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RESUMEN

El sistema acuatico del sur de Tamaulipas esta expuesto a contaminantes tanto de la
corteza terrestre como de las actividades antropogénicas. Uno de los organismos de interés
econdmica en la zona es el ostion Crassostrea virginica, que es un molusco de alto grado
proteico y nutritivo, cuya demanda ha ido en aumento, pero su produccion se ha visto
afectada debido a la contaminacion de los ecosistemas acuaticos. Para evaluar un método
alternative en el anasis de la concentraciébn de metales pesados en organismos de C.
virginica, se utilizd la técnica de Espectroscopia de Plasma Inducida por Laser (LIBS),
empleando un laser monopulso Nd: YAG (1064 nm). Para identificar metales pesados en el
tejido de C. virginica, se realizaron dos muestreos del ostion en la desembocadura del rio
Tigre, en Aldama, Tamaulipas. El primer muestreo fue realizado en septiembre de 2017 y el
segundo en mayo de 2018; en cada muestreo se recolectaron 90 organismos. Los
parametros fisicoquimicos del agua se midieron en ambos muestreos, la temperatura y la
salinidad del agua fueron de 31.58 y 30.66°C, y 14.2 y 35.8, respectivamente. El indice de
condicion fisioldgica del ostion fue de 18 en septiembre y 24 en mayo. Para el analisis LIBS
del ostion se elaboraron pastillas con el tejido de estos. En los espectros adquiridos se
identificaron las lineas atomicas para el Fe, Mg, Al, Cu, Cr, C, Na, Ca, H y O. Finalmente,
se realizaron curvas de calibracion para diferentes lineas atomicas de Cu, con
concentraciones de 0, 2, 10, 20, 50 y 100 ppm. Se realizé una extrapolacion para determinar
la concentracion del Cu en el blanco, se obtuvo una concentracion de 62 pg/g y se corroboré

el resultado por la técnica de Espectroscopia de Absorcién Atomica.
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ABSTRACT

The lagoon system of the southern area of Tamaulipas is exposed to pollutants from both
the earth's crust and anthropogenic activities. One of the organisms that has been affected
is the oyster Crassostrea virginica, which is a mollusk of high protein and nutritive degree,
its demand has been increasing but its production has been affected due to the
contamination of aquatic ecosystems. To study the concentration of heavy metals in C.
virginica organisms, the Laser Induced Plasma Spectroscopy (LIBS) technigue was used.
In the analysis, a Nd: YAG monopulse laser (1064 nm) was used. To identify heavy metals
in the tissue of the C. virginica oyster, two samplings were realized at the mouth of the
Tigre River, in Aldama, Tamaulipas, the first sampling was made in September 2017 and
the second in May 2018, in each sampling 90 organisms were collected. Physicochemical
parameters of the water were registered for both samples. Water temperature was 31.58
and 30.66°C and water salinity was 14.2 and 35.8, respectively. The index of physiological
condition was 18.3 and 24, respectively. For the LIBS analysis, tablets were made with
the oyster tissue. In the spectrum, the atomic lines were identified for Fe, Mg, Al, Cu, Cr,
C, Na, Ca, H and O. Finally, Calibration curves were made for different atomic lines of Cu,
with concentrations of 0, 2, 10, 20, 50 and 100 ppm. An extrapolation was carried out to
determine the concentration of Cu in the sample, a concentration of 62 ug / g was obtained

and the result was corroborated by the Atomic Absorption Spectroscopy technique.
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Capitulo 1. INTRODUCCION

Los contaminantes quimicos influyen negativamente en los ecosistemas, cada vez es
mas comun encontrar enfermedades en el ser humano como transtornos digestivos e
intoxicaciones derivadas por consumir productos provenientes de ecosistemas
contaminados por metales pesados, particularmente los que se extraen de los
ecosistemas acuaticos [1]. Por lo anterior es indispensable evaluar de manera periddica
la concentracién de metales pesados en organismos acuaticos. Entre los organismos
mas vulnerables a la contaminacion acuatica se encuentran los moluscos [2],
principalmente el ostion, ya que es sedentario y al ser un organismo filtrador esta
expuesto a la bioacumulacion de metales pesados, los cuales sufren una

biomagnificacion afectando asi a sus consumidores.

De este modo un ecosistema acuatico se puede monitorear a través de la caracterizacion
de los moluscos, conociendo su estado fisiol6gico y las condiciones en las cuales se
desarrollan. Los ostiones son elementos claves por ser bioacumuladores [3] y por su
ubicacion en la cadena trofica, aunado a que el consumir ostiones proporciona una
fuente importante de nutrientes [4] y la recoleccion de ostiones es una actividad

productiva de gran relevancia en la regién del sur de Tamaulipas.

De acuerdo con el informe del Anuario Estadistico de Acuicultura y Pesca 2017,
SAGARPA[5], Meéxico ocupa el sexto lugar en produccion ostricola, la produccion
nacional fue de 53 mil 37 toneladas, entre los principales estados productores del pais
se encuentran Veracruz, Tabasco, Baja California, Nayarit y Tamaulipas como se
muestra en la Figura 1, concentrandose el 93% de la produccion nacional en el

Golfo de México, aportando Tamaulipas 3,990 toneladas.
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Figura 1. Principales estados productores de ostion.

Sin embargo, la produccion del ostion ha disminuido, en el 2012 Tamaulipas era el tercer
estado del pais con mayor produccidn ostricola, la produccién anual reportada era de
3,990 ton, ahora esta en la sexta posicion con un total de 2,528 toneladas [5]. Estos datos
reflejan las repercusiones de los cambios climéaticos en el ecosistema acuatico y la

importancia de su monitoreo [7].

Las técnicas espectroscopicas que se utilizan actualmente para determinar la
concentracion de metales pesados en el molusco bivalvo se realizan mediante un analisis
quimico en laboratorio y por tratarse de técnicas unielementales, cuando se trata de un

analisis multielemental aumenta considerablemente el tiempo y el costo.

Ante esta problematica surge la necesidad de una técnica de analisis multielemental, que
con una preparaciéon minima de la muestra permita un monitoreo continuo, como la técnica

de Espectroscopia de Plasma Inducido por Laser (LIBS).

La Espectroscopia de Plasma Inducido por Laser (LIBS por sus siglas en inglés) se ha
aplicado en la deteccion de metales pesados en distintas especies animales como el

cerdo [8], el pescado tilapia [9] y en otros tejidos bidlogicos [10].

El objetivo del presente trabajo de investigacion es la aplicacion de la técnica LIBS para la

identificacion de metales pesados en el tejido del ostion Crassostrea virginica, para lo cual
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se realizo la recoleccion de organismos en la desembocadura del Rio Tigre de Aldama,
Tamaulipas, en septiembre de 2017 y mayo del 2018, se hizo un andlisis elemental del
tejido de ostidén en una presentacién de pastilla de 1 g, aplicando un laser Nd: YAG de una

longitud de onda de 1064 nm. Se identificaron en el tejido del ostion las lineas de C, Mg (I
yi),Cr(lyll),Fe(lyll), Na(l),Ca(lyll), Al(lyl),Cu(lyll),H{),K 1)y O ().

La estructura de la tesis esta conformada como sigue: en el Capitulo dos se describe
el fundamento tedrico de la investigacién, abordando los siguientes temas: Ostiones,
Crassostrea virginica, Metales Pesados y Técnica LIBS. En el Capitulo tres se refiere a la
metodologia del presente estudio incluyendo la descripcion de la zona de estudio (Laguna
de San Andrés, en Tamaulipas). El Capitulo cuatro incluye resultados y discusién, y por

ultimo el Capitulo cinco especifica conclusiones y recomendaciones para trabajos futuros.

Maestria en Tecnologia Avanzada CICATA — IPN Unidad Altamira 3



1.1. Antecedentes

Existen en la literatura diversos trabajos sobre el analisis elemental por LIBS en distintas
muestras bioldgicas, como el de Johnson et al. (2013), ellos recolectaron organismos C.
Virginica en seis sitios muestrales de dos reservas estuarinas costeras: 4 sitios en Grand
Bay, Mississippi en marzo del 2011 y 2 sitios en Apalachicola Bay, Florida, en febrero del
mismo afo. Mediante el andlisis espectral LIBS, identificaron las lineas de Al, C, Ca, H,
K, Mg, Na, Si, Sr y Zn e hicieron agrupaciones intra e Inter sitio de los ostiones segun

su origen geografico[11].

En cuanto al método ellos proponen, recolectar cinco ostras de igual tamafio
(aproximadamente 6 por 4 cm) de cada sitio muestral. Las conchas se lavaron con agua
Milli-Q estéril. Se registrd el peso humedo del tejido del ostién y el peso de la concha.
Los tejidos se agruparon y se homogeneizaron con una mezcladora estéril Warring.
Los homogeneizados se liofilizaron y se registraron los pesos secos. Los tejidos se
trituraron finamente y se pasaron alicuotas de muestras a través de un tamiz de nylon de
malla 100. Se elaboraron pastillas sin ningun aditivo o agente aglutinante, mediante la
compresion de 0,5 g de tejidos tamizados en un molde de acero cilindrico bajo una
presion mecanica de 1,4 x 108 kg m durante 30 minutos. Las pastillas presentaron un

diametro de 13 mm y un espesor de 2 mm.

Se utilizo un laser Nd: YAG Q-switch (Quantel, Big Sky Brilliant, EE. UU.) de longitud de
onda de 532 nm. El espectro ilustrado se normaliz6 por la intensidad de pico de Na |
(588,99 nm). En la

Figura 2 se muestran las lineas espectrales de C, Mg, Al, Ca, H, Ky Na, siendo la linea

de Na la de mayor intensidad.
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Figura 2. Espectros LIBS de muestras de ostion de Florida. Adaptada de Johnson (2013).

En el estudio mencionado, se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA, por
sus siglas en inglés) como un primer paso en el analisis de factores para identificar los
componentes que pueden explicar las relaciones dentro de los datos. Una vez observado
el agrupamiento visual, se llevé a cabo un analisis discriminante (DFA, por sus siglas en
inglés) para maximizar las diferencias inherentes entre los conjuntos de muestras de
ostras definidas. Se hizo un analisis de agrupamiento jerarquico (HCA, por sus siglas en
inglés) para definir la cantidad de grupos y subgrupos correspondientes a regiones y sitios
empleando una matriz de 600 espectros que tenian 21 variables de las cuales se redujeron
a 3 grupos de componentes principales PC1, PC2 y PC3, con varianza de 58.01%, 22.3%
y 6.1%, respectivamente. En el andlisis discriminante se consideré la mitad del conjunto
de datos de la matriz (300 por 3 PC) en la elaboracion del modelo de clasificacion, éste a
su vez fue validado por los otros 300 espectros restantes. El 91.3% de los espectros
agrupados fue clasificado correctamente de acuerdo con su lugar de origen.

Otro trabajo fue el desarrollado por Wuang et al. (2016) [8], en el que contaminaron carne
fresca de cerdo con una solucién de Cromo (Cr) con diferentes concentraciones, después

de secar el tejido para eliminar el agua hicieron pastillas. Hicieron un andlisis LIBS e
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identificaron las lineas caracteristicas del Cr | 425.43, 427.48 y 428.97, definiendo como
linea de calibracion la linea del Cr | 425.43. Elaboraron un modelo para comparar la
intensidad de las lineas espectrales contra la concentracion de Cr, obtenida por
Espectroscopia de Absorcién Atébmica (AAS, por sus siglas en inglés). Las soluciones con
Cr se prepararon mezclando dicromato de potasio (K2Cr207) con una pureza = 99.8%, y
agua desionizada, a las siguientes concentraciones: 2,3,4,5,6,9,11,12,13,14,17 y 18 ug/L.
La carne fue molida y sumergida en la solucién durante 12 h, se tomaron muestras y se
enjuagaron tres veces con agua desionizada se secaron en un congelador al vacio hasta
gue el peso fue constante para evitar la influencia del contenido de agua, se pulverizaron
y tamizaron con una malla del nimero 150, se elaboraron pastillas tomando 3 g de
muestra a una presion de 25 MPa en una prensa hidraulica, obteniendo medidas de las
pastillas de 30 mm de diametro y 4 mm de espesor, se hicieron 3 muestras por cada
concentracion. Se empleo un laser Nd: YAG (1064 nm) (Beamtech Optronics) con un Q-
switch de energia maxima de 300 mJ (en varianza energia de ~ 3%), duracién de pulso
de 8 ns y un maximo la frecuencia de repeticion del pulso de 5 Hz, distancia focal de 10
cm en la superficie de la muestra de cerdo prensado, se obtuvieron 50 espectros para
cada muestra, y cada espectro era la acumulacién de dos puntos de pulso diferentes en
la superficie de la muestra. En Figura 3 se presenta un espectro de este estudio donde
se observan algunas de las lineas caracteristicas de los elementos presentes en la
muestra del cerdo, entre ellas las lineas del Mg I y II, Al l, Ca ll, el Cr |, asi como algunas
bandas de CN. Se realiz6 una curva de calibracion para el Cr considerando el promedio

de las lineas
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Figura 3. Espectros en el tejido del cerdo. Adaptada de Lin Huang. (2016)

También en 2016 se public6é un trabajo realizado por Sosa Saldafa et al. (2016), ellos
emplearon la técnica LIBS para monitorear la acumulacion de plomo y cobre en el pez
comestible "tilapia del Nilo" (Oreochromis niloticus). Las muestras se extrajeron del
musculo del pescado, con las siguientes medidas: 2 cm de ancho, 2.5 cm de largo y 0.5
cm de espesor; con un peso de 1.60 + 0.10 g. Se hicieron curvas de calibracién para el
Cobre (Cu) y Plomo (Pb) con diferentes concentraciones, 10000, 1000, 200, 100, 50 y 20
Hg/g. Se utilizo un laser de Nd: YAG, de una longitud de onda de 1064 nm, con Q-Switch
activo, monopulso, con una duracién del pulso de 7 — 10 ns. En la Figura 4 se observan
las lineas espectrales identificadas en el pescado, las de color negro son las lineas del
musculo de la tilapia contaminado con Cu y las lineas de tono gris son las lineas del
espectro de la muestra sin contaminar, se observa una mayor intensidad en el espectro
del tejido contaminado de las lineas Cu y las intensidades de las lineas del Ca

permanecen casi igual en ambas muestras, se obtuvieron limites de deteccion de 25

Hg/g para Pb y 100 pg/g para Cu [9].
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Con respecto a estudios realizados del ostién C. virginica de la laguna de San Andrés
ubicada en Aldama, Tamaulipas, Vazquez et al. en 1990 [12] analizaron mediante AAS
el contenido de siete metales pesados (Cadmio, Cobre, Hierro, Manganeso, Niquel, Plomo
y Zinc), en tejido de organismos C. virginica en la laguna de San Andrés en 11 estaciones
de muestreo como se ilustra en la Figura 5. El periodo de muestreo fue de agosto de
1984 a junio de 1985.

Recolectaron muestras durante diferentes condiciones climatolégicas: lluvia (ago - sep
84), norte (oct - dic 84), seco (abril 85), lluvia (abril - junio 85). Las muestras secas
de 1 gramo se almacenaron en bolsas de plastico, se congelaron a -20°C y fueron

liofilizados.

Enla Tabla 1 se muestra la concentracion de metales en el tejido del ostién de las cuatro

temporadas, se obtuvo un promedio para plomo de 4.85 ug/g, cadmio 2.76 ug/g y cobre

4.9 pal/g.

Maestria en Tecnologia Avanzada CICATA — IPN Unidad Altamira 8



22+37° 22*40' 2245’ 22°50'

il - 97°05
— AN — 2
—Tigre River
as . Boqui!lo 5
Oyilas  ~pica i £ Ejdo EI Moron
B B \\\\ Boquila [ : :
1\ \ sk 800 Moron

9760 PR e ] 07°30'

/ < 0 )
conal de Uva I —
Huesos Km
GULF OF MEXICO
Q74T 97°47"
22°37° 22°40 22045’ 22 50'

Figura 5. Ubicacién de estaciones de muestreo en la laguna de San Andrés, Aldama,

Tamaulipas.

Tabla 1. Concentracion de Plomo (Pb) y Cadmio (Cd) en Crassostrea Virginica durante

diferentes temporadas en la Laguna de San Andrés, Tamaulipas.

Concentracion de Plomo, Cadmio, Cu (ug/g)
Metal |Temporada | Minimo | M&ximo | Media

I 4.7 6.6 5.5

Il 5.3 7.6 6.2

Plomo i 3.3 4.4 3.8

v 3.3 4.8 3.9

I 1.5 4 2.2

Il 1.5 2.1 1.8

Cadmio i 15 7.5 25

v 1.5 4.5 2.3

| 0.98 4.55 2.9

I 4.66 18.6 8.0

Cobre
M 1.49 12.9 5.8
v 0.58 5.68 2.7

Temporadas: (1) lluvia agosto — septiembre 84, (I1) norte octubre - diciembre 84, (1) seco abril
85, (IV) lluvia abril - junio 85.
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Vazquez-Sauceda et al. en el afio 2000 recolectaron muestras mensuales de ostion C.
virginica mediante buceo libre, en la Figura 6 se muestra la ubicacion geografica de la
laguna de San Andrés y las cinco estaciones de muestreo, el cual se realizé de abril a
septiembre del afio 2000. Se recolectaron 10 organismos y 200 ml de agua de mar por
estacion. Los organismos fueron disectados para separar el tejido de la conchay se realizo
un analisis en el ostion por la técnica de absorcion atdmica bajo la Norma Oficial Mexicana
NMX-AA-051-SCFI-2016[13], el estudio demostré la presencia de Plomo y Cadmio en el
ostién[14]. El mayor contenido de plomo en el ostidn se report6 en las estaciones 1y 2,
las concentraciones reportadas fueron de 085 + 0.10 y 0.86 + 0.09 ug/g
respectivamente, siendo inferior a lo indicado por la Norma Oficial Mexicana NOM-242-
SSA1-2009[15], misma que especifica plomo 1.0 pg/g. En lo referente al cadmio, los
valores obtenidos en las 5 estaciones fueron superiores a 0.5 pg/g que es lo sefialado en
la Norma Mexicana ya citada, los valores registrados de cadmio por orden de estacion
fueron de 2.31, 2.25, 2.25, 2.21 y 2.33 ug/g. La estacion cinco registré los valores mas
altos, por su ubicacion en la desembocadura del rio Tigre y se consideré que la
concentracion del Cadmio es debido a la erosion y a los procesos biogeoquimicos. Con
respecto al cobre la mayor concentracion fue de 18.6 pg/g correspondiente a la

temporada Il

97023' 97986

Figura 6. Ubicacion geografica de la Laguna de San Andrés, Aldama, Tamaulipas y sus

estaciones de muestreo. Adaptada de (Vazquez, 2005)?!

Lvéazquez-Sauceda M. L., Aguirre-Guzman G., Sanchez-Martinez J. G., Pérez-Castafieda R. y Rabago-
Castro J. 2005. Contenido de cadmio y plomo en agua, ostion y sedimento de la Laguna de San Andrés,
Aldama, Tamaulipas, México. Ciencia y Mar. 9(27):3-9.
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Se han realizado trabajos enfocados al analisis de metales pesados en diversos sistemas

acuaticos del pais, reportando las cifras que se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Concentraciones de metales en diferentes lugares del pais

Referencia Localidad Pb Cu
(ne/e)  (ue/g)
Avila-Peréz et al. (1990) El Chijol, Veracruz 11 280
Botello et al. (1976) Laguna de Términos, Campeche 172
Sims y Presley (1976) Bahia San Antonio, EUA. 0.8 161
Goldberg etal. (1978) Costa del Atlantico, EUA. 0.5 220
Villanueva et al. (1988) Laguna del Ostién, México 38
Pdez et al. (1988) Mazatlan, Sinaloa 1.8 53.8
Rosas et al. (1983) Laguna del Carmen, Campeche 3.04

No existen estudios recientes sobre andlisis de metales pesados de la desembocadura
del Rio Tigre, esto puede ser debido a lo complejo de la técnica por ser unielemental, por
lo tanto, se requiere de una técnica alternativa que permita el analisis de diferentes

metales para conocer la situacion actual del ostion de la region.
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Analizar metales pesados en organismos Crassostrea virginica recolectados en la
desembocadura del Rio Tigre, Aldama, Tamaulipas mediante la técnica de Espectroscopia

de Plasma Inducido por Laser (LIBS).

1.2.2. Objetivos especificos

» Determinar los parametros fisicoquimicos (temperatura y salinidad) de la
desembocadura del rio Tigre y el estado fisiolégico del ostion Crassostrea virginica
en época de secay de lluvia.

» Determinar los elementos presentes en el ostion C. virginica de los dos muestreos
mediante la técnica LIBS.

» Cuantificar la concentracion de Cu presente en el tejido del ostion mediante LIBS y

comparar los andlisis con la técnica de Absorcion Atdmica.
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Capitulo 2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. Ostiones

Los bivalvos pertenecen al filo Mollusca, un grupo diverso que incluye especies como los
guitones, gasteropodos, colmillos de mar, cefalépodos (calamar y pulpo), almejas, ostras,

mejillones y vieiras. El filo tiene seis clases entre ellas los Lamelibranquios o Bivalvos.

El ostion se caracteriza por tener una concha producida por la misma ostra a través
de un 6rgano llamado manto, sus dos valvas son de forma irregular y asimétrica, son dos
superficies de estructuras calcareas que cubren totalmente el tejido del ostién, la valva
superior es mas pequefia y delgada que la valva inferior. La cara exterior es aspera y
la interior cuenta con una superficie lisa creada a base de carbonato de calcio llamada

“nacar” [16].

El proceso de formacién de la valva se inicia cuando la valva inferior se fija al sustrato, el
cual puede ser otra valva o rocas, existe un hueco entre valvas, en el cual se encuentra el
tejido del cuerpo del ostion. Las dos valvas se unen por el masculo abductor, el cual es
un ligamento que permite abrir y cerrar de forma rdpida generando una especie de
corriente a chorro [16].

El ostion es hermafrodita protandrico, madura primero como macho. Cuando hay
presencia abundante de alimentos, las hembras dominan la proporcion sexual lo contrario
a cuando hay éareas sin suficiente alimentacion. Cuando escasea el alimento las hembras

se transforman en machos [17].

Durante el ciclo reproductivo las larvas maduras se adhieren al sustrato mediante una
secrecidon de cemento de una glandula en el pie, llegando asi a su estado juvenil. La tasa

de crecimiento del ostion varia con una media entre 6 a 9 meses [16].

El organismo del ostion esta conformado por un aparato digestivo adaptado para filtrar
hasta 150 litros de agua por dia, misma que contiene protozoarios, huevecillos, larvas y

algas; el aparato respiratorio tiene finos apéndices (cilios cubiertos con mucus) de las
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branquias que fijan el oxigeno y desprenden el diéxido de carbono, el 6rgano ciliado
(velum) permite la captura de su alimento, después desarrolla una mancha ocular y
un pie larval mediante el cual se posiciona en sustratos para su asentamiento; cuenta
con un sistema nervioso y un corazon de un solo ventriculo; un sistema que permite que
circule el agua dentro de la concha compuesto de dos tubos denominados sifones. En la

Figura 7 se observan las partes internas del ostion.

Manto
Izquierdo

Palpos .
Labiales Branquias
Estomago

Musculo
Boea Aductor
s e Corazon

Figura 7. Partes del ostion.

Existen diversas especies del género Crassostrea de acuerdo al area, en las costas
atlanticas europeas y americanas, esta presente las especies Crassostrea Ungulata,
Crassostrea virginica, el "ostibn de manglar® o Crassostrea rhizophorae,
Crassostrea puelchana, Crassostrea spreta; mientras que, en las costas del Océano
Pacifico americano, se identifican Crassostrea columbiensis y Crassostrea equatorialis.
En Japodn, el "ostion japonés” Crassostrea gigas, y la Crassostrea laperousi. Y en el area
de Filipinas e Indochina, la especie presente es Crassostrea madresensis. [16]

2.1.1. Habitat

El ostion Crassostrea Virginica (Gmelin, 1791) habita tanto en el mar como en aquellas
zonas litorales donde se mezclan aguas saladas y dulces, ya sean esteros,
desembocaduras de rio o lagunas costeras. El ostidén pertenece al filo molusco, clase
Bivalva por estar compuesto de dos valvas con las cuales protege su tejido, su

clasificacion taxondmica completa se indica en la Tabla 3.
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Tabla 3. Clasificaciéon Taxondmica del ostion

Reino Animalia
Filo Molusco
Clase Bivalvo
Subclase Pteriomorphia
Orden Ostreoida
Familia Ostreidae
Género Crassostrea
Especie Virginica

2.1.1.1. Laguna de San Andrés

La Laguna San Andrés se encuentra ubicada entre las coordenadas 22°19' 49" a 23°
59' 23"N y 97°45'40" a 98°06'10"O; cuenta con una superficie de 732 kmz (8,300 ha).

Por la diversidad biologica que prevalece en la zona, la laguna representa una fuente de
produccién y alimentacion de diferentes especies de tortugas marinas, aves playeras,
canoras y de ornato, asi como especies piscicolas de peces. Alberga manglares,

y pastos marinos [6], como se puede observar en la Figura 8.
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Figura 8. Sitio de muestreo en la Laguna de San Andrés, Aldama, Tamaulipas

La vegetacion en los margenes de la laguna es de selva baja caducifolia con vegetacion
secundaria, vegetacion haldfila como el pastizal salino de zacahuite y manglares. El clima
es templado subhimedo, la precipitacion promedio anual registrada es de 635-791 mm;
evaporacion 1,475-1,876 mm anual. Hay presencia de huracanes en verano y nortes en
invierno. La temperatura media anual identificada es de 17-24 °C. Es una plataforma
estrecha en la cual hay presencia de minerales de montmorillonita y kalenita; existe marea

diurna y predomina un oleaje bajo. Existe aporte de agua dulce por rios [18].

La Biodiversidad estd compuesta de moluscos, crustaceos, peces, tortugas, aves, pastos
marinos (Ruppia maritima), manglares (mangle blanco Laguncularia racemosa y rojo
Rhizophora mangle). Alta integridad ecoldgica en praderas marinas, dunas y playas. Zona
de crecimiento y alimentacion de crustaceos (Callinectes rathbunae, C. sapidus,
Litopenaeus setiferus, Macrobrachium acanthurus) y de peces. La laguna esta
identificada como una zona de crecimiento de moluscos Crassostrea virginica e

Ischadium recurvum[6].

2.1.2. El ostién como alimento

Los ostiones han sido alimento para el hombre desde la época prehistérica, se han
encontrado restos de conchas en las cavernas del periodo Paleolitico. Son altamente
valorados por su efecto nutritivo, pueden servirse cocidos, guisados, ahumados, en

vinagre, enlatados, a la plancha, salteados, en su concha o crudos, como por ejemplo los
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ostiones frescos o en coctel. Sus partes principales identificables al comerlos son el manto,
musculo, la gonada y la grasa. De la gonada se extrae una pequefia bolsa o tira negra
gue bordea al muasculo, la cual es la grasa, con sabor a mantequilla. EI masculo tiene una
consistencia firme, el manto es crocante, sabe a alga. El sabor de la génada por su
parte permite diferenciar si se trata de un ostién hembra o macho, el sabor méas acido de
la hembra, y en el macho algo dulce. Al abrir la concha se debe tirar el agua que contiene
el ostion, ya que es agua de mar y la salinidad acumulada de aproximadamente seis

ostiones es alta para el organismo humano [17].

En México su recoleccion suele ser artesanal y para consumo doméstico, aunque
actualmente se han implantado diferentes técnicas de cultivo lo que ha permitido una
produccion que satisface una demanda mayor. Posee una alta fecundidad, se pueden

producir hasta 60 millones de huevecillos [19].

2.1.2.1. Valor nutritivo del ostién

El ostion contiene vitaminas A, B, C y D; acidos grasos omega - 3, compuestos
glicerofosféricos, cloruros, carbohidratos y proteinas, lo que produce una accién

estimulante al apetito.

El contenido de minerales refiere al zinc, hierro y cobre que contiene el tejido. La concha
del ostidon ha sido utilizada en la obtencion de glucosamina, un farmaco empleado en

problemas de articulaciones para personas de la tercera edad [4].

2.1.3. Produccion

El cultivo de moluscos bivalvos forma gran parte de la produccién acuicola mundial que
esta creciendo rapidamente, es aproximadamente el 20 por ciento anua, en el afio 2000

se produjeron 14 millones de toneladas.

Los mayores productores de ostion en el mundo son: Japon, Francia, Chile, Estados
Unidos, Espafia, Pert, México y Australia; ocupando México el sexto lugar mundial

en volumen de produccion[16].
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2.1.4. Captura del ostion

El ostion C. virginica es llamado ostion de fondo, ya que crece en el fondo de los estuarios.
Los pescadores utilizan embarcaciones menores que miden de 4 a 6 metros de eslora
con motor fuera de borda o remos, los ostiones se extraen a mano con guantes durante

la marea baja o mediante el buceo.

Otro método comunmente empleado es mediante las "gafas", que son dos rastrillos
de 2.5 a .5 metros de longitud, unidos formando una pinza; mismas que se introducen
abiertas en el agua donde hay bancos ostricolas; al ser cerradas, sujetan las "pifias" o
“‘manos” de ostiones, que son izadas por el pescador, para después "descornarlos”, es
decir, limpiar los ostiones de adherencias y crias; al final se colocan en costales llamados
"arpillas”, que pesan unos 40 kilogramos y contienen de 500 a 600 ostras, o sacan la

pulpa de su concha colocandolas en frascos para su refrigeracion o consumo[19].

2.2. Crassostrea virginica

2.2.1. Ciclo de vida del ostion

El ciclo del ostién inicia con la descarga de los gametos en la columna de agua, esto ocurre
en respuesta a diferentes estimulos, como lo son temperaturas mas calidas, feromonas y
la presencia de fitoplancton. Una vez fertilizados los huevos, éstos se desarrollan en
larvas trocéforas que se mantienen de reservas internas en el huevo como suministro

de energia.

Aproximadamente 24 horas después, la trocofora se convierte en una larva véliger con
concha, utiliza el ciliado (velum) para capturar alimento y nadar. Dos o tres semanas
después, la véliger desarrolla una mancha ocular y un pie larval, el que permite fijarse al
substrato. Ya asentada, cementa su valva izquierda al substrato y se transforma por
metamorfosis en una ostra juvenil, descartando su velum, reabsorbiendo su pie, y
agrandando sus agallas[16]. En |la Figura 9 se presenta un esquema del ciclo de vida de

los ostiones [20].
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Figura 9. Ciclo de vida del ostiéon, Adaptada de (Goldsborough. 2001)2

El desarrollo del ostion se ve afectado por la influencia de distintos factores, como son:
temperatura, salinidad, circulacion del agua, condicidbn del sustrato, alimentacion,
contaminacion por metales pesados, depredadores enfermedades o situaciones comunes

como el estrés fisioldgico o posreproductivo.

2.2.2. Depredadores

ALgunos depredadores del ostion son las estrellas de mar (Asteroidea), pulpos

(Octopoda), esponjas (Poriferos), planarias (Turbelarios), balanos (Balanus) y lagartos

(Hydrosaurus).

2 Goldsborough, W. y D. Meritt. 2001.0yster Gardenting for Restoration and Education. Maryland Sea Grant College
Program for the Oyster Alliance Publication Number UM-SG-SGEP-99-05 1-12 p.
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2.2.3. Estado fisioldgico

El ostion es una especie euriterma es decir que se puede desarrollar en sitios donde la
temperatura varia en un amplio intervalo, sin embargo el aumento en la temperatura
disminuye el oxigeno disuelto y aumenta la salinidad, dos parametros que podrian afectar
su metabolismo; al aumentar la temperatura el metabolismo suele ser mas activo
implicando un mayor movimiento ciliar, aumento en el ritmo respiratorio y cardiaco, asi
como una mayor cantidad de agua filtrada lo que trae consigo una mayor nutricion pero a
la vez una mayor adquisicion de contaminantes. El ostién Crassostrea virginica durante el
periodo de calor de abril a noviembre se reproduce en una temperatura promedio de 20

grados centigrados, con una salinidad de 10 a 32 [19].

Otro aspecto importante es la salinidad, Polanco et. al. en 2002 [7] reportaron que al
disminuir la salinidad se origina un retraso en el desarrollo sexual del ostién influyendo a

tal grado de no alcanzar una madurez, afectando el nimero de integrantes de la poblacion.

El analisis de la condicion fisiolégica del C. virginica se calcula mediante biometria
fisiologica (ICF) propuesta por Chavez-Villalba [21]. El ICF permite conocer el estado
fisiolégico del C. virginica evaluando su estado nutricional y su calidad comercial. Se

obtiene mediante la siguiente métrica:

ICF = Px1000

(1)

2

Donde P es el peso s

eco del tejido (g) y P2 es el peso seco de la concha (g).

2.2.3. Composicion quimica del ostion

El ostion tiene un 80 % de agua en su organismo, tal como se observa en la Tabla 4, la
cual muestra la composicion quimica del tejido del ostion, asi como la media y desviacion

estandar del porcentaje presente de proteinas y grasas[16][4].
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Tabla 4. Componentes quimicos del tejido del ostién

o Promedio y desviacion
Componente quimico i
estandar (%)
Humedad (H20) 80+3
Proteina (C, H, O, Ny S) 11+2
Grasa 2.7+0.8
Glucdgeno (Cz4 Haz O21) 2+1

El contenido elemental en los ostiones se muestra en la Tabla 5, entre los cuales se
encuentran el magnesio, fosforo, potasio, calcio y sodio, minerales que representa una

valiosa fuente nutritiva para quien los consume [16].

Tabla 5. Elementos principales presentes en el ostion

Minerales (mg/100 g)
Magnesio 38
Fosforo 129
Potasio 288
Calcio 25
Sodio 178

2.3. Contaminantes

Existen tres tipos de contaminantes, bioldgicos, fisicos y quimicos, los biolégicos son
restos organicos, bacterias, virus y protozoos, restos vegetales que provocan un mayor
crecimiento de las plantas acuéticas disminuyendo el oxigeno disuelto produciendo olores
desagradables; los fisicos como sedimentos con particulas arrastradas de suelos, tierras
de cultivo, minas, sustancias radiactivas, y quimicos como los residuos de fertilizantes,

residuos industriales, productos procedentes de la descomposicion de otros compuestos.
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Dentro de los contaminantes mas comunes se encuentran los microorganismos patdégenos,
deshechos inorganicos, nutrientes inorganicos como los fosfatos y nitratos que provocan
un crecimiento elevado de algas y otras especies implicando la eutrofizacion del agua;

materiales y sedimentos suspendidos.

Otro tipo de contaminantes quimicos son las sustancias radiactivas las cuales son
isotopos radioactivos solubles en agua y las sustancias quimicas inorganicas como las

sales, acidos y metales, sobretodo los metales pesados.

2.3.1. Metales pesados

Los metales pesados se encuentran presentes de forma natural en la corteza terrestre,
pero sus concentraciones en cuerpos acuaticos cada vez se han ido incrementando
debido a las actividades antropogénicas tanto del campo como del rapido crecimiento
urbano. Los metales pesados tienen una densidad mayor a 5 g/cm3y un peso atémico
comprendido entre 63.54 (Cu) y 200.59 (Hg).

Se pueden clasificar en dos categorias: metales de transicién (Co, Cu, Mn y Zn, esenciales
en bajas concentraciones, pero toxicos en concentraciones altas) y los metales y
metaloides (Pb, Cd, Hg, As, Se y Sn que son téxicos en bajas concentraciones)[22].

Se encuentran en la parte izquierda y central de la tabla periddica; ademas existen metales
alcalinos y alcalinotérreos de los grupos | y Il A, metales de transicion y los grupos Il y IV
A [23].

2.3.2. Metales pesados en ostiones

Al ser filtradores los ostiones estan expuestos a la acumulaciéon de contaminantes fisicos,
biolégicos o quimicos. Los primeros se refieren a objetos que no deben permanecer en la
especie de estudio, como pueden ser trozos de madera, vidrio, material organico o de
empaquetamiento; los contaminantes biolégicos incluyen organismos vivos o material
organico que puede ser una amenaza para la salud y con respecto a los contaminantes
guimicos, dentro de ésta ultima clasificacion se encuentran productos agroquimicos,

medicamentos y los metales pesados, mismos que prevalecen dentro del agua en tres
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formas: disueltos, en forma coloidal y en sedimentos, al estar en sedimentos o disueltos
es cuando se incorporan a los organismos como el fitoplancton y los moluscos. La
bioacumulacion se presenta cuando una concentracion de cierta sustancia es mas elevada

en el organismo que en su entorno [24].

En el caso de los metales, estos se biomagnifican es decir, que a la par de que va
creciendo la cadena tréfica, el nivel de acumulacion se iré transfiriendo al siguiente nivel
al ser ingerido un organismo pequefio por su depredador, como se observa en la Figura
10.

Bioacumulacion
e ey e
»a—

-\livel contaminacion

o S —
Biomagnificacion

Figura 10. Bioacumulacién y biomagnificacion

Algunas afectaciones en el ostion ocasionadas a metales pesados son que el Cr disminuye
la tasa de crecimiento, aun asi puede alcanzar un tamafio comercial, lo relevante es que,
al ir incorporando las concentraciones del metal al organismo, estas representan
cantidades peligrosas para el hombre. La toxicidad del Cd por el contrario impide al
organismo adaptarse y no le permite un desarrollo dimensional normal ya que produce
una resistencia metabdlica y acumula altas concentraciones del metal, asi como una

disminucion en la capacidad reproductiva [25][26].

En la Tabla 6 se especifican los limites maximos de metales pesados en los moluscos
bivalvos, de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-242-SSA1-2009 [15].
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Tabla 6. Limites maximos de metales pesados permitidos en moluscos bivalvos

Metal Limite maximo
permitido (pg/g)
Cadmio (Cd) 0.5
Plomo (Pb) 1.0
Mercurio (HQ) 1.0

La Food and Drugs Adminitration (FDA, 2003), estableci6 los niveles maximos de los
metales para el consumo de mariscos, siendo éstos de 4.0 ug/g para Cd, 13 ug/g para

Cry 1.7 pg/g para Pb.

2.3.3. Toxicologia de los metales en seres humanos

Los oligoelementos son elementos que requiere el organismo en concentraciones traza
para el desarrollo de las funciones biolégicas; estos son Fe, Cu, Mn, Zn, |, Co, Mb, Se,
Cr, Sn, Va, Si y Ni, los cuales aproximadamente conforman el 0.1 % de la masa
corporal. Existen otros que se requieren en concentraciones altas como los alcalinos
Na y K; y alcalinotérreos Ca y Mg [23]. Sin embargo una deficiencia o concentracion alta
de estos elementos asi como un tiempo largo de exposicion provoca dafios graves en

la salud, retraso mental o la muerte [27].

Existen diferentes factores que determinan el grado en que se ve afectada la salud por la

ingesta de metales pesados.

- Laforma en que se encuentra el metal
- Dosis
- Edad o estadio de la persona expuesta
- Tiempo de exposicién
- Via de exposicion
Mas del 25 % de la mortandad mundial esta vinculada a factores ambientales, 800,000

nifios se ven afectados cada afio por exposicién al plomo, también es el causante del 2

% de cardiopatias isquémicas y 3% de enfermedades cerebrovasculares, asf
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también en el 2015 se reporté que el plomo fue la causa del 12.4 % de la carga mundial
de discapacidad del desarrollo intelectual idiopatico[28].

El 9% de la carga de cancer de pulmén es por la funcién que se desempefa y el 5 %
derivado de la contaminaciéon del aire. En la Tabla 7 se citan varios acontecimientos

derivados de la contaminacién quimica.

Tabla 7. Situaciones de emergencia derivadas con productos quimicos

2006 | Desechos toxicos en Cote d’Ivoire 85000 consultas
8 muertes

2007 | Envenenamiento por bromuro de sodio | 467 personas envenenadas

Angola

2009 | Enyenenamiento por Pb por 1000 personas envenenadas
pilas recicladas, China. 18 nifios murieron

2012

Envenenamiento por Phb, Cd, As, en | Provincia Hualgayoc completa
Peru intoxicada

El consumo de ostiones contaminados con metales pesados repercute en alto grado en
la salud, ya que son sustancias incompatibles que no se eliminan y se acumulan en
diferentes érganos del cuerpo. Enla Figura 11 se especifican algunos de los efectos

de la toxicologia de los metales pesados en el cuerpo humano.

Cd, Hg:
Dafio hepdtico
Insuficiencia renal

Cu: .

Irritacion, vomitos,
tlceras y dafio hepatico

Pb:
Darios neuroldgicos
Osteoporosis

As Cr Ni:
Afectaciones al sistema
digestivo y respiratorio

Figura 11. Toxicologia de metales pesados.
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El estado de valencia en el que el metal se encuentra influye en la toxicidad, por ejemplo

el Cr VI es de mayor riesgo que el Cr Il [23].

Uno de los principales causantes de estos trastornos en la salud es el plomo, no existe un
nivel de acumulacion del plomo seguro, sin embargo, el exceso de plomo perjudica
gravemente al organismo ya que entra a los tejidos blandos, entre ellos 6rganos y cerebro.
El plomo es un metal abundante en la corteza terrestre, tiene tres is6topos (206, 207 y
208), siendo la forma mas comun el PbS, algunas fuentes emisoras antropogénicas
son la mineria, la fundicion, produccion, el reciclaje y la eliminaciéon de productos con
plomo. El Pb se deposita en los huesos reemplazando el calcio, debido a que los iones

Pb?*y el Ca?* que son similares, provocando osteoporosis.

La absorcion del plomo es mayor en los nifios (hasta cuatro o cinco veces mas que
en los adultos) y en las personas con deficiencia de calcio o hierro. El plomo depositado
en los huesos pasa al flujo sanguineo. También trae consigo efectos nocivos en el
coeficiente intelectual, anemia, alteraciones neuroldgicas y modificando concentraciones
de algunos neurotransmisores como la adrenalina y noradrenalina; asi también afecta la
sincronizacion de las conexiones intercelulares durante el crecimiento[29]. Es medido en
microgramos de plomo por decilitro de sangre (ug/dL), un nivel de plomo de 10 pg/dL
amerita atencion médica. El Pb puede permanecer en la sangre 25 dias en el adulto,
hasta 10 meses en un infante, 90 dias en el hueso trabecular y hasta 20 afios en el cortical
[30].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala que una vez dentro del cuerpo, el
plomo se distribuye hasta alcanzar el cerebro, el higado, los rifiones, depositandose
también en huesos y dientes. Los nifios necesitan calcio para que el cerebro haga las
conexiones para formarse adecuadamente, si en el proceso el plomo sustituye al calcio,
afecta el coeficiente intelectual (Cl). “Se calcula que, a nivel poblacional, la exposicion

al plomo influye en la pérdida de hasta cinco puntos de CI”.

El cromo (Cr 1ll) es cancerigeno por via gastrointestinal, causando cancer de pulmon,

perforacion del tabique nasal, asma y dermatitis por contacto. EI Cr no se acumula en el
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cuerpo y su vida media es de dias, aunque puede permanecer mas tiempo en el cabello

y las ufias [23], la concentracibn maxima permisible es de 5 ug/g.

Con respecto al cobre (Cu), es un elemento traza, es decir, que el cuerpo humano requiere
de su consumo para la ejecucion de sus funciones vitales, sin embargo, un exceso de
este trae consecuencias a la salud, entre las cuales estan el dafio al higado y rifiones,
ocasiona estrés oxidativo el cual destruye la mitocondria y la membrana celular. Entre sus
principales causas de acumulacién se encuentra el consumir alimentos con valores altos
de Cu, asi como el uso de plaguicidas. Algunos de sus sintomas son convulsiones, colapso
cardiovascular, cirrosis hepatica y trastornos del movimiento. Existen tratamientos
guelantes que solo requieren penicilamina y en algunos casos la hemodiélesis. El cadmio
es poco abundante en la corteza terrestre, es un subproducto de la industria del zinc, en
cuento a su origen antropogénico, el cadmio proviene de operaciones metallrgicas, de

combustion y produccion de hierro y acero, asi como de produccién de zinc, plomo y cobre.

El hombre esta expuesto al Cd principalmente por el humo del tabaco, agua
contaminada y alimentos diversos como vegetales, cereales y moluscos[31]. En un
estudio en Suecia se reportd que de los pacientes que estaban en didlisis existid una
mayor incidencia de personas que habian estado expuestas al Cd con respecto a

las que no lo habian estado [32].

El Cd se acumula en rifiones, higado, vesicula y otros 6rganos, dejando el cuerpo
vulnerable a edema pulmonar, cancer de pulmon, dolor de vientre, dafios a la estructura
0sea, etc., la vida media del Cd es similar a la del Pb de aproximadamente 20 afos. La

concentracién en un analisis de sangre como limite es de 5 pg/L.

El arsénico proviene de actividades de combustion y procesos de fundicion; tiene un limite
por norma establecido de 0.01 mg/L, la concentracion puede ser aguda (exposicion alta
en breve tiempo) o crénica (baja concentracion durante un tiempo largo), algunos de sus
efectos son problemas gastricos, nauseas, alteraciones en el comportamiento y en la

piel.

El mercurio es el Unico metal liquido, se encuentra en la naturaleza en tres formas como

Hg elemental o metalico en estado de valencia cero, compuestos inorganicos mercurosos
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con valencia 1+ y mercuricos con valencia 2+, y compuestos organicos. Entre los dafios
ala salud se le atribuyen depresion, irritabilidad, ansiedad, problemas en las articulaciones
y dafio renal entre otros, conforme se acumula mayor concentracién de mercurio en el
cuerpo las afectaciones se hacen cronicas, sus efectos son eretismo, temblor y
estomatitis. El eretismo mercurial tiene en su sintomatologia la irritabilidad, pérdida
de la memoria e hiperactividad, otras alteraciones son las gastrointestinales como
gastritis, nauseas, vomitos y dolor abdominal [23]. El limite semanal tolerable para una
persona en cuanto a la ingesta del mercurio es de 96 ug por semana. En el examen de

orina el limite maximo es de 50 mg/g.

La principal causa de emisiones de metales es la combustion de carbén en la industria
eléctrica, calefaccion, extraccion minera; al estar el mercurio en el medio ambiente algunas
bacterias lo transforman en metilmercurio, convirtiéndose en la principal via para la
ingesta de mercurio el consumir alimentos como el pescado y el marisco contaminado

con metilmercurio, el que es un compuesto organico alojado en organismos acuaticos.

Es importante sefalar que cualquier cantidad de Hg, Pb, y Cd en el organismo humano
siempre representa toxicidad, ya que no son necesarios para realizar alguna funcion
fisiol6gica del organismo. Un posible efecto a largo plazo por la acumulaciéon de
metales es la carcinogénesis, el Centro Internacional de investigaciones sobre el cancer
(IARC, por sus siglas en inglés) establecio en el grupo 1, referido como Cancerigeno para
humanos a varios metales pesados. Para determinar una exposicion a los metales se

emplean analisis de sangre y orina.

Derivado de la elevada concentracion de metales en el ambiente, la toxicologia de los
mismos y la escasez de medidas terapéuticas para disminuir sus efectos sistémicos
se requiere de técnicas que permitan un monitoreo de organismos con la finalidad llevar a
cabo acciones encaminadas a la disminucion de las concentraciones de estos elementos
[31]. La seleccion de la técnica para la deteccidon de metales depende de diferentes
factores como lo son el tiempo de analisis, el costo, la exactitud y sensibilidad

requerida.
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2.4. Técnicas Espectroscopicas

Son técnicas basadas en la emisién o absorcién de la radiacion electromagnética por parte
de la materia. Cada capa de electrones tiene un nivel de energia diferente, las mas
cercanas al nucleo son de menor energia. Un electron al absorber determinada energia
se transfiere a un nivel de mayor energia que corresponde exactamente a la energia
absorbida. Al desexcitarse el electrén regresa a un nivel menos energético, emitiendo un
fotdn con las mismas caracteristicas, siendo la configuracion mas estable la de menor
energia. Cada nivel tiene subcapas designadas con las letras s (sharp), p (principal), d
(difuso) y f (fundamental), cada una de ellas tiene forma diferente, la subcapa s tiene un
unico orbital esférico, las subcapas p tiene tres orbitales en forma de mancuerna, las
subcapas d y f tienen formas complejas, la subcapa d tiene cinco orbitales mientras que

la subcapa f tiene siete orbitales.

Los orbitales se llenan en orden creciente de energia, con dos electrones como maximo
por orbital de acuerdo con el principio de construccion de Aufbau, considerando que un
orbital es una funcion de probabilidad alrededor del nucleo, con respecto a lo anterior el
principio de incertidumbre de Heisenberg refiere que nunca se sabe con precision el lugar

en el cual se encuentra el electron.

2.4.1. Niveles de ionizacion
2.4.1.1. Energia de ionizacion

Es la energia requerida para arrancar un electron de la capa o nivel energético mas
externo de un atomo neutro y gaseoso, ya que esta débilmente retenido. La energia de
ionizacion depende de la estructura electronica del dltimo nivel del atomo, el radio y la
carga nuclear. La configuracion electrénica del elemento brinda informacion respecto a la
estabilidad del atomo.
La reaccion se expresa:

AR+ E; - A+ (®+ e 1)

Donde A(g) es un atomo en estado gaseoso, E; es la energia de ionizacion y e un electron.
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2.4.2. Espectroscopia de Absorcion Atomica

Consiste en transformar una muestra en estado vapor y medir la radiacion

electromagnética absorbida por los a&tomos.

Durante la absorcion atdbmica los &tomos de un elemento en estado fundamental absorben
energia radiante a una determinada longitud de onda. La cantidad absorbida aumenta de
acuerdo con la cantidad de &tomos del elemento analizado en el camino 6ptico. Se pueden
analizar hasta 70 elementos en cantidades tan pequefias como 101%g. La atomizacion

se obtiene mediante una flama.

Los elementos principales de un sistema de Absorcion Atémica son:

1. Una fuente de radiacion que emita la linea espectral del elemento de interés.

2. Un sistema de atomizacion, que suministre energia suficiente para la disociacion
del analito y la formacién de atomos libre

3. Un monocromador para aislar la linea espectral medida.
Un detector es un dispositivo que capta la sefial Optica proveniente del

monocromador, esta acoplado con un sistema de registro de los datos obtenidos.

En la Figura 12 se presenta el esquema de los principales componentes de un

espectrémetro de Absorcion Atémica.

(2)
(1) 3) (4)
Fu::te S ;l Monocromador _;.m.
radiacion
Flama de
Muestra

Figura 12. Principales componentes de un espectrémetro de Absorcion Atémica.
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La Absorcion Atomica se puede realizar en cuatro variantes segun los

requerimientos y tipos de muestra:

1. Aspiracion directa a la llama.

2. Dilucion con un segundo disolvente organico

3. Retro-extraccion.

4. Mineralizacién, cuando es necesaria la destruccion de la materia organica, se realiza
por calcinacion en seco, 0 por via humeda. La primera puede originar pérdidas por

volatilizacion, por lo que se opta por la digestion por via humeda [33].

Para el analisis por Absorcién Atomica de metales pesados en alimentos se debe cumplir
la Norma Oficial Mexicana NOM-242-SSA1-2009 [15] , misma que establece los
requisitos sanitarios para las areas de captura de moluscos bivalvos asi como las

especificaciones sanitarias que deben cumplir dichos productos y los métodos de prueba.

La metodologia abarca desde la preparacién de la muestra para lo cual se deben lavar los
moluscos bivalvos con agua potable retirando la arena y cualquier material extrafo.
Desconchar la carne con cuidado, sin lesionar el cuerpo del molusco. Colectar
aproximadamente 150 g de carne sobre un tamiz del numero 10 y dejar escurrir durante
5 minutos. Descartar las conchas, moler la carne en una mezcladora o licuadora hasta su

homogenizacion.

Para la digestion por via himeda en la determinaciéon de Cd, Cu, Fe, Pb y Zn, se
pesa 0.1 mg de la muestra. Se aflade 10 ml de &cido nitrico concentrado y se puede
dejar reposar toda la noche o iniciar directamente la digestiéon, calentar suavemente en un
matraz Kjeldhal, digerir la muestra 3 horas 0 mas hasta la aparicion del color traslucido,
enfriar, recuperar, filtrar y llevar a un volumen conocido en matraz volumétrico para
posteriormente correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de

digestion.
2.4.2.1. Espectro de Absorcion

Se presenta cuando un gas relativamente frio se coloca delante de una fuente luminosa,

los atomos del gas mas frio absorben los fotones, observandose mediante un
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espectrometro series de lineas oscuras correspondientes a la supresién de luz en

determinadas frecuencias.

2.4.3. Laser

En 1960 fue construido el primer laser por Theodore Maiman, empleando como medio

activo un cristal de rubi sintético.

En 1962 se llevo a cabo por Brench y Cross el primer plasma inducido por laser, mas tarde
en 1964 se empled el laser para analisis de superficies, siendo éste el origen de la técnica
de espectroscopia de plasma inducido por laser (LIBS). A partir de 1980 se han ido
desarrollando nuevas aplicaciones para la técnica LIBS, desde la determinacion
composicional hasta ablacion sobre diferentes tipos de muestra y en cualquier estado de

agregacion [34].

2.4.3.1. Tipos de laser y su radiacion

El laser de Neodimio utilizado estd compuesto por itrio y Aluminio, YAG por sus siglas en
inglés (Ytrium Aluminum Garnet). Una de sus ventajas es que se obtienen pulsos cortos
con alta potencia sin desgaste del medio activo, permite trabajar a altas frecuencias y

densidades de energia.
Existen otras variantes como lo son:

Nd: YAG (NIR), es de estado sdlido, el lente utilizado es dopado con un ion de neodimio.

Su radiacion es de 1,064 nandémetros.
Nd: YAG (GREEN), la radiacién es de 532 nanémetros.

Nd: YAG (UV) su radiacion es de 266 nanémetros.

2.4.3.2. Laser

Elldser emite luz monocromatica de baja divergencia, estd compuesto por un medio activo,
una cavidad resonante, dos espejos y una fuente de bombeo que puede ser una lampara

de xenon.
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El medio activo es una barra de cristal dopado, puede ser de Nd:YAG, tiene una cavidad
resonante, la cual esta formada por dos espejos, uno de ellos muy reflectante mientras
el otro lo es solo parcialmente, siendo este ultimo el espejo la salida del haz laser. En la

Figura 13 se ilustran los componentes basicos de un laser.

Bombeo
(LAmpara  Medio activo Espejo
Espejo de flash) (Bamra de rubi rosa) semireflectante

Cavidad resonante

Figura 13. Componentes de un laser3.

Al incidir una onda electromagnética con cierta frecuencia en la cavidad laser los fotones
son reflejados por sus dos espejos emitiendo otros fotones de iguales caracteristicas al
foton incidiente, esto es una emision inducida, en la cual los electrones son transferidos
de un nivel mas bajo de energia a uno més alto. Si esto ocurre al punto de que la poblacion
del nivel energético mas elevado es mayor que la poblacién del nivel base, se presenta el
fendmeno llamado inversion de poblacion y la luz laser es expulsada de la cavidad laser a

través del espejo que tiene una menor reflexion.

2.4.3.3. Régimen Q: switch

El Q: switch es un obturador Optico, que consiste en un cristal que se introduce en la
cavidad del laser entre el medio activo y el espejo que es totalmente reflejante cuya

3 https://clpu.es/divulgacion/bits/como-funciona-un-laser
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transmitancia cambia eléctricamente permitiendo el paso de la radiacion sin
perturbacion alguna o evitandola. Al activarse el Q: switch el cristal se vuelve transparente

permitiendo que los fotones lleguen al espejo reflejante e inicien su recorrido.

Un haz laser puede constar de unos cuantos nanosegundos, debido a que la inversion de
la poblacién tiene una corta duracion. Cuando el Q: switch se desactiva se evita un nuevo

pulso.

2.4.3.4. Espectros de emision

Un espectro es la emision de la radiacion de una particula, es la huella dactilar de un
elemento que identifica los &tomos presentes en la muestra. Los espectros de emision de
atomos en fase gaseosa producen lineas de emision dentro del espectro visible en

longitudes de onda determinadas.

La emision de la radiacion de un atomo energizado es debido al decaimiento de un electrén
de una 6rbita de mayor energia a una de menor energia, la radiacion se emite mediante
un cuanto de energia en forma de luz llamado fotdén, el cual se emitira con una
frecuencia unica proporcional a la diferencia de energia el electrén antes y después de

la transicion.

Los fotones son particulas de luz que poseen una energia E, definida por la
férmula de la energia del foton:

E=hv (2)
Donde v es la frecuencia de luz y h es la constante de Planck[27].

El estado excitado se representa por el nUmero cuantico principal inicial n; y el estado

final por el nUmero ny, el estado final puede ser otro estado excitado o el estado basal, el
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namero cuantico principal puede tomar valores de 1 al 7. La diferencia de energia entre

ambos estados o niveles esta dada por la ecuacion de Rydberg.

1
2
ng

AE = hv = R( ) paran; <mn; (3)

ol
Sl

f

Donde R es la constante de Rydberg igual a 1.09 x 10’ m™.

Mediante un espectrémetro, el foton emitido se vera como una sola linea brillante a una
cierta longitud de onda, al ser varios electrones que se transfieren a diferentes niveles de
excitacion cuando se desexcitan emiten fotones de diferentes longitudes de onda

agregandose mas lineas al espectrometro, formando un espectro atdmico.

Las intensidades en las bandas del espectro de una mezcla son proporcionales a las

concentraciones de los componentes individuales.

2.4.3.5. Espectro Continuo

Es el espectro emitido por sélidos, liquidos o gases densos a muy altas temperaturas, sus
electrones estan libres y no en érbitas, que al chocar emiten luz en cualquier frecuencia,

mezclandose todas las longitudes de onda entre si de forma continua.

2.4.4. Espectroscopia de Plasma Inducido por Laser (LIBS)

La Espectroscopia de Plasma Inducido por Laser (Laser Induced Breakdown
Spectroscopy, LIBS por sus siglas en inglés) es una técnica de espectroscopia de
emision atdmica que consiste en la generacion de un plasma mediante un pulso laser de
corta duracion y de alta energia, el cual se hace incidir sobre la superficie de una muestra
ablacionando una pequefia porcion de la misma, el material ablacionado se disocia
(breaks down) en iones y atomos excitados. Una vez enfriado el plasma lo suficiente como
para reducir el ruido luminoso de fondo se aprecia un espectro de emision, el cual esta
compuesto por las lineas de emision de las especies moleculares y atémicas de los

elementos presentes en la porcion ablacionada de la muestra [35], para una mejor
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percepcion de las lineas de emision es importante la eleccién de un correcto tiempo de

retardo entre la formacion del plasma y la adquisicion de la sefal.

Los elementos son inducidos a emitir luz al recibir energia por unatemperatura muy
elevada o una descarga eléctrica, dicha luz es Unica para cada atomo o i6n, esta

radiacion emitida es un espectro Unico para cada elemento [34].

Las ventajas de LIBS con respecto a otras técnicas de andlisis elemental es que requiere
una preparacion minima o nula de la muestra, la técnica puede analizar cualquier muestra
independientemente de su estado de agregacion, es decir que las muestras pueden estar
en estado liquido, sélido o gaseoso, convirtiéndola en una alternativa a los métodos que
implican un proceso quimico en la preparacion de las muestras. LIBS ha sido empleada
para determinar rapidamente composiciones elementales para diferentes tipos de muestra
[36].

Otro aspecto de igual relevancia es que LIBS es que se pueda obtener informacion del
espectro de la muestra in situ y en tiempo real, haciendo posible un analisis para trabajo

de campo aun en lugares de dificil acceso o alejados de un laboratorio quimico.

2.4.4.1 Plasma inducido por laser

El plasma es una mezcla local de electrones libres, iones y atomos, es un conjunto
eléctricamente neutro. Se le ha llamado al plasma el cuarto estado de la materia porque

equivale a un estado de mayor energia.

El primer paso para la formacion del plasma es la vaporizacion de la superficie de la
muestra 0 material a analizar, dicha vaporizacién es posible cuando la energia del laser
aplicada al blanco es mayor al valor umbral de fluencia, es decir mayor al calor latente de
vaporizacién, durante esta fase el calor provoca un movimiento de choque en los &tomos
desprendiendo a los electrones y dando lugar a la ionizacién de los atomos y la generacion
de electrones libres. La temperatura del plasma puede variar de 5000 a 20000 K.

Durante la evolucién del plasma, se presentan tres situaciones, al inicio existe una ruptura
de enlaces, luego se expande y por ultimo se enfria. Asi también se logra una ablacién
laser, esto es que se producen particulas, ya sea que provengan del blanco o de la

condensacion [36].
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Otro aspecto relevante en la formacion del plasma es la fluencia Laser, la cual es la
energia aplicada al material o muestra por unidad de area dada en jouls/area, de igual
forma se considera en un analisis por LIBS la densidad de potencia, que es inversamente

proporcional al tamafno del spot.
2.4.4.2. Interaccién con la materia

La interaccion de un electron en un medio es considerada como una colision y consiste en
una transferencia de energia a la materia. Esto ocurre por la radiacion ionizante sobre una
materia, la cual es una colision radiactiva, en ella el electrén incidente pasa cerca de los
electrones que estan en la corteza de los atomos de la materia, esto provoca una repulsion
entre las cargas del mismo signo, produciéndose un cambio en la direccion y una
disminucion en la velocidad y en consecuencia una pérdida de energia la cual se emite en
forma de radiacion electromagnetica la cual es llamada radiacion de frenado o

bremsstrahlug.

2.4.4.3. Tiempos de deteccion

En el proceso de interaccion laser-materia la densidad electronica y la temperatura del
plasma son elevadas, se presenta en el espectro una emisién continua, es decir una
luz intensa, por la recombinacion y el bremsstrahlung de las interacciones idn-electron, en
dicha emision continua las lineas espectrales de atomos e iones estdn superpuestas,

efecto que implica una dificultad en la deteccion de elementos presentes en la muestra.

De aqui la importancia de identificar el mejor tiempo de retardo y el periodo de tiempo que
la luz es detectada, es decir, la integracion de la sefial, esto con la finalidad de obtener

una mejora en la emision de la sefial laser respecto al fondo.

Generalmente estos tiempos se definen entre 1 y 3 usy entre 1y 10 s respectivamente.
El tiempo de integracion optimo varia con respecto a la matriz de la muestra, motivo

por el cual debe ser analizado para cada caso especifico [37].
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2.4.4.4. Instalacion LIBS

LIBS mediante un laser pulsado y un lente de enfoque genera un plasma de una pequeia
parte de la muestra permitiendo una caracterizacion multielemental de los componentes

en un mismo tiempo.

Un sistema LIBS consta de un sistema optico mediante el cual se enfoca la radiacion del
laser sobre una parte de la muestra, excitando los atomos para emitir luz, un sistema éptico
que colecta la radiacion emitida por el plasma sobre la rendija de entrada de un
espectrémetro, donde la luz es difractada y separada en las diferentes longitudes de onda
gue la componen, un detector que convierte los fotones emitidos en una sefial eléctrica y
un sistema de hardware y software que permite el analisis de la sefial [36].

Los componentes de un sistema LIBS se enlistan a continuacién:

Fuente de excitaciéon: Laser Nd: YAG (NIR) de estado soélido, dopado con un ion
de neodimio

Sistemas colectores:

e Sistema de lentes: la luz emitida por el plasma es guiada o focalizada por los

lentes.

e Fibra Optica: es el medio que colecta la sefial y la transmite hacia el
espectrometro, permite hacer un andlisis a distancias tanto cortas como largas,

en laboratorio y en campo.

- Espectrometro: es el sistema de deteccion del laser. Puede ser acoplado a un
dispositivo de carga lineal CCD por sus siglas en inglés (Charge Coupled Device),
o intensificada ICCD, que brinda una mayor resolucion y sensibilidad. Separa los
componentes de la luz del plasma.

- Generador de retardo es un dispositivo que controla el tiempo a partir del cual se
inicia la integracion de la sefial del plasma, disminuyendo la captura del fondo
electrénico producido al inicio de la formacion del plasma.

- Sistema de hardware y software Ocean View para el andlisis de datos.
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En la Figura 14 se muestra un esquema de los componentes principales de una
instalacion experimental LIBS.

s e 0 Espejo
Laser

Nd:YAG

Fotodetector

Lente de
- Dispositive
o de retardo
Muestra ——
. —
Platina de Espectrémetro Computadora

posicionamiento xy

Figura 14. Diagrama de instalacion experimental LIBS

2.4.4.5. Condiciones de trabajo a considerar en la aplicacion de la técnica LIBS

Propiedades del material (absorcion, rugosidad superficial, estabilidad mecanica).

Parametros del laser:

e Ancho de pulso (pueden ser nanosegundos o femtosegundos)
e Energia de pulso varia entre 50 y 500 mJ

¢ Distancia focal, es la distancia entre el punto de focalizacion y la superficie de la
muestra.

e Longitud de onda

e Densidad de energia o fluencia del laser: J/cm?
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E
6p =~ ()

Donde E es la energia del laser dada en J y A es el area del spot en cm?

e Densidad de potencia: W/cm? o fotones/cm?

__ Potencia del pulso

Sp = - (5)

Potencia del pulso = % (6)

Donde E es la energia y t es el tiempo

2.4.4.6 Consideraciones en analisis de muestras biolégicas

Se debe considerar las propiedades del material empleado como muestra, ya que los

materiales tienen diferentes propiedades de absorcion, rugosidad superficial, estabilidad
mecanica, etc.

Al tratarse de una muestra bioldgica, la muestra no presenta conductividad térmica, el calor
absorbido es conducido hacia afuera de forma menos rapida que una muestra con alta

conductividad, implicando esto una cantidad mayor de material vaporizado.
2.4.4.7. Ventajas y desventajas de la técnica LIBS

En la Tabla 8 se enlistan algunas de las ventajas y desventajas de la técnica LIBS[38]
como una técnica analitica.
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Tabla 8. Ventajas y desventajas de la aplicacion de la técnica LIBS

Ventajas

Desventajas

Contacto minimo con la muestra
Pueden ser superficies vy
muestras fragiles

Preparacion de la muestra nula o
minima.

Andlisis multielemental de forma
simultanea.

Equipo portatil.

Facil automatizacion.

Capacidad de analisis en

ambiente y temperatura.

Efectos de interferencia (efecto
matriz, mismo que se forma por
la alta densidad de material que
existe en el plasma)
Solapamiento

Autoabsorcion de las lineas de

emision.

2.4.4.8. Interferencias en LIBS

Se pueden presentar tres casos de interferencias en la aplicacion de la técnica LIBS, entre

ellos se encuentra: la autoabsorcion, el solapamiento espectral y el efecto matriz.

1) Autoabsorcion se presenta cuando una linea espectral de emisién de cierta especie

2)

en una determinada longitud de onda es absorbida por el plasma debido a que hay

un elemento en esa muestra que puede absorber esa longitud de onda.

El solapamiento espectral se da cuando diferentes especies en el plasma pueden
emitir en la misma longitud de onda o una muy proxima. En caso de que el
monocromador no tenga una alta resolucion no es posible separar la longitud de onda,

por lo que no sera posible distinguir si es el elemento A o B.
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3) El efecto matriz es el efecto de todos los componentes de la muestra distintos al
analito en la medida de una cantidad esta influenciado por el entorno que rodea a los

atomos en estado fundamental que se presende analizar.

2.5. Curvas de calibracion

Una curva de calibracion es la representacion grafica de una sefial que se mide en funcién

de la concentracion de un analito [39].

Mediante un modelo de minimos cuadrados se estiman los pardmetros para determinar la
linealidad de la curva, lo cual muestra la capacidad de un método analitico para obtener
resultados proporcionales a la concentracion de un elemento o compuesto en una
muestra, en intervalo determinado. Se realiza una comparacion de una propiedad del
analito con la del estandar de concentracion conocida del mismo analito, se llevan a

cabo determinados métodos de acuerdo con el analito que se desee analizar.

En el ajuste por minimos cuadrados la recta se define por una ordenada al origen (b) y
la pendiente (m), mediante la ecuacién de la recta:
y=mx +b (7)

Cada punto definido de la variable “x” por lo regular se refiere a la concentracion del

analito, y la variable “y” refiere la respuesta instrumental.

Se determinan los valores de la ordenada al origen, la pendiente y el coeficiente de
determinacion (R?), para analizar el ajuste de los puntos experimentales al modelo

matematico utilizado.

El método de los minimos cuadrados es el mas utilizado para determinar los parametros
de la curva de calibrado, el objetivo es que la suma de los cuadrados de las distancias
verticales entre cada punto experimental y la recta de calibrado sea minima o
tienda a cero[40].

Las expresiones matematicas empleadas para la determinacién de los parametros son:
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Pendiente:

nyxy-yxyy 8)

M S-S xyx)?

Donde x es la variable independiente, y es la variable dependiente, m es la pendiente

y n es el nimero total de puntos de los datos.
Intercepto (Ordenada al origen)
b=Yy—-mYx (9)

Donde m es la pendiente y b el punto de interseccion.

Coeficiente de determinacion

2 _ M xy)-E0Ey)?
R M x)-E0HNEyH-E»?) (10)

2.5. Método de adiciéon estandar

Consiste en afadir una cantidad conocida de analito a una muestra de la cual se
desconoce su concentracion [41], se adicionan diferentes volimenes de una disolucion

patron a varias alicuotas de la muestra que tengan igual tamafio [42].

Enla Figura 15 se observa una gréfica de calibracion para el método de adicién estandar.
La concentracion de la muestra incognita se calcula mediante la ecuacion de la recta o

por extrapolaciéon en la gréafica.
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Figura 15. Gréfica de calibracion por el método de adicién estandar 4

“D. Skoog, F. Holler, and T. Nieman, “Principios de analisis instrumental. Ed,” 2001.
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Capitulo 3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En la Figura 16 se presenta el disefio metolégico del presente proyecto de investigacion
en un diagrama de bloques.

Determinar los parametros
fisicoquimicos de la desembocadura

Cuantificar la concentracion de
Cu en el tejido del ostién
mediante LIBS y comparar los
resultados con la Técnica SAA

Determinar los elementos

del rio Tigre y el estado fisioldgico del
ostion Crassostrea virginica en época
de secay de lluvia

presentes en el tejido del ostidn
de dos muestreos mediante LIBS
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Instalaciéon y aplicacion

— en Septiembre 2017 y — LIBS — con diferentes
mayo 2018 concentraciones de Cu

Biometria del ostién e Identificacion de lineas Aplicacién LIBS y

— indice de condicion — —— elaboracidon de curva de
espectrales

Fisiolégica calibracién de Cu
\ v . J . J
s “ 's N
Parametros
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durante los muestreos

Figura 16. Diagrama del disefio metodoldgico.
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3.1. Determinacion de los parametros fisicoquimicos de la desembocadura del rio Tigre

y el estado fisiolégico del ostidon Crassostrea virginica en época seca y de lluvia.

El sitio de muestreo seleccionado fue el banco natural de ostidon que se encuentra en la
desembocadura del rio Tigre ubicado en Aldama, Tamaulipas, debido a sus
caracteristicas fisicas se trata de un area expuesta a cambios en la profundidad, ya sea
por las lluvias o mareas bajas; y es el area reportada con mayor concentracion de
metales en otros estudios [43] [44].

En la Figura 17 se muestra una imagen del sitio de recoleccién del ostion Crassostrea
virginica el cual se encuentra  en la  posicion geografica 22°42'50.82"N y
97°51'44.79"0.

22°45'0"N

22°41'0"N 22°42'0"N 22°43'0"N 22°44'0"N

22°40'0"N

>

97°54'0"W 97°5:‘3'0"W J 97°5§'0"W : 97°51'0"W  97°50'0"W  97°49'0"W  97°48'0"W  97°47'0"W

Figura 17. Localizacion del sitio de recoleccién del ostién Crassostrea virginica en la
Laguna de San Andrés, Aldama, Tamaulipas.
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3.1.2. Medicién de los parametros fisico — quimicos del agua del sitio de muestreo.

Para la determinacion de las condiciones fisicas y quimicas en las que crece el ostion, se
realizaron mediciones de temperatura y salinidad durante las recolecciones, empleando

una sonda multiparametros marca Hydrolab DS5 mostrada en la Figura 18.

2
$7
Figura 18. Sonda Hydrola DS5.

3.2. Recoleccién de ostion en septiembre de 2017 y mayo de 2018.

La recoleccion del ostion C. virginica de septiembre 2017 y mayo de 2018 se realizo de
forma manual, se recolectaron 30 ostiones de diferentes tamafios, los organismos
seleccionados se colocaron en una hielera para su transportacion al laboratorio de
CICATA Altamira. En la Figura 19 se observa una imagen de la recoleccién de las
muestras en época de seca en mayo de 2018, el nivel del agua de la laguna es de 70

cm aproximadamente.

Figura 19. Recolecta de ostion C. virginica en la desembocadura del Rio Tigre.
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En la Figura 20 se muestra una imagen de la forma en la que se lavaron los ostiones, para
ello se utiliza un cepillo de plastico lo cual permite eliminar los epibiontes que trae el ostidn
sobre su concha.

V=~
44

Figura 20. Lavado de ostién.

3.3. Biometria del ostion

Se realizaron mediciones del ancho, largo y longitud de la valva himeda de 30 ostiones
con un vernier digital de la marca Mitutoyo para conocer las variaciones de la talla de los
ostiones empleados como muestras, asi como para comprobar que todos los ostiones
utilizados cumplen con la talla minima establecida para su extraccion, la cual es de 70
mm [15]. En la

Figura 21 se muestra un esquema de la forma de medir la valva del ostién.

Espesor

Figura 21. Mediciones de la valva del ostion.
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3.3.1. Extraccion y secado del tejido

Después del lavado los ostiones se abrieron con una espatula y una vez desconchado el
ostién, se extrajo el tejido blando y se coloc6 en recipientes de vidrio, después se
colocaron en una mufla a 100 ° C durante 24 horas con el objetivo de eliminar el agua

presente en el tejido del ostion [45].

3.3.2. indice de Condicion Fisiologica (ICF)

Se calculé el indice de Condicion Fisiologica con el objetivo de conocer la salud fisiologica
del ostion empleado como muestra. Se peso de forma individual el tejido seco y la valva
seca de 30 ostiones, con una balanza granataria marca Scout Pro (precision 0.1 g) y
se obtuvo el ICF mediante la métrica propuesta por Chavez-Villalba et al.[21]

__ P;x1000

ICF (11)

2

Donde P1 es el peso seco del tejido (g) y P2 es el peso seco de la concha (g).

3.4. Aplicacion de la técnica LIBS para el analisis del tejido del ostidn

Se realizo la identificacion multielemental del ostion mediante la aplicacion de la Técnica
LIBS en cada muestreo para lo cual se elabord una pastilla de 1 g del tejido seco del ostion,

lo que equivale aproximadamente a cinco ostiones.

3.4.1. Instalacion experimental LIBS

Para identificar los metales pesados en el ostion por LIBS se emple6é un equipo laser
Nd:YAG de longitud de onda de 1064 nm.

La instalacion experimental LIBS cuenta con los componentes descritos a continuacion:
e Laser Q-smart 450 by Quantel de 1064 nm
e Fotodetector ThorLabs PDA1OA.
e Espejo ThorLabs NB1-K14.
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e Fibra optica P600-1-SR Ocean Optics.
e Espectrometro Ocean Optics USB4000 UV/NIR con rango espectral de 200 a 900 nm
y resolucion o6ptica de 0.35 nm.

o Sistema de hardware y software Ocean View para el analisis de datos.

Se emplearon los siguientes parametros:
e Lente de 50 mm de distancia focal.
e Distancia entre la lente y la superficie de la muestra 50 mm
e Area del spot en la muestra 0.2 cm?

e Fluencia o densidad de energia 2.25 J/cm? (0.45J/0.2 cm?)

Se hizo un analisis LIBS de una muestra del ostion con diferentes frecuencias para
determinar la frecuencia en la cual se obtenia el menor fondo en el espectro, en la Figura
22 se muestra el espectro promedio LIBS de un total de 50 espectros de la pastilla de
Cu con concentracién de 2 ppm con diferentes frecuencias de 1, 2, 4, 10 y 20 Hz. Las
sefiales con menor fondo fueron las de las frecuencias de 1, 2 y 4 Hz, esto es porque
conforme es mayor la frecuencia del pulso existe un mayor fondo continuo proveniente
de la colision de los electrones. Asi también se visualiza la variacion de las intensidades
de las diferentes frecuencias, se aprecia una mayor intensidad en las lineas de mayor
frecuencia resultado de la excitacion adicional que los pulsos producen en el vapor del

material eyectado en los primeros pulsos.
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x10 Variacion de frecuencia en muestra de Cu (2 ppm)

70
! : ——1Hz
60 —2Hz
| L
3 50 | —10Hz
E| | -~ 20Hz
[
2 40
s |
©
< 30
(C
.'9 L
2 20
=
10
0 N N 1 1 1 N
300 500 600 700 800

Longitud de onda (hm)

Figura 22. Espectro LIBS del tejido del ostién con diferentes frecuencias de disparo.

Se selecciond la frecuencia de 4 Hz para la realizacion de las mediciones LIBS, debido a

que es la frecuencia a la cual se obtienen los espectros con menos fondo electrénico.

3.4.2. Metodologia de la aplicacion de la técnica LIBS para analisis del tejido del ostién

Se caracteriz6 la pastilla del ostion recolectado en septiembre del 2017 (PS17) y a pastilla
del mes de mayo del 2018 (PS18), se analiz6 una pastilla del tejido del ostion de cada
muestreo aplicando el laser en distintos puntos de forma aleatoria, se realizaron tres series
de 50 disparos de forma continua con una frecuencia de 4 Hz, obteniéndose 150 espectros

por muestra, de los cuales se obtuvo un espectro promedio.

Se realiz6 una calibracion para una correcta identificacion de las lineas presentes en el
espectro, para lo cual se consideraron las lineas caracteristicas del Na tanto en el espectro
LIBS como en la base de datos NIST.Se identificaron las lineas espectrales de los
elementos presentes en el tejido del ostion, al igual que las intensidades de las principales
lineas caracteristicas de cada elemento tomando como referencia las intensidades de las

lineas espectrales de la base de datos NIST [46].
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Se obtuvo el espectro diferencia restando las intensidades obtenidas en el espectro LIBS
de la muestra recolectada en mayo menos las intensidades del espectro obtenido de la

muestra recolectada en septiembre.
3.5. Elaboracién de pastillas del ostiéon Crassostrea virginica

En la Figura 23 se muestra el proceso realizado para la obtencién de una pastilla del
tejido del ostién consta de varias etapas que inician con el secado del tejido del ostion,
continuando con una pulverizacion que se lleva a cabo con un mortero de vidrio, después
se tamiza y se coloca un 1 g en un molde cilindrico para prensarlo y obtener pastillas de

18 y 3 mm de didmetro y espesor respectivamente.
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Desconchar 7 ostiones

Secar el tejido en mufla, 24 horas a 100° C

Pulverizar el ostién en un mortero de vidrio

El tejido se tamiza abertura 74 de 0.0029",
numero 200

Pesar 1 g del tejido tamizado en una balanza
analitica y colocarlo en molde pastillero

Compactar el tejido en una prensa hidra
fuerza de 10 toneladas, 2 minutos

2 Pastillas de 18 mm diametro y 3 mm de
espesor

Figura 23. Proceso de elaboracion de pastilla del tejido del ostion Crassostrea virginica
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3.6. Andlisis LIBS del tejido del ostidn con diferentes concentraciones de Cu.

3.6.1. Método de adicion estandar

Se realizaron seis estandares de trabajo con diferentes concentraciones de Cu para la
elaboracién de la curva de calibracién. En la elaboracion de la solucion madre y las
disoluciones se utilizo Nitrato Caprico Cu(NO3s)2, Baker Analized A. C. S. Reagent Pm
232.590S.

a) Solucion madre de Cu

Se prepar6 una solucion madre de 50 ml con una concentracion de 100 pg/g de Cu, misma
gue se obtuvo a partir de 14.8 g de Nitrato Caprico Cu(NOz3)2 aforado a 50 ml con agua

desionizada.

b) Estandares de trabajo

Se realizaron seis estandares de trabajo (pastillas de 1 g de tejido de ostién seco),

incluyendo el blanco a partir de la disolucién madre de Cu.

Para la construccion de los estandares de trabajo se tomaron 1, 5, 10, 25 y 50 ml de la
solucioén madre de Cu, y se aforaron a 50 mL con agua desionizada. Se aplica con una

micropipeta 1 ml de diferente concentracion a cada estandar de trabajo.

Las diferentes concentraciones forman parte del intervalo en el cual se cuantificara el
analito, las concentraciones corresponden a 2, 10, 20, 50 y 100 pg/g de Cu. Cada
disolucion y cada estandar de trabajo esta conformado de la siguiente manera, tal como

se expone en la Tabla 9 y Tabla 10.
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Tabla 9. Concentracion de Cu en disoluciones

Disolucién Concentracion Volumen Sol madre Volumen Agua
(ppm) (ml) (ml)
1 2 1 49
2 10 5 45
3 20 10 40
4 50 25 25
> 100 50 0

Tabla 10. Identificaciéon de muestras con diferente concentracion Cu

Muestra (pastillas) Nombre Concentracion Cu en cada pastilla (ppm)
1 Blanco Blanco
2 Cu2 2
3 Culo 10
4 Cu20 20
5 Cu50 50
6 Culo0 100

3.6.1. Elaboracion de seis pastillas del ostion Crassostrea virginica con diferentes

concentraciones de Cu.

En la Figura 24 se identifican los pasos del diagrama del proceso para la elaboracion de
las pastillas del tejido del ostion con diferentes concentraciones de Cu.

Maestria en Tecnologia Avanzada CICATA - IPN Unidad Altamira 55



Secado del tejido en mufla por > Pulverizar el ostion en un > El tejido se tamiza abertura 74
24 horas a 100° C morttero de vidrio (0.0029") namero 200

v

Aplicar con una micropipeta 1
ml de la disolucién
correspondiente a cada > Secar las 6 muestras en una
muestra obteniendo mufla a 60°C durante 4 horas
concentraciones de 2, 10, 20,
50 y 100 ppm

Tomar 6 muestras de 1 g del
tejido tamizado incluyendo el |——>

blanco

6 pastillas de 18 mm didmetro

Compactar el tejido en una v3 mm de espesor (blanco y
——>| prensa hidra de 10 toneladas, [——> muestras de 2, 10, 20, 50 y 100

2 minutos

Pulverizar y colocar en un
molde pastillero
ppm de Cu)

Figura 24. Proceso de elaboracion de pastillas del tejido del ostiébn Crassostrea virginica

con diferentes concentraciones de Cu.

3.6.2. Anadlisis LIBS del tejido del ostion con diferente concentracion de Cu.

Se analizaron las seis muestras del tejido del ostion de diferente concentracion de Cu
incluyendo el blanco aplicando el laser en distintos puntos de forma aleatoria efectuando
tres series de 50 disparos de forma continua con una frecuencia de 4 Hz, obteniendo un
espectro promedio de los 150 espectros obtenidos para cada una de las muestras del
tejido del ostidon con concentraciones del analito de 2, 10, 20, 50 y 100 ppm, asi como del
blanco, el cual es una pastilla a la que no se afadié el analito. Se obtuvieron 150
espectros de un patron de Cu mediante el mismo proceso de 3 series de 50 pulsos laser.
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Asi también se corroboraron las lineas del Cu en la base de datos del NIST, en la Figura
25 se presenta el espectro de la base de datos NIST del Cu para las lineas caracteristicas

324.7 y 327.4 nm. En la se presenta el espectro de las lineas 510.6, 515.3 y 521.8 nm.
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Figura 25. Espectro de Cobre (I) de la base de datos NIST.
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Figura 26. Espectro de Cu (l) de la base de datos NIST.

Se analizaron diferentes lineas caracteristicas del Cu, para lo cual se obtuvo la media de
las intensidades obtenidas de 150 disparos laser para cada estandar de trabajo de la

longitud de onda especifica.
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Cada punto de la curva de calibracion representa la media de las intensidades obtenidas
del analito en cada uno de los estandares de trabajo, con la finalidad de relacionar la
concentracion con la intensidad de la sefial emitida de LIBS. Se realiz6 una extrapolacion

para identificar la concentracion de Cu presente en el blanco.

Se efectuaron curvas de calibracién para las relaciones de intensidades entre lineas del Cu
con respecto al Na para identificar la correlacion que existe al incrementar solo la

concentracion del Cu.

Se determind la concentracién de Cu presente en el blanco mediante la ecuacioén de la recta

obtenida por el método de minimos cuadrados y por extrapolacion de la recta.

3.7. Andlisis por Espectroscopia de Absorcion Atémica

Se analizo el tejido del ostidbn empleado como blanco por la técnica de Espectroscopia de
Absorcion Atomica bajo el método de analisis IPN AA-06-00 en el Laboratorio de Analisis y
Monitoreo Ambiental del Centro Interdisciplinario de Investigaciones y Estudios sobre Medio
Ambiente y Desarrollo CIIEMAD — IPN.
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Capitulo 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacioén de los parametros fisico — quimicos de la desembocadura del rio Tigre
y el estado fisioldgico del ostidn Crassostrea virginica en septiembre 2017 (época de lluvia)

y mayo 2018 (época de seca).

4.1.1. Parametros fisico — quimicos de la desembocadura del rio Tigre registrados en los

muestreos de septiembre de 2017 y mayo de 2018.

Se obtuvo el promedio de 20 mediciones de los parametros fisicos — quimicos de la
desembocadura del Rio Tigre durante los muestreos realizados en septiembre de 2017 y

mayo de 2018, las medias obtenidas de los parametros se especifican en la Tabla 11.

Tabla 11. Parametros fisicos — quimicos del sitio de muestreo

Parametro Septiembre 2017 Mayo 2018
Temperatura ° C 31.5 30.6
Salinidad 14 35

Los resultados obtenidos corresponden a la temperatura y salinidad de un ambiente idéneo

para el crecimiento del molusco [19] .

La temperatura en los estuarios fluctua de 20 a 30 ° C durante todo el dia, la hora en la cual
se llevaron a cabo las mediciones en ambos muestreos oscilé entre las 12:00 y 15:00 horas,
lo que correponde al horario de mayor temperatura. Con respecto a la salinidad, en el habitat
del ostion predomina un intervalo entre 10 y 35 [19], reportandose los valores de las

mediciones de los muestreos dentro del mismo.
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La Figura 27 muestra algunos depredadores del ostiébn encontrados en los muestreos.

Figura  27. Depredadores del ostion: balanos (Balanus), almejas (Ruditapes

ohillippinarum), poliquetos (Polychaeta) y caracol (Melongena corona).

4.1.2. Estado fisiolégico del ostion C. virginica recolectado en septiembre de 2017 y mayo

de 2018.

4.1.2.1. Biometria del ostion

Se tomaron las medidas del ancho, longitud y el largo de la valva del ostion durante los dos
muestreos, registrando la media de las medidas de 30 ostiones. En la Figura 28 se

muestran los resultados obtenidos en ambos muestreos.

[ septiembre 2017
N Mayo 2018

265
22+3

J1+7 6811
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38+5
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Largo Ancho Espesor

Figura 28. Mediciones de la valva del ostién en septiembre de 2017 y mayo de 2018.
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La medida de los ostiones recolectados corresponde a la talla comercial que es de 70 a
90 milimetros [47], esto indica que son organismos adultos y que son aptos para la
comercializacion, asi también son muestras de tamafio similar a las reportadas por
Johnson L. et al. [11]

4.1.2.2. Indice de Condicion Fisioldgica (ICF) del ostién

La Tabla 12 muestra los valores obtenidos del Indice de Condicion Fisiolégica mediante
el cual se describe la salud fisiologica del ostion [48], se registraron los valores obtenidos

del ICF de ambos muestreos al igual que los pesos del tejido y de la valva seca del ostion.

Tabla 12. Peso en seco del tejido y valva del ostion

Septiembre 2017 Mayo 2018
Peso tejido seco (g) 0.58 0.86
Peso valva seca (Q) 31.75 34.76
ICF 18.27 24.69

Se observé un peso de la concha y del tejido del ostion menor en septiembre que en
mayo, sin embargo la talla del ostién de septiembre es mayor que la de mayo, esto puede
ser debido a un desove parcial del organismo [21]. El ICF es bajo de acuerdo a valores
resportados que oscilan entre los 25 a 30 [49]. El peso de la valva seca fue menor en

septiembre al igual que el tejido del mismo mes.
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4.2 Analisis elemental del ostidn C. virginica de los dos muestreos mediante la técnica

LIBS.

4.2.2. Espectros de ambos muestreos

En la Figura 29 se observa un espectro de la caracterizacion de los ostiones recolectados
en dos épocas distintas del afio, en el mes de septiembre considerado como un mes de

lluvia y en el mes de mayo con caracteristicas de una época de seca.

0L —— Septiembre de 2017
—— Mayo de 2018

Na (1) 588.9 y 589.5 nm

Intensidad relativa (u.a.)

300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 29. Espectros LIBS representivo del tejido del ostidon recolectado en muestreos

de septiembre de 2017 y mayo de 2018.

Se puede observar que las intensidades y los elementos identificados son muy similares
en ambos muestreos, obteniendo una mayor intensidad en las lineas del Sodio (I) 588.9
y 589.5 nm en el mes de mayo, esto se puede deber a que en mayo el porcentaje de
agua de mar en la desembocadura del rio es mayor lo que implica una mayor

concentracion de sodio.
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En la Figura 30 se observan por separado los espectros obtenidos de cada uno de los
muestreos del ostidon, con lo cual se percibe de forma mas clara que algunos elementos
tienen mayor intensidad en mayo y otros en septiembre. Se obtienen las relaciones de
intensidades de las dos lineas caracteristicas del Na con respecto al Ca y al Cr para

determinar si existe diferencia en las razones obtenidas de septiembre y de mayo de los

elementos citados.

Septiembre 2017

N (1) 499.9 nm

Al (1) 396.3 nm
Cu (1) 515.3 nm

Fe (1) 531.4 nm

Na (1) 588/Ca (Il) 393 = 2.2

Na (1) 588.9 y 589.5 nm

Fe (Il) 422.7 nm
Cr (1) 462.6 nm
Cu (1) 521.8 nm
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H (1) 656.3 nm
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Cr (1) 443.6 nm
Cr (1) 477.4 nm

Na (1) 589/Cr (1) 462.6 = 3.4

Mayo 2018

Na (1) 588/Ca (1) 393 = 2.5
Na (1) 589/Cr (1) 462.6 = 3.7

1 1 1 1
300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 30. Espectros LIBS del ostion recolectado en septimbre 2017 y mayo 2018.

Se identificaron los elementos presentes en el tejido del ostién, como lo son Ca, Al, Fe,
Cr, N, Na e H, los cuales se encuentran en ambos muestreos solo que, con mayor
intensidad en algunas de sus lineas en el muestreo de mayo, lo anterior se puede deber
a que mayo se caracteriza por una época seca en la cual existe una mayor concentracion
de los elementos presentes en el agua. Se obtuvieron razones diferentes en los
muestreos esto confirma que es posible realizar una resta entre las intensidades de
ambos muestreos con la finalidad de identificar a los elementos que tuvieron una mayor

intensidad en mayo y los fueron mayores en septiembre.
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4.2.3. Espectro diferencia de intensidades registradas en ambos muestreos.

En la Figura 31 se visualiza el espectro obtenido de efectuar una resta entre las
intesidades de los dos muestreos, se efectud la diferencia de las intensidades de mayo
menos las intensidades del mes de septiembre para una identificacion mas sencilla de

las lineas con mayor intensidad en cada uno de los muestreos.
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Figura 31. Espectro LIBS del ostidon de la diferencia entre las intensidades de septiembre

y mayo.

Las lineas que se observan con una intensidad en una escala mayor a cero corresponden
a las lineas de los elementos cuya intensidad es mayor en el mes de mayo que en el mes
de septiembre; del mismo modo las lineas cuyas intensidades que se encuentran en una

escala negativa del eje “y” corresponden a las lineas que obtuvieron una mayor intensidad

en septiembre que en el mes de mayo.

El espectro diferencia se seccioné en cuatro intervalos para lograr una mayor visibilidad
de la identificacion de los elementos presentes en el tejido del ostibn Crassostrea
virginica, en las Figuras 32 — 35 se observan los intervalos con la identificacion de los

elementos presentes.
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En la Figura 32 que comprende el intervalo de 360 a 450 nm se identifican las mayores
intensidades en el mes de mayo, entre los elementos presentes se encuentra el Ca Il, Al
(), Fe () y Cr (1), el Cally el Al. Estos elementos también fueron identificados en el ostion

por Akpovo et. al. en 2011 [49].

x10

0.5

Al (1) 396.3 nm
Fe (1) 399.4 nm

04

Ca (1) 422.3 nm

€
c
&
~
o
<
=
O

Ca (Il) 393.1 nm

0.3

Cr (1) 444.2 nm

0.1 -

Intensidad relativa (u.a.)

0.0 N TSN

T

4

01, 1 1 1 1 1 1 1 1

360 370 380 390 400 410 420 430 440 450
Longitud de onda (nm)

Figura 32. Espectro diferencia del intervalo de 360 a 450 nm

En la Figura 33 se presenta el espectro correspondiente a las longitudes de onda en el
intervalo 450 y 550 nm, los elementos con mayor intensidad en el mes de mayo son el
Mn (1), el N, Cr (I) y lalinea 531.5 del Fe (1), y aquellos elementos para los que se obtuvo

mayor intensidad en septiembre son Cr (1), la linea 520.7 del Fe (1) y O(l).

Maestria en Tecnologia Avanzada CICATA - IPN Unidad Altamira 65



Mn (1) 462.6 nm
Fe (1) 531.5 nm

0.1

= N499.9 nm

0.0

01+

/

(1)503.3 nm

0.2

03+

0 (1)533.1 nm

Cr

Cu(l) 521.8 nm

04 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550
Longitud de onda (nm)

Figura 33. Espectro diferencia del intervalo de 450 a 550 nm

La Figura 34 corresponde al espectro LIBS del tejido del ostion virginica perteneciente al
intervalo entre 550 y 650 nm, en el cual se identifica que se obtuvo mayor intensidad en

las lineas del Na en el mes de mayo y una mayor intensidad en la linea 568.7 nm.
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Figura 34. Espectro diferencia del intervalo de 550 a 650 hm

En la Figura 35 se visualiza el espectro correspondiente al dltimo intervalo en el cual
fueron identificadas la linea del H con una intensidad mayor en el mes de mayo y las
lineas caracteristicas del triplete del O de las que se obtuvo mayor intensidad en

septiembre.
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Figura 35. Espectro diferencia del intervalo de 650 a 800 nm

Los elementos identificados con mayor intensidad en el ostion en época seca son Ca, Al,
Fe, Cr, Mn y Na; y en época de lluvia algunas lineas de Cr, Cu e H. En el caso del
elemento Na, existe una mayor concentracion en época seca debido a que existe una

mayor evaporacion de agua, aunado a un mayor volumen de agua de mar por la acciéon

de la marea.
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4.3. Analisis del tejido del ostidon con diferentes concentraciones de Cu mediante LIBS.

En la Figura 36 se visualiza el espectro del tejido del ostion con diferentes

concentraciones de Cu.
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Figura 36. Espectro LIBS del tejido del ostién con diferentes concentraciones de Cu.

En la Figura 37 se observan los espectros obtenidos por LIBS y se identifican las lineas
caracteristicas del Cu: 324.6, 327.1, 510.3, 515.1 y 521.5 nm obteniéndose relaciones de
intensidades de los espectros de las muestras correspondientes a las intensidades de las

lineas principales del patrén de Cu analizado por LIBS.
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Figura 37. Espectros LIBS de las muestras del tejido del ostion y del patron de cobre.

A parte en la Figura 38 se observa el espectro LIBS obtenido del tejido del ostion con

diferentes concentraciones de Cu.
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Figura 38. Espectro LIBS de la muestra del tejido del ostion con diferentes

concentraciones de Cu.
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En la pastilla que contiene 100 ppm de Cu las intensidades de las lineas tienen una

relacion de intensidad correspondiente a las intensidades del espectro obtenido de NIST,
lo cual corrobora su presencia.

En la Figura 39 se presenta el espectro LIBS del tejido del ostion con diferentes
concentraciones de Cu, donde se observa la presencia de las principales lineas del Cu
con intensidades relativas a las observadas en el espectro de Cu del NIST, estos
resultados validan la presencia del Cu en las muestras.
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Figura 39. Grafica del espectro LIBS de la muestra del tejido del ostion

Se observa la presencia de las principales lineas del Cu con intensidades relativas a las

observadas en el espectro de Cu del NIST, estos resultados validan la presencia del Cu
en las muestras.

4.3.1. Analisis semicuantitativo mediante la técnica LIBS del tejido del ostion con diferentes
concentraciones de Cu

Se hizo un andlisis de la relacion de intensidades de algunos elementos presentes en el

espectro del tejido del ostiébn para identificar si existe una variaciébn con respecto a la
concentracion del analito.

Se determind la relacion de intensidades de la linea 588.9 de Na (I) con respecto a la linea

521.5 del Cu (I) para las diferentes concentraciones del analito, en la Figura 40 se
observan las razones de las intensidades obtenidas.
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Figura 40. Relaciones de intensidad entre el Na y diferentes concentraciones de Cu

Al aumentar las concentraciones del Cu aumenta la intensidad de la linea espectral, en
el caso del Na la concentracion no varia, por lo cual no cambia la intensidad de la linea,
por lo anterior se obtiene un cambio en la relacién de intensidades del Na con respecto

al Cu.

En las Figuras 41 - 44 se presentan las curvas de calibracion realizadas para relacionar la
intensidad de las lineas caracteristicas del Na (I) 588.9 y 589.5 nm con respecto a las
lineas de Cu (l) 324.6, 515.11 y 521.5 nm.
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Figura 41. Curva de calibraciéon de la relacion de intensidad de Na | (588.9 nm) /Cu |

(521.5 nm) para diferentes concentraciones de Cu en el tejido del ostion.

Se realizo el ajuste lineal de la concentracién del analito con respecto a la relacion de
intensidades de la linea del Na con respecto a la del Cu, obteniéndose un coeficiente de R?
de 0.98.

Na | (588.9)/Cu | (324.6)

y=12.6 - 0.5x
R’=0.98

Relacion de intensidad

40 0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110
Cu (ppm)

Figura 42. Curva de calibracion de la relacion de intensidad de Na | (588.9 nm) /Cu |

(324.6 nm) para diferentes concentraciones de Cu en el ostion C. virginica.
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Figura 43. Curva de calibraciéon de la relacion de intensidad de Na | (589.5 nm) /Cu |

(324.6 nm) para diferentes concentraciones de Cu en el tejido del ostion C. virginica.
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Figura 44. Curva de calibraciéon de la relacion de intensidad de Na | (589.5 nm) /Cu |

(515.11 nm) para diferentes concentraciones de Cu en el tejido del ostion.

En las curvas de calibracion de relacion de intensidades se aprecia un indice de
correlacion mayor a 0.90 lo que indica una correlacion aceptable entre ambas variables.
Al aumentar la concentracion del Cu, aumenta la intensidad de la linea espectral y la
razon de intensidad con respecto al Na va disminuyendo, esto es debido a que la

concentracion de Na no se esta modificando, por lo cual su intensidad se mantiene igual.
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En la Tabla 13 se registraron las intensidades obtenidas en el analisis LIBS para las lineas
del Cu 324.6, 327.1, 510.3, 515.1 y 521.5 nm y se obtuvo el promedio de intensidades
para cada concentracion.

Tabla 13. Intensidades LIBS de lineas de Cu con diferentes concentraciones.

Concentracion Longitud de onda Cu (nm) Promedio

Cu (ppm) 324.6 327.1 510.3 515.1 521.5 (u.a.)

0 245.7 278.7 396.3 391.3 415.0 345.4

2 295.3 343.4 480.5 465.0 468.8 410.6

10 305.7 350.8 504.6 496.4 489.8 429.5

20 389.3 429.9 604.2 588.0 605.4 523.4

50 509.2 449.5 696.2 709.0 966.1 666.0

100 1342.7 955.6 1440.9 1625.4 2342.1 1541.3

En la Figura 45 se grafican las intensidades obtenidas en el andlisis LIBS para las lineas

del Cu con concentraciones de 2, 10, 20, 50 y 100 ppm; y el promedio de las intensidades.
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Figura 45. Grafica de Lineas de Cu con diferentes concentraciones.

110

—— 324.56

—e— 327.09
510.31
515.11

—4—521.51
Promedio

Maestria en Tecnologia Avanzada

CICATA — IPN Unidad Altamira

74



En la Figura 46 se observa la curva de calibracion en la cual se relaciona la concentracion

del Cu con el promedio de intensidad LIBS obtenido para cada concentracion y se efectuo

un ajuste por el método de minimos cuadrados.
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Figura 46. Curva de calibracidn de intensidades de Cu obtenidas en el analisis LIBS del

ostion.

Se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.95, el cual es un valor aceptable, y se obtuvo

la ecuacion de la recta.

Empleando la ecuacion de la recta obtenida se identificd la concentracion del analito

presente en el tejido del ostion utilizado como blanco. En la Figura 47 se observa la

estimacion de la concentracion del analito mediante extrapolacion.
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Figura 47. Estimacion por extrapolacion de la concentracion de Cu en el tejido del ostidon

empleado como blanco.

Mediante la ecuacion de la recta y la extrapolacion se obtuvo una concentracion de 62.8
ppm de Cu en el blanco

4.3.2. Analisis mediante la técnica Espectroscopia de Absorcion Atomica del tejido del

ostion con diferentes concentraciones de Cu

Se determiné el contenido de Cu presente en la pastilla del tejido del ostién C. virginica
empleado como blanco con la técnica Espectroscopia de Absorcién Atomica en el
laboratorio de Andlisis y Monitoreo Ambiental del Centro Interdisciplinario de
Investigacion y Estudios sobre Medio Ambiente y Desarrollo (CIIEMAD — IPN) mediante
el método de andlisis IPN AA 06 00 para corroborar los resultados obtenidos por el
analisis LIBS. EIl resultado obtenido por la técnica de espectroscopia de absorcién
atomica indica una concentracion de Cu en el blanco de ostion de 62 ppm, lo que

corrobora la cantidad estimada por la técnica LIBS del contenido de Cu en el ostion.
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Capitulo 5. CONCLUSIONES

En ambos muestreos se registraron condiciones ideales de temperatura y salinidad
correspondientes al habitat del ostion Crassostrea virginica.

La salinidad se incrementd en la época seca ya que por ser menor el nivel del rio existe

un ingreso de mayor volumen de agua de mar.

El ICF reflej6 una calidad media del ostion, ocasionado porque la valva tuvo medidas de
talla comercial pero el ostién era pequefio en relacién con ella, lo anterior puede ser

debido a depredadores, enfermedades y contaminacion.

En la caracterizacion con la técnica LIBS del ostion de ambos muestreos se identificaron
lineas espectrales de metales como el Cr, Al y Cu. La variacion en las intensidades de
las lineas se atribuye a que el agua que filtra el ostion difiere en la cantidad de nutrientes

y contaminantes por ser dos épocas diferentes.

La bioacumulacion es una caracteristica del ostiéon por lo cual es empleado como
organismo biomonitor, de alli la importancia de una técnica alternativa que permita un

analisis multielemental y oportuno ante los cambios del ecosistema.

La técnica LIBS se complementa con la curva de calibracion para estimar la concentracion

del analito en una muestra.

El proceso de secado del tejido de ostién permitio la obtencién de un limite de deteccién
del Cu por la técnica LIBS menor a los reportados en otros estudios de muestras

biolégicas
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TRABAJOS FUTUROS

Se sugiere una caracterizacion frecuente del ostion Crassostrea virginica para identificar
oportunamente cambios en los componentes de la matriz lo cual reflejaria un cambio en

las condiciones de su habitat.

Se propone realizar mediante la técnica LIBS curvas de calibracion para otros metales
con la finalidad de identificar la sensibilidad de la técnica ante la variacién de las

concentraciones.
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GLOSARIO

Estuario: del latin aestuarium, que quiere decir un area bajo las influencias de las mareas,
es la desembocadura, en el mar, de un rio amplio y profundo, e intercambia con esta agua
salada y agua dulce, debido a las mareas. La desembocadura del estuario esta formada

por un solo brazo ancho en forma de embudo ensanchado.
Eutrofizacion: es el enriqguecimiento de nutrientes en un ecosistema acuatico
Hermafrodita protandrico: Organismos cuyo sexo masculino madura antes que el femenino.

Toxico cinética: Estudio cuantitativo de los procesos que experimenta, en funcion del

tiempo, un xenobidtico en un organismo vivo.

Toxicologia: Parte de la medicina que se ocupa del estudio y los efectos de los productos téxicos

0 venenosos sobre el organismo

Xenobidtico: es una sustancia quimica que se encuentra dentro de un organismo que no

lo produce naturalmente.
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