

las cuales destaca la espectrometria de absorcion atomica, la cual es una técnica extremadamente
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sensible, y especifica debido a que las lineas de absorcion atdmica son considerablemente estrechas
(de 0,002 a 0,005 nm) y las energias de transicion electronica son unicas para cada elemento
(Gallegos et al., 2012), debido a que el As, Cd y Pb se encuentran en bajas concentraciones, la
técnica analitica recomendada para cuantificarlos es la de absorcion atdbmica con horno de grafito,
técnica que posee ventajas como: gran especificidad, amplio campo de aplicacion, excelente
sensibilidad a pequefias concentraciones, rapidez en la determinacion y gran selectividad (Acosta
et al., 2013), mientras que para Hg el método mas utilizado es el de vapor frio, esta técnica permite
la determinacion directa con la Unica condicion de que el mercurio contenido en las muestras
liquidas, normalmente en forma i6nica como Hg?*, sea reducido al estado metalico Hg® (Chaves et
al., 2016). La confirmacion de un método analitico es hoy en dia un parametro importante para los
laboratorios para emitir resultados confiables por eso la confirmacion de los métodos analiticos es
uno de los elementos béasicos en los sistemas de calidad, la cual trata de disminuir o controlar los
factores que llevan a la imprecision o inexactitud de un dato obtenido, a través de la realizacién de
un trabajo analitico dentro de unos parametros definidos generando una mayor fiabilidad y
aceptacion de los datos, al estar en proporcion con la calidad del proceso de obtencion de los
mismos (Cafiez et al.,2015), los parametros de confirmacion utilizados son los recomendados por
la Entidad Mexicana de Acreditacion como son: la precision, exactitud, linealidad, limite de
deteccidn y de cuantificacion (Aragon et al., 2011). El objetivo de esta investigacion es emplear
una metodologia analitica confiable para la determinacion de As, Cd, Hg y Pb en muestras de miel
producidas en el Estado de Tabasco por medio de la técnica de espectrometria de absorcion

atémica.
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1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Determinacion de metales pesados

Para la determinacion de As, Cd, Hg y Pb mediante espectrometria de absorcion atomica por horno
de grafito y vapor frio en el caso de Hg, se emplearon estandares para cada analito de la firma
(Karal, México) con una concentracion de 1000 mg/L, de los cuales se tomaron alicuotas de 100
pL con el uso de una micropipeta de la firma (TOPSCIEN, Canadd), para cada elemento se
utilizaron puntas estériles para evitar contaminacion de las muestras, se vertieron cada una de las
alicuotas tomadas en matraces aforados de 100 mL clase A, se mezclaron con agua desionizada y
2 mL de &cido nitrico (HNOs3) al 2% grado suprapuro, siendo estas las soluciones intermedias de
1.0 mg/L . Entanto para As, Cd y Pb se prepar6 un modificador de matriz para evitar interferencias
a la hora de realizar el analisis, el cual consistio en agregar una alicuota de 100 uL de Pd (NOs): el
cual se mezcl6 con 150 uL de Mg (NOsz)2 en un matraz aforado de 100 mL, los cuales se diluyeron
con agua desionizada por su parte para Hg se prepararon reactivos como el KMnOsal 5%, de igual
manera un agente reductor que fue SnCl2y un oxidante HCI al 3% todos de la firma (Perkin Elmer,
USA), para su posterior analisis en un espectrofotometro de absorcion atémica de vapor frio
modelo FIMS 400 de la firma (Perkin Elmer, USA). Para la confirmacion de la metodologia
analitica se procedié a la evaluacion de los siguientes parametros: exactitud, sesgo, precision,
linealidad, limite de deteccidn y limite de cuantificacion, de acuerdo a lo que establece el Centro

Nacional de Metrologia y la Entidad Mexicana de Acreditacion (Céfiez et al., 2015).
1.2.2 Parametros de calidad

1.2.2.1 Linealidad

Se prepararon tres curvas de calibracion para As, Cd y Pb de las siguientes concentraciones: 0.0,

2.0, 4.0, 6.0, 8.0 y 10.0 pg/L, mientras para Hg fue en un intervalo de: 0.0, 0.5, 0.75, 1.0, 2.0, 5.0
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y 10.0 pg/L. Las soluciones para la lectura de la curva se prepararon con el estandar
correspondiente del metal As, Cd, Hg y Pb estandares de 1000 mg/L (Karal, México) aforandose
a 100 mL con agua destilada. Después se realizé un promedio de los datos analizados en el equipo
de absorcion atomica y asi se determino también su coeficiente de correlacion. Se evaluaron tres

curvas de calibracidn en tres dias diferentes para cada metal.

1.2.2.2 Limite de deteccién y cuantificacion

La determinacion del limite de deteccién (LD) y de cuantificacion (LC) se llevé de acuerdo bajo
los criterios de validacion interna y confirmacion de métodos fisicoquimicos (CCAYAC-CR-03/1),
a los cuales se les realizaron 10 réplicas del blanco de cada analito en este caso para As, Cd, Hg y
Pb, para su posterior analisis en el equipo de absorcion atémica modelo AAnalyst200
(PerkinElmer, USA) acoplado a un horno de grafito modelo HG900 (PerkinElmer, USA) y vapor
frio modelo FIMS400 (PerkinElmer, USA) para asi aplicar la ecuacion uno y dos para la obtencion
de los resultados.

LD =yg + 338 (Ec.1)
Donde:

ye = concentracion del analito que proporciona una sefial igual a la sefial del blanco.

3sg = tres veces la desviacion estandar del blanco.

LC =yg + 10ss (Ec.2)
Donde:

yB = concentracion del analito que proporciona una sefial igual a la sefial del blanco.

10sg = diez veces la desviacién estandar del blanco.
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1.2.2.3 Recuperacion y sesgo

Se utilizaron estandares de trabajo preparados a partir de una disolucién intermedia de 10.0 pg/L
para los analitos As, Cd, Hg y Pb, el célculo del porcentaje de recuperacion se obtiene con la

ecuacion nimero tres.

%Recuperacion= (Xm) / (1) x 100 (Ec.3)
Xm= Es el valor medio hallado.

K = Valor aceptado como verdadero.

En la confirmacion del método empleado el porcentaje de recuperacidn aceptable esta entre 60 y
120% de acuerdo a los criterios de validacion interna y confirmacion de métodos fisicoquimicos

(CCAYAC-CR-03/1).

El sesgo mide el error sistematico o determinado de un método analitico, en contraste con el error
aleatorio. Puede existir uno o0 mas componentes del error sistematico que contribuyen al sesgo. Una
diferencia sistematica mayor con respecto al valor de referencia aceptado se refleja por un valor de

sesgo mas grande. El sesgo se define mediante la ecuacion nimero cuatro.

Sesgo = X— (Ec.4)
Donde:

X = es el promedio de la concentracion experimental.

U = es la concentracion tedrica o verdadera.

1.2.2.4 Repetibilidad y reproducibilidad
Para medir la repetibilidad para cada elemento se utilizo el punto medio de la curva de calibracion
de As, Cd y Pb el cual fue de 6.0 pg/L, mientras que para Hg fue de 2.0 pug/L. Se prepararon diez

soluciones el punto intermedio de cada analito en matraces aforados de 100 mL clase A,
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enrazandose con agua desionizada y 2 mL de acido nitrico (HNO3) al 2% grado suprapuro, para su
posterior analisis (CCAYAC-CR-03/1). Todo esto fue realizado el mismo dia por un analista, en
el caso que nada mas sea un analista, el criterio de aceptacion para una buena repetibilidad es un

coeficiente de variacion menor al 5%, que se obtiene con la siguiente ecuacion:

c

% CV= ; x 100 (Ec.5)
Donde:

¢ = desviacion estandar.

X = media calculada del grupo muestral.

En el caso de la reproducibilidad se sigui6 el mismo procedimiento que la repetibilidad, pero a
diferencia de ésta, se hicieron dos andlisis en dias distintos con las mismas condiciones (CCAYAC-
CR-03/1), su criterio de aceptacién se hizo mediante la prueba de analisis de varianza de un solo
factor, para ver que no hubiera diferencias significativas.

1.3 Resultados

1.3.1 Linealidad

Las regresiones de las curvas de calibracion obtenidas muestran que los resultados experimentales
se ajustan a un modelo lineal y describe la relacidn estadisticamente significativa que existe entre
absorbancia y concentracion en el rango que va de 2.0 a 10.0 pg/L para los elementos As, Cd y Pb
(Fg.1 ,2 y 4); de igual forma para el Hg en valores de 0.5 a 10.0 pg/L (Fig.3) para un nivel de

confianza del 95%. Los coeficientes de correlacién se muestran en el Cuadro 1.
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1.3.2 Limite de deteccion y cuantificacion

Los resultados obtenidos para los limites de deteccion y cuantificacion de acuerdo al procedimiento
recomendado, los criterios de validacion interna y confirmacion de metodos fisicoquimicos
(CCAYAC-CR-03/1), los cuales se calcularon de acuerdo a las ecuaciones uno y dos, los resultados

se muestran en el Cuadro 1, incluyendo las medias y desviaciones estandar.

1.3.3 Recuperacion y sesgo

Los resultados obtenidos para el porcentaje de recuperacion y sesgo se aprecian en el Cuadro 2, los
cuales se calcularon a partir de la ecuacion tres y cuatro. Para establecer el criterio de aceptabilidad
de recuperacion y sesgo (CCAYAC-CR-03/1), los porcentajes de recuperacion se encontraron
entre los pardmetros 60-120 % de cada analito, de acuerdo al criterio de aceptacion cumple para
los elementos As, Cd, Hg y Pb, mientras para el sesgo se utilizé el estadistico t de student como
criterio de aceptacion con nueve grados de libertad y una t de student experimental de 2.26 con un
nivel de confiabilidad del 95% , en este caso los datos obtenidos no mostraron error sistematico de

los cuatro elementos, los resultados se presentan en el cuadro 2.

1.3.4 Repetibilidad y reproducibilidad

Los resultados obtenidos para la repetibilidad y reproducibilidad (Cuadro 3) se calcularon
obteniendo el coeficiente de variacion (CV) de cada metal, mediante la ecuacién nimero cinco.
Los valores obtenidos cumplen con el nivel de aceptacion, ya que estan por debajo del 5%. Para el
caso de la reproducibilidad, se aplicd un analisis de varianza de un solo factor para cada elemento,
los cuales no presentaron diferencias significativas p > 0.05, esto quiere decir que el analisis cumple

con estos dos parametros.
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1.4 Discusion

En México de acuerdo a la Cofepris en su procedimiento para validacion interna y confirmacion
de métodos fisicoquimicos (CCAYAC-CR-03/1), considera la prueba de cuantificacion de analitos
a nivel trazas para metales pesados, en la categoria dos en los que se deben aplicar a los pardmetros
de confirmacién, con respecto a la miel es la Unica matriz que se encuentra en los dos grupos en
los de origen vegetal y origen animal considerandola una matriz compleja, pero no existe en
México alguna norma que regule los valores de limite de deteccion, limite de cuantificacion,
linealidad, rango de trabajo, precision y exactitud para metales pesados (As, Cd, Hg y Pb) en mieles
por técnicas analiticas como la espectrometria de absorcion atdmica de alli la importancia de este

estudio.

Los limites de deteccion y cuantificacion son comparables a los del Diario oficial de la Comunidad
Europea (CE) en su reglamento namero 333/2007, donde establece los métodos de muestreo y de
analisis para el control oficial de los niveles de determinados contaminantes en los productos
alimenticios, en el caso del limite de deteccion para los analitos As, Cd, Hg y Pb tienen que ser tres
decimos del limite de cuantificacion, para el limite de cuantificacion se establecen valores para As
inorgéanico, Cd y Hg que deben ser < 0.100 mg/kg, en el caso del Pb su nivel maximo es de < 0.01
mg/kg. En relacion a otras investigaciones en un estudio reciente sobre calidad en mieles en el
Noreste de Brasil (Silveira-Janior et al., 2020) obtuvo limites de deteccion con valores para As, Hg
de (0.660 mg/kg, 0.660 mg/kg) utilizando la técnica generador de hidruros la cuales mostraron
menores concentraciones que por las técnicas de vapor frio en el caso de Hg y horno de grafito
para As realizadas en la presente investigacion, con respecto al limite de deteccion para Cd (0.1000
pg/L) fue superior al reportado por Sireli et al., (2015) en marcas de miel de Turquia donde obtuvé

un limite de deteccién para Cd (0.03 pg/kg). De igual forma de Oliveira et al., (2017) reportaron

36



limites de deteccion inferiores para Cd con un valor de (0.033 pg/L), al contrario, para Pb fueron
menores que los reportados por Oroian et al., (2016), donde report6 limites de deteccion para Pb
(1.598 ug/L) mientras que Adugna et al., (2020) report6 valores de 0.03 mg/L. En relacion con los
porcentajes de recuperacion, éstos estuvieron dentro de los criterios de aceptacion del
procedimiento de COFEPRIS (CCAYAC-CR-03/1). En el caso de As, se obtuvo un porcentaje de
recuperacion de 102.46%, mayor al obtenido por Oroian et al., (2015) que fue del 98% para As en
mieles colectadas del Noreste de Rumania. Asimismo, para Cd, se hallé un valor de 99.67%, menor
con respecto al que obtuvieron Nawrocka et al., (2016) que fue de 117.4%. Mientras tanto, para
Hg se consiguié un valor de 101.60% de recuperacion, mayor al reportado por Bilandzi¢ et al.,
(2012) que fue de 99.2%, para diferentes tipos de miles croatas. Por lo que se refiere a Pb, se
determind un porcentaje de recuperacion del 102.21% superior al obtenido por Naccari et al.,

(2014) para mieles de Sicilia, Italia, que fue de 98.7%.
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Cuadro 1. Parametros de linealidad, limite de deteccion y cuantificacion (ug/L).

Parametros

As

Cd

Hg

Pb

Rango lineal
Coeficiente de correlacion (R?)

2.0-10.0 (pg/L)
0.9960

2.0-10.0 (pg/L)
0.9969

0.5-10.0 (pg/L)
0.9969

2.0-10.0 (g/L)
0.9972

LD (ug/L) 0.0402 0.1000 0.4292 0/.8835

LC (ug/L) 0.8105 0.8000 0.4892 1.0517

LD = limite de deteccion, LC= limite de cuantificacion.

Cuadro 2. Parametros de porcentaje de recuperacion y sesgo.

Parametros As Cd Hg Pb

% Recuperacién 102.46 99.67 101.60 102.21

% Sesgo 2.50 -1.50 1.24 1.16

t de student 1.83<2.26 (ns) 0.85<2.26 (ns) 0.90 < 2.26 (ns) 0.85 < 2.26 (ns)

ns = no significativo.

Cuadro 3. Parametros de repetibilidad y reproducibilidad.

As Hg Pb
Parametros Dia1l Dial Dia 2 Dial Dia 2 Dial Dia 2
X 5.8500 6.0500 6.0800 2.0905 1.9750 5.9300 5.8300
c 0.2593 0.2838 0.1751 0.0686 0.0872 0.2669 0.2497
CcVv 4.4320 4.6913 2.8802 3.2835 4.4159 4.5004 4.2824

X = media, o= desviacion estandar, CVV= coeficiente de variacion.
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Resumen
Objetivo: Determinar y cuantificar los niveles de metales pesados arsénico (As), cadmio (Cd),
mercurio (Hg) y plomo (Pb) en muestras de miel por espectrometro de absorcion atdbmica (AAS)

por horno de grafito y vapor frio.

Materiales y métodos: Se recogieron un total de 60 muestras de diferentes municipios del Estado
de Tabasco, México, de las cuales 30 fueron mieles de apiario y 30 de mieles envasadas. Los
reactivos utilizados fueron &cido nitrico (HNO3z) al 70%, acido clorhidrico (HCI) al 38%, cloruro
de estafio Il (SnCl), peroxido de hidrogeno (H202) al 30%, permanganato de potasio (KMnOs),
fueron de grado suprapuro (J.T. Baker, Espafia). Las soluciones intermedias que se utilizaron en la
preparacion de las curvas de calibracion se obtuvieron a partir de los estandares de As, Cd, Hg y
Pb de 1000 mg/L grado absorcion atomica (Karal, México): La preparacion de los modificadores
de matriz Pd(NOz)2 y Mg(NOs)2 (Perkin Elmer, USA) fue la siguiente: en un matraz aforado de
100 mL se diluyeron 150 pL de Mg(NQOz)2 y 100 pL de Pd(NOs)., a esta mezcla se le agregd 2 ml
de acido nitrico (HNOz ) al 0.2% grado suprapuro y se aford con agua desionizada. Para la
determinacion de estos metales trazas (As, Cd y Pb) se utilizd un espectrofotdmetro de absorcion
atomica (AAnalyst 200 Perkin EImer, USA) acoplado a una cdmara de horno de grafito (HGA 900
Perkin Elmer, USA), para las lecturas de Hg se emple6 un espectrofotémetro de absorcion atdmica

de vapor frio (FIMS 400 Perkin Elmer, USA).

Resultados y discusion: El analisis revel6 que las mieles envasadas tuvieron presencia de arsénico
(0.94 ng/kg), cadmio (0.88 pug/kg), mercurio (0.36 pg/kg) y Plomo (0.306 pg/kg) en las muestras
recolectadas. Se encontrd que la contaminacion por los cuatro analitos tanto en las mieles
envasadas y de apiario estan por debajo de los limites permisibles de acuerdo NOM-127-SSA1-

1994. La presencia de estos metales toxicos en la miel de abeja es una evidencia de agentes de
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micro polucion en el medio ambiente. Estos hallazgos nos ayudaron a concluir que el nivel
aceptable de metales pesados presentes en la miel del area de estudio no tiene un impacto negativo
en los organismos vivos. La miel producida en diferentes municipios del Estado de Tabasco no
carece por completo de metales pesados, pero estd en un nivel satisfactorio y de buena calidad para

el consumo humano.

Palabras claves: Metales pesados, absorcion atomica, miel.
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Abstract
Objective: To determine and quantify the levels of selected heavy metals such as arsenic (As),
cadmium (Cd), mercury (Hg) and lead (Pb) in honey samples by atomic absorption spectrometer

(AAS) by graphite furnace and cold steam.

Materials and methods: A total of 60 samples were collected from different municipalities in the
State of Tabasco, Mexico, of which 30 were apiary honeys and 30 were packaged honeys. The
reagents used were 70% nitric acid (HNO3z), 38% hydrochloric acid (HCI), tin Il chloride (SnCl.),
30% hydrogen peroxide (H202), potassium permanganate (KMnOs), were of grade suprapuro (JT
Baker, Spain). The intermediate solutions that were used in the preparation of the calibration curves
were obtained from the As, Cd, Hg and Pb standards of 1000 mg / L atomic absorption degree
(Karal, México): The preparation of the matrix modifiers Pd (NO3)2 and Mg (NOs)2 (Perkin Elmer,
USA) was as follows: 150 pL of Mg (NOs)2 and 100 pL of Pd (NOs). were diluted in a 100 mL
volumetric flask, at this 2 ml of 0.2% nitric acid suprapure grade (HNO3z) was added to the mixture
and it was diluted with deionized water. For the determination of these trace metals (As, Cd and
Pb) an atomic absorption spectrophotometer (AAnalyst 200 Perkin Elmer, USA) coupled to a
graphite furnace chamber (HGA 900 Perkin Elmer, USA) was used for the readings of Hg, a cold

vapor atomic absorption spectrophotometer (FIMS 400 Perkin Elmer, USA) was used.

Results and discussion: The analysis revealed that the packaged honeys had the presence of
arsenic (0.94 pg / kg), cadmium (0.88 ug / kg), mercury (0.36 ug / kg) and Lead (0.306 pg / kg) in
the collected samples. Contamination by the four analytes in both packaged and apiary honeys was
found to be below the permissible limits according to NOM-127-SSA1-1994. The presence of these
toxic metals in honey is evidence of micro-pollution agents in the environment. These findings

helped us to conclude that the acceptable level of heavy metals present in honey in the study area
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does not have a negative impact on living organisms. The honey produced in different
municipalities of the State of Tabasco is not completely lacking in heavy metals, but it is at a

satisfactory level and of good quality for human consumption.

Key words: Heavy metals, atomic absorption, honey.
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2.1 Introduccién

La miel es la sustancia natural dulce producida por la abeja Apis mallifera o por diferentes
subespecies, a partir del néctar de las flores y de otras secreciones extra florales que las abejas
liberan, transportan, transforman, combinan con otras sustancias, deshidratan, concentran y
almacenan en panales, (Ulloa et al.,2010). La miel es consumida por su dulzor, convirtiéndola en
un edulcorante natural, ademas ésta ha sido utilizada desde la antigliedad con fines medicinales
debido a su actividad antimicrobiana, (Pohl et al., 2009). Hoy en dia nos exponemos a diversas
sustancias quimicas originado de diversas actividades agricolas, la combustion de hidrocarburos o
la disposicion inadecuada de residuos domésticos (Amador et al., 2015). Originado de estas
actividades, se produce un tema de contaminacion ambiental que son los metales pesados los cuales
en México existen reportes de la presencia de metales pesados en rios, lagos, cultivos, suelos y aire
de zonas urbanas, asi como en ambientes costeros y marinos, donde se ha detectado la acumulacién
de metales toxicos en tejidos de peces y moluscos de consumo humano, (Covarrubias et al.,2017).
Estos se definen de acuerdo a la tabla periddica, como elementos quimicos con alta densidad
(mayor a 4 g/cm3), masa y peso atbmico por encima de 20, y son tdxicos en concentraciones bajas
(Londofio et al., 2016). Los metales pesados presentes en la atmdsfera pueden depositarse en los
cuerpos peludos de las abejas y pueden ser devueltos a la colmena con polen, o absorbidos junto
con el néctar de las flores, o con el agua (Singh et al., 2014). Estos metales producen acciones
negativas en los seres humanos que son ocasionadas al menos por dos vias, la primera que se
encuentran en el medio ambiente en el aire, suelos y aguas, la segunda por alterar la forma
bioquimica de los elementos. (Nava et al., 2011). Diversos autores han sefialado que las abejas y
sus productos pueden servir como indicadores de la contaminacién ambiental presente en su area

de vuelo (Bilandzi¢ et al., 2011; Diaz et al., 2018; Mahmoudi et al., 2015).El objetivo de esta
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investigacion fue determinar el contenido de metales pesados [1Arsénico (As), Cadmio (Cd),
Mercurio (Hg) y Plomo (Pb) presentes en las mieles obtenidas directamente de los apiarios y en
mieles envasadas, de los municipios de Centla, Comalcalco, Huimanguillo, H. Cardenas, Paraiso
y Tenosique, en el estado de Tabasco, mediante espectrometria de absorcion atomica por horno de
grafito para arsénico (As), cadmio (Cd), plomo (Pb) y mercurio (Hg) por la técnica de vapor frio.
2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Recoleccion de muestras

La siguiente investigacion se realiz6 con muestras de miel tomadas en los municipios de Centla,
Comalcalco, H. Cardenas, Huimanguillo, Paraiso y Tenosique pertenecientes al estado de Tabasco,
durante los meses de Abril-Julio del 2019. Se visitaron 30 apiarios registrados en el padrén del
SINIIGA, se obtuvieron un total de 60 muestras, divididas como sigue: 30 tomadas directamente
de los bastidores de las colmenas en los apiarios y 30 muestras de miel envasada por los productores
apicolas. Se colectaron 500 mg de miel por cada muestra y éstas fueron almacenadas en envases
de vidrio limpios, etiquetados y mantenidos a temperatura ambiente (25°C), en el Laboratorio de
Alimentos, del Campus Tabasco del Colegio de Postgraduados, hasta su analisis.

2.2.2 Preparacion de estandares

Los reactivos utilizados fueron &cido nitrico (HNO3) al 70%, &cido clorhidrico (HCI) al 38%,
cloruro de estafio 1l (SnCly), peroxido de hidrogeno (H202) al 30%, permanganato de potasio
(KMnQyg), fueron de grado suprapuro (J.T. Baker, Espafia). Las soluciones intermedias que se
utilizaron en la preparacion de las curvas de calibracion se obtuvieron a partir de los estandares de
As, Cd, Hg y Pb de 1000 mg/L grado absorcion atdmica (Karal, México): La preparacion de los
modificadores de matriz Pd(NOz)2 y Mg(NO3)2 (Perkin Elmer, USA) se realizdé en un matraz

aforado de 100 mL, se diluyeron 150 pL de Mg(NOs). y 100 pL de Pd(NOs)2, a esta mezcla se le
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agreg6 2 ml de acido nitrico (HNO3) al 0.2% grado suprapuro y se aforé con agua desionizada. En
todos los casos se enrasO con agua desionizada (AgualLab Cientifica, México, conductividad
eléctrica de 0.056 puS/cm). Todo el material utilizado fue de clase A, se sometio a un proceso de
limpieza, utilizando un detergente liquido biodegradable neutro concentrado con pH 7.0 (Hycel,
México); se enjuagd perfectamente con agua corriente, se sumergié el material en un recipiente de
plastico, el cual contenia una solucion de HNO3s grado suprapuro al 30 % durante 24 horas.
Posteriormente se lavo cuidadosamente con agua destilada y por ultimo con agua desionizada de

acuerdo con el procedimiento de la NOM-117-SSA1-1994.

2.2.3 Instrumentacioén

Para la determinacion de estos metales trazas (As, Cd y Pb) se utiliz6 un espectrometro de absorcion
atomica (AAnalyst 200 Perkin Elmer, USA) acoplado a una cAmara de horno de grafito (HGA 900
Perkin Elmer, USA), que ademas posee un sistema doble de correccion, Deuterio y Zeeman
longitudinal, como fuentes de radiacidén se emplearon lamparas de descarga sin electrodo (Perkin
Elmer, USA) para cada analito, como también auto muestreador y sistema de refrigeracion. Para
las lecturas de Hg se emple6 un Espectroscopio de absorcidn atomica de vapor frio (FIMS 400
Perkin Elmer, USA) el cual consta de una celda de cuarzo para la lectura de Hg, en este equipo el
gas de arrastre es el Argén grado absorcion atdmica (INFRA, México) consta de un auto
muestreador y de dos bombas peristalticas para la inyeccion del agente oxidante y reductor.

La digestion de las muestras se realiz6 en horno de microondas, modelo (Perkin Elmer Titan MPS,
USA). El pesado de muestras se efectud con la balanza micro analitica (Sartorius, México) con

precision de + 0.0001 g. Las condiciones instrumentales se describen en el Cuadro 1.
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2.2.4 Preparacion de las muestras

Se empled el método EPA 3015A para digestion &cida de muestras y soluciones acuosas, por horno
de microondas, el cual consistio en pesar 0.5 g de miel por cada muestra, en una balanza micro
analitica. Posteriormente, se le afiadio una mezcla de 2 mL de HNO3 sy al 3 % y 2 mL de H20- al
30%, cada muestra se virtio en diferentes vasos de digestion previamente lavados. La digestion de
todas las mieles se llevo a cabo siguiendo el programa: etapa 1 (tiempo: 5 min, potencia: 70 W),
etapa 2 (tiempo: 5 min, potencia: 80 W), etapa 3 (tiempo: 15 min, potencia: 90 W), y etapa 4
(tiempo: 10 min, potencia: 0 W) . Los extractos resultantes se disolvieron con agua desionizada y
se llevaron a un aforo de 100 mL para su posterior analisis por absorcién atdmica por horno de

grafito y absorcion atomica de vapor frio.

2.2.5 Determinacion de metales pesados

Para las curvas de calibracion de As, Cd y Pb se tomaron las concentraciones: 0, 2, 4, 6, 8y 10
pg/L de cada estandar (NOM-127-SSA1-1994). Se prepard una solucién madre de 1000 mg/L para
cada estandar, y se tomaron alicuotas de 100 pL, se llevaron a un aforo de 100 mL con agua
desionizada y &cido nitrico al 2% grado suprapuro siendo estas las soluciones intermedias con una
concentracion de 1.0 mg/L. De estas soluciones intermedias se tomaron 1000 pL para preparar una
solucion stock que es el punto mas alto de cada curva de calibracion, posteriormente las lecturas
se realizaron en un Espectrofotdmetro de absorcion atobmica (AAnalyst 200 Perkin Elmer) acoplado
a una camara de horno de grafito (HGA 900 Perkin Elmer, USA). Se emplearon tubos de grafito
con recubrimiento pirolitico con una plataforma. Para la curva de calibracion de Hg, se emplearon
las concentraciones de 0.5 pg/L, 0.75 pg/L, 1 pug/L, 2 pg/L, 5 pg/L y 10 pg/L (NOM-127-SSA1L-

1994). Se preparo una solucion madre de 1000 mg/L, se tomd una alicuota de 100 pL para hacer
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una solucion intermedia con concentracion de 1 mg/L, se afor6 a 100 mL, con agua desionizada
agregandole 2 mL de &cido nitrico (HNOs3 (sc)) al 3 %. Partiendo de esta solucion intermedia se
hicieron diluciones en la escala de, los cuales se llevaron a un aforo de 100 mL con agua
desionizada y 2 mL de &cido nitrico (HNOs3) al 3 % de grado suprapuro. A cada punto de la curva
se le agregd dos gotas de KMnOa al 5%, se prepararon un agente reductor (SnClz) y un oxidante
(HCI al 3%) y se analizaron en un Espectrofotometro de absorcién atdmica de vapor frio (FIMS
400 Perkin Elmer, USA).

2.3 Resultados

Los resultados obtenidos muestran que en las mieles del estado de Tabasco hay presencia de
algunos metales pesados los metales pesados que se estudiaron como Arsénico, Cadmio, Mercurio
y Plomo, tanto en las mieles colectadas directamente de los bastidores de las colmenas, como en
las mieles envasadas por los apicultores (Cuadros 2 y 3, respectivamente). Para el caso de mieles
colectadas directamente en los apiarios (Cuadro 2), el As, se encontrd en una muestra (M1) del
municipio de Centla, en las 5 muestras de Cardenas, en dos muestras (M3 y M5) del municipio de
Paraiso y en Tenosique en las muestras M2 y M3. La muestra M1 de Centla fue la que presento el
mayor valor (1.300 + 0.031 pg/kg), mientras que la M3 de Cérdenas present6 el menor valor (0.300
+ 0.050 pg/kg). Para el caso del Cd, solamente dos muestras pertenecientes al municipio de
Comalcalco (M4 y M5) presentaron concentraciones de este metal (M4: 0.300 + 0.100 pg/kg y
M5: 0.500 £ 0.120 pg/kg). EI Hg se encontro en 5 de los 6 municipios: Centla (M1); Comalcalco
(M1, M2, M3, M4, M5); Huimanguillo (M1 y M2); Paraiso (M3 y M4) y en Tenosique (M1, M2,
M3, M4, M5). La mayor concentracion de Hg se encontro en Tenosique (M2: 0.527 + 0.016 pg/kg)
y el menor valor en Centla (M1: 0.001 + 0.012 pg/kg). Por ultimo, el Pb no se encontr6 en los 6

municipios muestreados. Para el caso de las mieles envasadas (Cuadro 3), se encontro presencia de
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As en dos muestras del municipio de Centla (M3 y M4), en las cinco muestras de Cardenas, igual
en las cinco muestras de Huimanguillo; en dos muestras de Paraiso (M2 y M3) y en las cinco
muestras de Tenosique. La mayor concentracion de este metal se obtuvo en la M3 de Centla (1.400
+0.600 pg/kg), mientras que el menor valor se obtuvo en la M5 (0.200 £ 0.173 pg/kg) de Tenosique
(Cuadro 3). Solamente se hallé presencia de Cd en las cinco muestras del municipio de Comalcalco
(Cuadro 3); siendo el mayor valor para la M4 (1.200 £ 0.050 pg/kg) y la menor concentracion
(0.500 + 0.020 pg/kg) en la M1. ElI Hg se encontré las muestras de Centla, Comalcalco,
Huimanguillo, Paraiso y Tenosique (Cuadro 3). No se encontrd en las muestras de Cardenas. La
mayor concentracion de este metal se obtuvo en la M2 (0.637 = 0.009 pg/kg) del municipio de
Tenosique, mientras que la menor concentracién se encontré en las muestras M2, M3, M4 y M5
del municipio de Centla (0.070 = 0.001 ug/kg). Por ultimo, en el caso de Pb (Cuadro 3), se halld
en todas las muestras de Centla, en la M3 de Comalcalco, en las muestras M1, M2 y M3 de
Huimanguillo; en las muestras M1 y M6 de Paraiso y en la M1 de Tenosique. La mas alta
concentracion de este metal se obtuvo en la M1 (1.100 £ 0.120 pg/kg) de Huimanguillo, mientras
que la menor concentracion se encontrd en la M1 de Centla (0.13 3 + 0.058 pg/kg).

De acuerdo a los resultados obtenidos en los cuadros 2 y 3 en el caso de arsénico (As) tanto en las
mieles de apiario y como en las mieles envasadas no se encontraron diferencias significativas al
realizar el analisis de varianza (ANOVA) con un (p >0.05), y al comparar las concentraciones de
mieles de apiarios y mieles envasadas con un disefio de bloques al azar generalizado (DEBAG), en
el caso del arsénico (As) los resultados presentaron que no hubo diferencias significativas entre
tratamientos, blogues y no existio interaccion entre estos con un (p > 0.05), mientras tanto para
mercurio (Hg) de acuerdo al (cuadro 4) hubo diferencias significativas en tratamientos, bloques y
existio interaccion entre estos en los municipios de Centla, Comalcalco, Huimanguillo y Paraiso

(p < 0.05), el unico municipio que no existié interaccion entre tratamientos y bloque fue para
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Tenosique, siendo las mieles envasadas que presentaron mayor concentracion para este analito de
acuerdo al analisis estadistico. En tanto para plomo en las mieles envasadas sus concentraciones

no presentaron diferencias significativas con un (p > 0.05

2.4 Discusion

La presencia de As se determind en mieles colectadas directamente de los bastidores en los apiarios
de cuatro de los cinco municipios y en el 33% del total de las muestras de mieles. El valor promedio
de este elemento fue de 0.8 pg/kg, méas bajo que el reportado por otros estudios, como el de mieles
muestreadas en China, que estuvo alrededor de 13.44 pg/kg (Ru et al., 2013); en la region Este de
Croacia donde obtuvieron una concentracion promedio de 9.64 pg/kg en mieles multiflorales
(Bilandzi¢ et al., 2011); mieles de la regién de Suceava al Noreste de Rumania con una
concentracion de As alrededor de 5.10 pg/kg (Oroian et al., 2016), asi mismo en mieles
multiflorales de Serbia con una concentracion promedio de 3.0 pug/kg (Spiric et al., 2019). Por el
contrario, las mieles que reportaron mayor contenido de trazas de As fueron las mieles envasadas
del Estado de Tabasco con un promedio de 0.9 pg/kg mayor que las observadas en la region de
Doddaballapur en India que no reportaron presencia de este metal (Singh et al., 2014), como
también las mieles de Litchi chinensis en Tailandia con una concentracion de 0.54 pg/kg
(Wetwitayaklung et al., 2018), en el caso de Nairobi en Kenia encontraron concentraciones de 0.03
ug/kg (Mbiri et al.,2011), pero menores a los valores reportados por Ru et al. (2013) para mieles
chinas (13.44 ug/kg); a los de Bilandzi¢ et al. (2011) para mieles multiflorales de la region Este de
Croacia (9.64 pg/kg); a los de Oroian et al. (2016) en mieles de la region de Suceava al Noreste de
Rumania (5.10 pg/kg) y a los de Spiric et al. (2019) en mieles multiflorales de Serbia (3.0 pg/kg).
Con respecto al cadmio (Cd), un elemento indeseable, cuyas propiedades toxicas pueden causar

trastornos de salud, fue encontrado en el 7% de las muestras de mieles colectadas directamente de
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los apiarios, que correspondian a un solo municipio, con una concentracion promedio de 0.4 ug/kg;
y en el 17% de las mieles envasadas por los apicultores, localizadas en un solo municipio, con una
concentracion promedio de 0.88 pg/kg. Los valores de las concentraciones encontrados de este
metal, en las mieles de este estudio fueron menores a los encontrados por Bartha et al. (2020) en
mieles de la region de Copsa Mica, Rumania (2200.0 pg/kg); a los de Dzugan et al. (2017) en
mieles multiflorales de Podkarpacie, una region en el Sureste de Polonia (10 pg/kg) y a las
concentraciones encontradas por Sobhanardakani et al. (2016) en muestras de mieles provenientes
del Oeste de Iran (63.18 ug/kg).

Por otro lado, los valores encontrados en mieles tabasquefias fueron mayores a los hallados en
mieles turcas por Altunatmaz et al. (2018) con trazas de 0.038 pg/kg, y por Pehlivan et al. (2015)
en mieles de diferentes regiones de Turquia (0.2 pg/kg).

En cuanto al Hg, fue encontrado en 5 de los municipios muestreados, en el 50% del total de las
mieles provenientes de los apiarios (0.121 pg/kg) y en 40% de las mieles (0.209 pg/kg); valores
menores a los hallados en las investigaciones de Bilandzi¢ et al., (2011) para mieles de la region
Suroeste de Croacia (1.82 pg/kg); a los de Ernest et al. (2018) en mieles de la region de Nsukka,
Nigeria (46.0 pg/kg).

En tanto para el plomo (Pb), no se hallaron trazas de este analito en las mieles colectadas
directamente de los apiarios, mientras que, en las mieles envasadas, se hallaron concentraciones de
Pb en 5 municipios y en el 40% de las muestras, con un promedio de 0.4 pug/kg (Cuadro 3). Estos
valores son menores a los reportados por Borg et al. (2020), para mieles de la region de Mgarr,
Malta (69940.0 pg/kg); a los publicados por Malhat et al., (2018) para mieles egipcias (123.0
pg/kg); a los de Mwalea et al. (2017) para mieles de Lusaka, Zambia (10.0 pg/kg). Los resultados

para mieles colectadas directamente de los apiarios tabasquefios, son similares a los resultados de

56



de Aljedani et al., (2017) para mieles de la region de Asir, Arabia Saudita y a los de Nkansah et al.,
(2017) quienes no encontraron trazas de este mismo elemento en mieles comercializadas en los
mercados de la metrépoli de Kumasi, Ghana.

Los resultados obtenidos en las muestras de miel de apiario y miel envasada, se verificaron que no
los limites maximos permisibles de acuerdo con normas internacionales, empezando por el arsénico
(As) que reportd concentraciones por debajo de los limites maximos permisibles establecidos por
la USDA en su informe VM3070 el cual su maximo contenido recomendable de arsénico (As) en
mieles debe ser de 1000 pg/kg asi mismo para Cd donde las muestras de miel envasada (cuadro 2)
esta por debajo de este limite permisible que es de 1000 pg/kg, de igual manera para el plomo (Pb)
donde sus concentraciones estuvieron por debajo de la norma Colombiana “DE ABEJAS” (NTC
1273) que son de 100 pg/kg como limite permisible de igual forma la Comisidén Europea en su
Reglamento (CE) N° 1881/2006 tiene como limite permisible para plomo (Pb) 100 pg/kg, en el
caso de mercurio (Hg) la norma del Salvador (NOS 67.19.01:08); “Miel de abejas, especificaciones
(segunda actualizacion)”, establece limites maximos permisibles de 25 pg/kg para este analito,
por su parte el (CODEX-STAN 12-1981) sefiala que la miel estara exenta de metales pesados en
cantidades que puedan constituir un peligro para la salud humana, lo cual no indica un limite
maximo permisible para estos cuatro elementos. Los resultados del (cuadro 2) con presencia de
As, Cd y Hg en las mieles de apiarios se podria deber a la composicién de los suelos, los tipos de
flora'y su origen botanico que se dan en cada municipio, a la actividad industrial alrededor de estos,
el agua disponible que hay para las abejas, también a los materiales con los que se cosecha la miel.
Derivado de estas comparaciones se puede observar que seria interesante ampliar el estudio con
los factores que hay en un apiario como son el agua, el suelo, el aire y la miel para futuras
investigaciones y ver la relacion si es que existiera para determinar las concentraciones en estas

distintas matrices y ver de origen donde surge esta problematica ambiental.
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Figuras

Figura 1. Area de muestreo en los apiarios del estado de Tabasco.
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Cuadros

Cuadro 1. Condiciones instrumentales

Parametros As Cd Hg Pb
Longitud de onda (nm) 228.8 193.7 253.7 217
Intensidad de corriente (mA) 5.0 8.0 6.0 8.0
Ancho de rendija (hm) 0.5 1 0.5 0.5
Altura de Observacion (mm) 12 8 10 10
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Cuadro 2. Muestra los promedios y desviaciones estandar de mieles muestreadas en los apiarios (g/kg).

Elemento ml\lljegtia Centla Comalcalco H. Céardenas Huimanguillo Paraiso Tenosique
1 ND ND 0.800 = 0.070a ND ND ND
2 1.300 £ 0.031a ND 0.700 £ 0.040a ND ND 1.000 £ 0.050a
As 3 ND ND 0.300 £ 0.050a ND 0.700 £ 0.020a 0.600 £ 0.030a
4 ND ND 1.000 + 0.050a ND ND ND
5 ND ND 1.000 £ 0.010a ND 0.700 £ 0.010a ND
1 ND ND ND ND ND ND
2 ND ND ND ND ND ND
Cd 3 ND ND ND ND ND ND
4 ND 0.300 = 0.100 ND ND ND ND
5 ND 0.500 £ 0.120 ND ND ND ND
1 0.001 £ 0.012 0.065 + 0.022 ND 0.006 + 0.031 ND 0.216 £ 0.019
2 ND 0.168 + 0.004 ND 0.002 + 0.005 ND 0.527 £ 0.016
Hg* 3 ND 0.211 +0.004 ND ND 0.006 + 0.008 0.091 + 0.002
4 ND 0.103 £ 0.006 ND ND 0.003 £0.016 0.085 + 0.001
5 ND 0.235 £+ 0.007 ND ND 0.000 + 0.000 0.091 +£0.001
1 ND ND ND ND ND ND
2 ND ND ND ND ND ND
Pb 3 ND ND ND ND ND ND
4 ND ND ND ND ND ND
5 ND ND ND ND ND ND

La letra “a” representa que no existe diferencias significativas, prueba de medias LSD de Fisher (p < 0.05).
*indica diferencias significativas entre medianas para Hg (ANOVA) kruskal-Wallis.

ND. No detectado.
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Cuadro 3. Muestra los promedios y desviaciones estandar de mieles envasadas (ug/kg).

Elemento ml\lljegt?a Centla Comalcalco H. Céardenas Huimanguillo Paraiso Tenosique

1 ND ND 0.500 £ 0.017a  0.800 £ 0.013a ND 0.900 £ 0.300a
2 ND ND 0.800 +0.051a 1.300£0.017a 1.000 % 0.045a 1.600 £ 0.600a

As 3 1.400 £ 0.600a ND 0.800 £ 0.031a 0.700 £0.031a 0.600 + 0.025 1.233 £ 0.060a
4 1.000 £ 0.300a ND 1.200 £ 0.052a  0.900 + 0.011a ND 0.533 £ 0.120a
5 ND ND 1.100 £ 0.031a 1.000 + 0.042a ND 0.200 £ 0.173a
1 ND 0.500 + 0.020 ND ND ND ND
2 ND 0.800 £ 0.050 ND ND ND ND

Cd 3 ND 0.800 + 0.030 ND ND ND ND
4 ND 1.200 £ 0.050 ND ND ND ND
5 ND 1.100 £ 0.030 ND ND ND ND
1 0.109 £ 0.069 0.233 £0.231 ND 0.089 £0.005  0.093 £ 0.006 0.277 £ 0.003
2 0.070 £ 0.001 0.187 £ 0.012 ND 0.197 £0.014  0.082 +0.001 0.637 £ 0.009

Hg* 3 0.070 £ 0.001 0.250 + 0.027 ND 0.315+0.003  0.081 +0.002 0.092 £ 0.002
4 0.070 £ 0.001 0.533 £ 0.058 ND 0.391+0.026  0.097 £ 0.001 0.085 £ 0.001
5 0.070 £ 0.001 0.600 + 0.087 ND 0.425+0.007  0.093 £ 0.001 0.091 £ 0.001
1 0.133 £ 0.058a ND ND 1.100 £ 0.120a  0.200 £ 0.120a 0.500 £ 0.300a
2 0.300 £ 0.173a ND ND 0.400 = 0.100a ND ND

Pb 3 0.367 £0.058a  0.300 + 0.200a ND 0.200 £ 0.120a ND ND
4 0.400 = 0.100a ND ND ND ND ND
5 0.330 + 0.030a ND ND ND 0.600 + 0.100a ND

Las letras “a” representa que no existe diferencias significativas, prueba de medias LSD de Fisher (p <0.05).
*indica diferencia significativa entre medianas para Hg (ANOVA) kruskal-Wallis.

ND. No detectado.
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Cuadro 4. Comparacion de concentraciones en mieles de apiarios y mieles envasadas para los analitos As y Hg.

As Hg

Municipios Miel de apiario Miel envasada Miel de apiario Miel envasada
Centla 1.30a 1.20a 1X107"b 0.0030a
Comalcalco ND ND 0.0110 b 0.1000a
H. Cérdenas 0.76a 0.88a ND ND
Huimanguillo ND ND 2 X 10 0.0400a
Paraiso 0.70a 0.80a 3 X 10% 0.0040a
Tenosique 0.80a 0.88a 0.0100 a 0.0200a

Las letras a, b muestran diferencias significativas en la interaccion tratamiento por bloque, aplicando un disefio de bloques al azar
generalizado (DEBAG), utilizando la prueba de medias de Tukey (p < 0.05), ND= no detectado.
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CONCLUSIONES GENERALES

La presente investigacion describe un método de analisis cuantitativo analitico por medio de la
técnica de absorcion atomica por horno de grafito y vapor frio para la determinacion de metales
pesados (As, Cd, Hg y Pb), en mieles recolectadas en el Estado de Tabasco. La confirmacion de
los pardmetros obtenidos en el proceso indica que el método propuesto presenta una linealidad,
precision y exactitud satisfactoria. Los resultados de los controles de calidad demostraron que el
procedimiento descrito es confiable para el anélisis rutinario de mieles del Estado de Tabasco. Sé
corrobord que estan sobre los limites maximos permisibles que marca la NOM-127-SSA1-1994
para los elementos As, Cd, Hg y Pb en las 60 muestras de mieles analizadas. Al comparar las
concentraciones de las mieles provenientes de los apiarios y las mieles envasadas, para el arsénico
no presentaron diferencias significativas, en cambio, el Hg presenté mayor concentracién en las
mieles envasadas. Para el caso del Pb, las mieles envasadas presentaron trazas de este analito, esto
se podria deber al tipo de material y equipo con el que los apicultores manipulan la miel a su
almacenamiento en los cuartos de extraccion, ya que la mayoria de dichos equipos no se encuentran
en un estado 6ptimo , aunado que los productores desconocen el uso de las buenas préacticas de
manufactura de la miel, y sus procesos no estan estandarizados a normas nacionales como
internacionales como podria ser la implementacién del Anélisis de Riesgos y Puntos Criticos de
Control (HACCP), esto ayudaria a una mejora continua de sus procesos para tener un producto de
calidad e inocuo. Pero de acuerdo a los resultados obtenidos se demostr6 que las mieles producidas
en el Estado de Tabasco en apiarios y envasadas no superan los limites permisibles marcados por
la NOM-127-SAA1-1994, esto indica que las areas donde se cosecha la miel estan libres de estos

quimicos.
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