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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como finalidad la determinacion de los niveles de
minerales por parte del alforfén o trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum) segun
las caracteristicas del suelo donde fue sembrado. Esto, con el fin de promoverlo
como uno de los pseudocereales mas importantes en la dieta de la poblacién que
convive con reacciones alérgicas al gluten, o al sector de la poblacion que, por
decision propia prefiere vivir con una dieta enfocada al veganismo por su alto
valor nutricional enfocados cantidad de proteinas, fibras, vitaminas y minerales
esenciales. La técnica empleada fue Espectrometria de Masas por Plasma de
Acoplamiento Inductivo, conocida ampliamente como ICP-MS que permite la
deteccion y cuantificacion multielemental y simultanea de elementos a nivel de
trazas y ultra trazas, mientras que para elementos con concentracion sobre 1
mg/kg, se utilizo la técnica de absorcidén atbmica con llama.

De esta forma se logra determinar cuantitativamente concentraciones de
algunos elementos trazas y algunos ultra trazas, pudiendo compararse estos
valores con los encontrados en otros alimentos tipo cereal o pseudocereal de
manera efectiva siendo menores a las dosis recomendadas para elementos como
Cr, Ni, Pb y Bi por debajo de los 2 mg/kg. B, Mn, Cu, Sr, Ba entre 5y 20 mg/kg.
Fey Znentre 25y 75 mg/kg. Na, Mg, Ky Ca entre 1y 7 g/Kg. Li, Co, Ga, Ag, Cd

e In por debajo de 1 pg/kg de muestra.
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ABSTRACT

The purpose of this work was to determine the levels of minerals by
buckwheat (Fagopyrum esculentum) according to the characteristics of the soil
where it was planted. This, in order to promote it as one of the most important
pseudo cereals in the diet of the population that lives with allergic reactions to
gluten, or the group of people that, by its own decision, prefers to live with a diet
focused on veganism due to its high nutritional value focused on the amount of
proteins, fibers, vitamins and essential minerals. The technique that was used
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, widely known as ICP-MS that
allows multielemental and simultaneous detection and quantification of elements
at trace and ultra-traces levels, while for elements with concentration over 1
mg/kg, the technique that was used was flame atomic absorption spectrometry.

In this way it was possible to quantitatively determine concentrations of
some trace and some ultra-traces elements, being able to compare these values
with those found in other cereals or pseudo cereals effectively being
concentrations founded lower than the recommended doses for elements as Cr,
Ni, Pb and Bi under 2 mg/kg. B, Mn, Cu, Sr and Ba between 5-20 mg/kg. Fe and
Zn between 25-75 mg/kg. Na, Mg, K and Ca between 1-7 g/kg and Li, Co, Ga,

Ag, Cd and In under 1 pg/kg of samples.
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1. INTRODUCCION

1.1 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica que determina
la razon masa/carga (m/z) atdbmica o molecular convirtiendo a las especies
quimicas en iones describe Gross, J. H. (2007). Esta metodologia, ampliamente
usada para andlisis de tipo estructural y cualitativo, también puede entregar
informacion cuantitativa de analitos a niveles traza, debido a que presenta una
gran sensibilidad. Esta técnica permite estudiar dinAmicas de reaccion y proveer
informacion sobre propiedades fisicas de los iones tales como energia de
ionizacioén, entalpia de reaccion o afinidad electronica, entre otras. Es una de las
técnicas analiticas mas versatiles en la actualidad y su uso se encuentra dentro
de las areas como quimica, geologia, ciencias nucleares y de materiales,
industria farmaceéutica y ciencias ambientales, entre otros indica Dass, C. (2001).

Las etapas basicas de la espectrometria de masas se presentan en el

siguiente esquema:

O S @ @ Andlisis de Registro de
O O lonizacion @O \ / masas datos
— —_— — ) — — =
ole) ®0 /G*) : i
Muestra de @, . Espectro de
® masas

moléculas fase

gas Fragmentacion

Figura 1. Esquema bésico de la espectrometria de masas.

Fuente: Extraido de Dass C., Principles and Practice of Biological Mass Spectrometry, Wiley-
Interscience, 2001.
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En un primer paso, Dass, C. (2001) indica que los analitos son ionizados
a una fase gaseosa con carga positiva y para esto, se requiere la remocioén de
electrones. Para el caso de moléculas, estas son fragmentadas en pequefios
cationes. Luego, los fragmentos son separados por masas segun su proporcion
m/z para finalmente, mediante un detector, ser medidos y cuantificados en forma

de espectro.

datos

Espectro de masas

Figura 2. Componentes bésicos de un espectrometro de masas.

Fuente: Extraido de Dass C., Principles and Practice of Biological Mass Spectrometry, Wiley-
Interscience, 2001.

Para Gross, J. H. (2007) los componentes béasicos y fundamentales de un
espectrometro son la fuente ionica, donde el analito cambia su carga de neutral
a positiva en una fase gas. Un analizador de masas tipo cuadrupolo, donde los
campos eléctricos controlan el movimiento y separacion de los cationes. Un
detector que amplifica las sefales obtenidas, todo esto se realiza en un sistema

de vacio donde se minimiza la presiéon entre 10*y 108 torr. Finalmente, un
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software que procesa y distribuye los datos en un espectro donde indica las
concentraciones de los fragmentos.

Dentro de las mejoras que se le han aplicado a esta técnica debido a su
constante modernizacion Dass, C. (2001) comenta que actualmente la
espectrometria de masas consta de nuevas técnicas dependiendo de la forma de
ionizacion como la desorcién/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-MS) o
la espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) y de
la forma de deteccidon de los elementos como la espectrometria de masas con

cromatografia liquida (LC-MS) o gaseosa (GC-MS).

1.2 Espectrometria de Masas con plasma acoplado inductivamente
(ICP-MS)

La espectrometria de masas por plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
MS) presenta una sensibilidad mas alta que la técnica basica de espectrometria
de masas, donde las concentraciones determinadas se encuentran entre las
partes por millon (ug/mL) y partes por cuatrillon (pg/mL), por lo que se obtienen
limites de deteccion extraordinariamente bajos y, simultdneamente, un analisis
multielemental de isétopos de los analitos de interés como describe Dass. C
(2001). El plasma acoplado entrega temperaturas cercanas a los 6000°C, al
respecto Houk, R. y Praphairaksit, N. (2001) comentan que se mejora la
conversidon de elementos a sus cationes correspondientes llevando al limite las

propiedades fisicas del atomo, al estar en estado plasma y se minimiza también

16



la posible pérdida de muestra, ya que se ioniza en su totalidad permitiendo una
mayor precision en el analisis.

Tiene como ventaja por sobre otras técnicas, una elevada tolerancia a
sales que se pudiesen formar en el disolvente, las cuales se descomponen en
plasmay se eliminan en la fase gaseosa. Para esto, se utilizan matrices y aguas
de lavado con acidos altamente volatiles como el acido nitrico segun indican

Stewart, I. I. y Olesik, J. W., (1998a y 1998b) y también Tangen A. y Lund W.

(1999).
COnos
bobina de
induccion
Izma . plasma
) Yele
portador de { ] I.I'. ': '.. :
ST \_‘ e 110 — delecitor
plasmade suministro de .
argon enfriamiznto ‘ T

1023104 10%.10%
torr tarr

Figura 3. Fuente ionica e interfaz de un espectrometro ICP-MS.

Fuente: Extraido de Ammann A. Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS): a
versatile tool, Journal of mass spectrometry 42: 419-427, 2007.
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Para analizar muestras con esta técnica, es necesario emplear la
nebulizacion de soluciones liquidas. Las muestras en su mayoria son digeridas y
disueltas hasta la obtencion de una solucién homogénea.

Para los estudios multielementales de las muestras, también se puede
utilizar otras técnicas como la espectrometria éptica con plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES) y la espectroscopia de absorciéon atomica en su
variable de llama (F-AAS) y atomizacion por horno de grafito (GF-AAS).

A diferencia de estas técnicas, en ICP-MS se utiliza un analizador de
masas de cuadrupolo simple, que es capaz de separar los distintos isétopos de
los elementos con una diferencia de 1 uma o menos segun su razon m/z, en
comparacion a ICP-OES y F-AAS, en que la concentracion del analito dependera
de la intensidad de la longitud de onda caracteristica del mismo.

Adicionalmente, el analizador tiene otra ventaja. Al momento del analisis
presenta una linealidad mayor a 8 6rdenes de magnitud por sobre el ICP-OES (5
ordenes de magnitud) y AAS (2 6rdenes de magnitud para horno de grafito y 3
ordenes de magnitud para llama), lo que le da un amplio intervalo de trabajo para
concentraciones en muestras multielementales.

El andlisis con ICP-MS utilizado para este estudio permite dos tipos de
cuantificacion de sus concentraciones; una de tipo estandar o normal, donde se
realiza un barrido general de la muestra segun los is6topos que se escojan

Es importante resaltar que la mayoria de los elementos de la tabla

periddica tienen varios isétopos estables en distintas proporciones, por lo que al

18



hacer un promedio ponderado de masas se entrega el valor en uma que es
mostrado en la tabla periddica.

El otro método de determinaciébn es el llamado Kinetic Energy
Discrimination (KED). Dicho método es capaz de identificar interferencias previas
al andlisis para su descarte, separando mediante su energia cinética las posibles
desviaciones en el analisis al tener una razdn m/z similar, ya que la energia
cinética de un aducto formado por dos o0 mas cationes es menor a la que tiene el
elemento solo.

May T. y Wiedmeyer, R. (1998) definen las posibles interferencias de los
analitos, segun su composicion se pueden clasificar en:

- Solapamientos isobaricos: donde un iso6topo de un elemento es

medido en conjunto con otro con la misma razon m/z:
Ejemplo:  204Pb*y 204Hg* o “0Ar*y “°Ca*

- Interferencias poliatbmicas: donde un aducto de elementos pequefios o

medianos altera la medida de un elemento pesado
Ejemplo:  ®3Cu*y %°Ar-2Na* o "®2As*y 4OAr-35CJ|*
Dentro de estas interferencias estan incluidos los oxidos:
Ejemplo: 6Fe* - 40Ari6QO*
y cargas dobles donde el aducto estd formado por dos isotopos de un
mismo elemento

Ejemplo: “6Fe-%Fe * » 112Cd*
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Estas interferencias podrian venir dadas por la interaccion de los
elementos presentes en la muestra con el gas plasmégeno que se ioniza al
momento del analisis:

Ar 2> Arf+e

También producen interferencias la con interacciéon con los elementos
presentes en la matriz. Por ejemplo: mezcla acida-oxidativa de HNOg, tiene como
posibles interferentes a cationes H*, O* y N*.

Para minimizar estas interferencias, es necesario tener previamente una
muestra diluida homogéneamente y que la cantidad de solidos en suspension de
la disolucion sea menor al 0,02 mg/L al compararlo con otras técnicas donde se
acepta hasta un limite de sdlidos en suspension desde 3 a 20 mg/L (como en la
espectrometria de absorcion atomica de llama y horno de grafito
respectivamente). Ademas, se requiere utilizar un patron conocido o certificado
para corregir posibles desviaciones de la curva de calibrado.

Para la eleccion de is6topos es recomendable no seleccionar los que
tengan razén m/z similar. Por el contrario, se recomienda elegir los de mayor
proporcion y porcentaje de abundancia o, en su defecto, seleccionar los que no
tengan interferentes mayores con la matriz o plasmdgeno independiente de su
bajo porcentaje de abundancia. Si fuese imposible, se deberan hacer
correcciones matematicas seleccionando otros isotopos.

La técnica de ICP-MS debido a su multifuncionalidad de analisis y

elementos posibles es ampliamente utilizada en la industria teniendo varios
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campos de aplicacion como el analisis de aguas, suelo y aire en el area
medioambiental. También es empleada en industrias farmacéuticas y en
empresas dedicadas a produccion de alimentos, industrias mineras y
petroquimicas.

La posibilidad de la utilizacion de esta técnica dentro de las dependencias
de la Universidad de Concepcion se debe a que la Facultad de Ciencias Quimicas
en conjunto con otras Universidades del sur de Chile, adjudicaron el proyecto
EQM180217 de FONDEQUIP y la adquisicion del equipo espectrometro de
masas por plasma acoplado inductivamente integrado a un cromatografo idnico
(IC-ICP/MS). Este equipamiento, se encuentra ubicado en el Servicio y Asistencia
Tecnoldgica (SAT) de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de
Concepciodn, siendo uno de los pocos disponibles en el area.

Esta novedosa técnica analitica fue la seleccionada para llevar a cabo la
determinacion y cuantificacion de algunos elementos de la tabla periddica en
muestras de alforfon, un pseudocereal muy poco conocido a nivel comercial y

gastrondémico.

1.3 Pseudocereales

Al no pertenecer a la familia Graminae, no clasifican como cereales, ya
gue sus semillas no producen pasto, sino grandes hojas anchas y en algunos
casos flores. Ya que los cereales se caracterizan por contener una proteina

denominada gliadina, que es componente esencial del conjunto de proteinas
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llamado gluten, parte fundamental en la reposteria y panaderia. Sin embargo,
esta proteina en algunas personas genera una reaccion alérgica que se
manifiesta en el organismo de acuerdo a los diferentes niveles de tolerancia,
ocasionando segun la sensibilidad del individuo, desde reacciones dérmicas,
hasta alcanzar problemas gastrointestinales y respiratorios en los casos
extremos.

Estos pseudocereales a modo de comparacion con los cereales comunes
contienen una mayor cantidad de proteinas. Se estima que por cada 100 gramos
(porcion recomendada) un 15 % corresponde a las proteinas (13 a 15 gramos),
estando al nivel de legumbres como lentejas o porotos (frijoles) segun
Lamacchia, C. et al. (2014). Han sido determinados cerca de 9 aminoacidos
esenciales, que son denominados de esta manera ya que el cuerpo humano no
es capaz de sintetizarlos de forma natural y es necesario obtenerlos mediante la
dieta o ingesta de alimentos que los contengan como determinaron Gorinstein,
S. et al. (2002) y Harmuth-Hoene, A. et al. (1987)

También son buenas fuentes de vitaminas como informan Coulter, L. y
Lorenz, K. (1990) especialmente la B2 (riboflavina), B6 (piridoxina), C (S-acido
ascorbico) y E (tocoferoles y tocotrienoles), mayor cantidad de lipidos donde la
importancia se basa en la presencia de acidos grasos insaturados beneficiosos
para el organismo, una similar concentracion de fibras y una alta concentracion
de minerales y oligoelementos como informa Meier-Ploger, A. (1990), que seran

parte del estudio.
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Dentro de la categoria de los pseudocereales, se encuentra la quinoa o
quinua (Chenopodium quinoa), esta planta es cultivada a lo largo de la Cordillera
de los Andes, siendo sus principales productores y exportadores los paises de
Peru, Bolivia y Ecuador, debido a los indices de exportacién del producto. Chile,
por el contrario, no logra entrar al Top 3 de ventas de paises exportadores de
este producto (Peru, Bolivia y Estados Unidos), teniendo indices de exportacion
menores lo que lo ubica en posiciones por detras de estos paises, siendo su

consumo en su mayoria debido a importaciones.

Figura 4. Plantas de quinoa.
Fuente: Biodiversity International

Figura 5. Semillas de quinoa.
Fuente: ecoalimentos.cl
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Su simil en América del Norte y Central es el amaranto (Amaranthus),
pudiéndose encontrar desde México hasta el norte de Colombia, en algunos
casos es posible encontrarlo en la zona del sudeste asiatico e islas del Pacifico,

como parte importante de la economia de la zona.

Figura 6. Plantas de amaranto.
Fuente: grupoamarantomexicano.wordpress.com

Figura 7. Semillas de amaranto.
Fuente: puertoverde.cl

Otros pseudocereales poco conocidos son la cafahua o cafilhua
(Chenopodium pallidicaule) muy similar a la quinoa, y la chia (salvia hispénica),
ademés del pseudocereal de interés que se analizara por ICP-MS, el alforfon

(Fagopyrum esculentum).
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1.4 Alforfon (Fagopyrum esculentum).

El alforfébn, también conocido como trigo sarraceno, es una planta
proveniente de norte de Asia descrita por Ohnishi, O. (1998) y Price T. V. (1988),
popularizada en la agricultura de Europa Central durante la Edad Media, como
una alternativa al trigo, para alimento para animales. Ciacci, C. et al. (2015)
describe en sus investigaciones, como al conocer sus propiedades y valores
alimenticios en proteinas y minerales esenciales, se ha vuelto fundamental en la
dieta vegana y de personas alérgicas al gluten ya sea como harina o grano en
paises asiaticos y europeos.

A este tipo de cultivos se denomina secano, ya que no requiere un agua
de riego especial, nutriéndose segun las caracteristicas del suelo y las aguas
lluvias, ahorrando de cierta forma la mantencion humeda de la tierra.

Dentro de sus principales productores y exportadores estan Polonia
(16%), Canada (9%) y Estados Unidos (8%), mientras que en Sudamérica los
principales exportadores son Peru (10%) y Bolivia (7%), mientras que Chile no
supera el 0,05% de la produccion mundial en 2020, segun la informacion
proporcionada por la base de datos de la Organizacibn Mundial para la
Alimentacién y la Agricultura FAO-STAT.

Esta planta tiene un ciclo natural de entre 4 a 5 meses aproximadamente,
donde es cultivada a comienzos de la primavera, para aprovechar el suelo

hdamedo por el invierno.
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Figura 8. Planta de alforfon.
Fuente: almacennapurna.cl

Figura 9. Semillas de alforfén.
Fuente: burea-uinsurance.com

Sobre la planta de alforfon no existe abundante literatura como lo
describen Peng, L. et al. (2014), Mestek, O. et al. (2007) y Kitaguchi, T. et al.
(2008). En estos materiales bibliogréaficos, se presenta el contenido elemental de
alforfon, siendo los trabajos mas destacados aquellos en los que se identifican
los elementos esenciales y toxicos presentes, tanto en semilla, como en harina
procesada.

El alforfon ha reportado actividad farmacol6gica mostrando beneficios
cardiovasculares en el colesterol y glucosa en la sangre como lo mencionan Yao,
Y. et al. (2008) y también Lin, L. et al. (2008) y al estrés oxidativo como se refiere
Inglett, G. et al. (2011).
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Este pseudocereal llega a Chile a mediados de la década de los 90,
especificamente al sur de Chile en la ciudad de Valdivia, para su cultivo y
comercializacion basado en su contenido proteico. En los ultimos afios, su zona
de siembra y cosecha abarca un &rea entre las regiones del Maule y la region de
Los Lagos, donde se ha innovado la forma de consumo normal aprovechando las
propiedades de la planta mediante la produccion de miel de trigo sarraceno,
donde las colmenas de abejas interactian principalmente con las flores de
alforfon, constituyéndose en una nueva forma de ingesta dentro de la dieta diaria.
Las formas mas comunes de consumir los pseudocereales son como grano
crudo, tipo granola o en conjunto con ensaladas verdes, 0 como grano cocido
como similar a la coccion del arroz.

Este producto, es considerado un producto nicho dentro del mercado
nacional e internacional. Debido a su alto costo, cerca de 10 mil pesos chilenos
por kilogramo, en comparacion al precio del kilogramo de trigo, arroz o maiz. La
popularizacion del alforfén podria ayudar a disminuir el valor de mercado de la
quinoa, ademas de su accesibilidad, ya que se encuentran en su mayoria en
sectores de comida tipo gourmet o en tiendas exclusivas de comidas veganas.

Existen diversas formas en las cuales una planta puede absorber durante
su desarrollo los elementos y minerales esenciales y beneficiosos para el
organismo, asi como también puede potencialmente absorber elementos tdxicos

y metales pesados.
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1.5 Nutricién y crecimiento de las plantas

Dentro de las fuentes mas importantes estan las caracteristicas del suelo
donde se siembre y cultiva un alimento. Ademas, la calidad del agua de riego y
Su concentracion de trazas y ultra trazas. Al ser un cultivo de tipo secano, la
variable de la irrigacion es imposible de controlar a nivel de campo, pero si es
controlable en siembras de invernadero o in-door, pero en estas condiciones se
descarta que el tamafio y la calidad de la semilla alcance su maximo.

Fang, X. et al. (2018) resaltan que las caracteristicas del suelo donde es
plantada esta semilla son importantes ya que una superficie rica en nitrdgeno sea
natural o fertilizado, hard crecer plantas con mejores cualidades tales como
namero de ramas, numero de semillas, flores y hojas por rama, y asimismo
tamafo y peso de la semilla, produciendo granos de alta calidad y valor proteico

nutricional.

Luz

Agua de Riego

Absorcion de nutrientes

Figura 10. Esquema de absorcion de nutrientes en plantas.

Fuente: Elaboracion propia.
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Otro de los factores importantes que podrian variar la concentracion ideal
de minerales dentro de una planta son las caracteristicas del suelo o del agua,
considerando el potencial de Oxido-reduccion (E°) y pH, que afectaran la
absorcioén y solubilidad de los elementos por parte de las raices de la planta. Esta
absorcion se presenta en funcion de los estados de oxidacion del elemento y la

estabilidad de los mismos como definen Ruiz, C. y Bressani, R. (1990).

1.6 Oligoelementos

Después de los elementos esenciales mas importantes de los cual se
componen en su mayoria los seres vivos (carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno
y fosforo) los siguen los oligoelementos, macrominerales, elementos traza y ultra
trazas. Debido a sus diversos estados de oxidacion, éstos permiten la generacion
y gasto de energia para sintesis y descomposiciones de macromoléculas segun
la funcionalidad de los 6rganos del cuerpo humano a través de la transferencia
de electrones en los procesos de 6xido reduccion.

La ingesta de estos elementos en los organismos de los seres vivos consta
de 5 etapas, donde segun la dosis, se considera ingesta de sobrevivencia,
ingesta deficiente, ingesta Optima, ingesta de toxicidad o ingesta de letalidad

descritos por Roat-Malone, R. (2002).
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Optimo

Toxicidad
Letalidad

Sobrevivencia
Deficiencia

Respuesta

Dosis de elementos esenciales

Figura 11. Curva dosis-respuesta para elementos esenciales.

Fuente: Extraido de Roat-Malone R., Bioinorganic chemistry, Wiley-Interscience, 2002.

Como se observa en la figura 11, cuando la dosis ingerida es menor a la
recomendada se considera como técnicamente como deficiencia y como
respuesta las funciones fisioldgicas comienzan a fallar o, en su defecto, a
funcionar a menor intensidad a la normal.

Luego, al seguir disminuyendo su ingesta a niveles criticos el organismo
en cuestion apenas puede sobrevivir por lo que se priorizan algunas tareas
funcionales por sobre otras, o que genera graves problemas de salud del
individuo. Sin embargo, cuando se elimina por completo la ingesta de estos
elementos de la dieta diaria, las fallas multisistémicas de algunos o6rganos
asociados a procesos importantes en el metabolismo traen por consecuencia la

muerte del organismo.
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Por otro lado, cuando la dosis ingerida supera la 6ptima, a pesar de que
sea beneficioso, se considera toxico por acumulacion, ya que no se elimina
naturalmente en su totalidad como sucede cuando la dosis se considera normal
mediante la excrecion de sudor, orina y heces fecales. Finalmente, a dosis aun
mayores a las consideradas toxicas, se clasifica como dosis letal para el
organismo y también generan fallas multiples provocando la muerte, similar al no
consumo del mismo.

Los elementos que seran parte de este estudio fueron elegidos y
seleccionados por su disponibilidad y alcance para las preparaciones de las
curvas de calibrado correspondientes, a partir de un patron multielemental
certificado. Dependiendo de la concentracion necesaria para el funcionamiento
optimo fisiolégicamente se pueden clasificar en macrominerales y elementos
trazas.

1.6.1. Macrominerales

Al respecto, Frieden, E. (1985) menciona que para mantener el equilibro
hidroelectrolitico de las funciones cerebrales y celulares, es necesario la ingesta
de macrominerales como Na, Mg, Ky Ca en forma i6nica de manera constante
ya que estos elementos se van eliminando del cuerpo diariamente mediante la
orina y sudor. Por esto, dichos elementos son considerados principales ya que

es necesario su consumo en concentraciones mayores a 50 mg/dia.
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Tabla 1. Dosis diarias recomendadas (g/kg de peso) de calcio, potasio, sodio y

magnesio.

Elemento Contenido (g/kg de peso)

Calcio 10-20

Potasio 2-25

Sodio 1-15
Magnesio 0.4-0.5

Fuente: Belitz H. D., et al. (2009). Food Chemistry. pag. 421.

Luego, se encuentran los elementos cuya concentracion al momento de la
Se consideran elementos trazas los que forman un papel fundamental de los
procesos fisioldgicos el organismo humano con una ingesta recomendada por
debajo de los 50 mg/dia que disminuye segun el elemento, ya que cuentan una
funcién bioquimica especifica como, por ejemplo, el centro metélico de proteinas
y enzimas.

1.6.2. Elementos trazas: hierro

Uno de los metales de transicion beneficiosos para el organismo es el
hierro, elemento fundamental para evitar la anemia y mantener un adecuado
namero de glébulos rojos en el sistema circulatorio, ya que el hierro es el centro
metdlico de los grupos proteicos hemo de tipo porfirinas tales como hemoglobina
(sangre) y mioglobina (tejido muscular) en células animales. En células

vegetales, el hierro esta presente en citocromos, cumpliendo la misma funcion
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para la respiracion aerdbica y anaerébica en la fotosintesis, asi como también
presente en enzimas, ya que al cambiar constantemente su estado de oxidacién
entre el Fe?* y Fe®*, entrega energia mediante la transferencia de electrones. Por
lo mismo, es recomendable su consumo de alrededor de 15 mg/dia ya sea desde

fuentes animales (carnes rojas y blancas) o fuentes vegetales.

HOOC

COOH

Figura 12. Porfirina IX de hierro correspondiente al grupo hemo b.

Fuente: Elaborado utilizando ChemDraw Ultra 7.0 y Adobe lllustrator 10.

1.6.3. Elementos trazas: cobre

Es un elemento trascendental como antioxidante mediante la catalisis de
radicales libres, asimismo en la produccion de energia en la formacion de ATP y
también presente en enzimas cuproprotéicas oxido-reductasas que ayudan a la
produccion y sintesis de hemoglobina catalizando la oxidacion de Fe (II) a Fe (111)
y la posterior reduccion, llegando a necesitarse aproximadamente una

concentracion alrededor de 1,5 mg/dia de consumo.
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El cobre esta presente en enzimas tales como la lisil-oxidasa, una
cuproproteina que es importante en la formacion de los tejidos conectivos
mediante la interaccién de colageno y elastina. En el caso del transporte de
oxigeno estd la hemocianina (enzima de cobre binuclear con dos centros
metdlicos Cu (ll) con configuracion electrénica d°) presente en moluscos y
crustaceos, dandoles su caracteristico color azul. Por otra parte, existe en el
cerebro la dopamina B-hidroxilasa, donde ocurre la hidroxilacion de la dopamina

produciendo noradrenalina, entre otros como se observa en la Figura 13.
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Figura 13. Funciones metabodlicas de las proteinas de cobre.

o

Fuente: Kaim W., Schwederski B., Klein A., Bioinorganic chemistry: Inorganic elements in the

chemistry of life, Wiley, 2013.
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1.6.4. Elementos trazas: cobalto

Este elemento es el centro metélico en su estado de oxidacion (lll) en las
cobalaminas, la cual varia segun el grupo R enlazado al centro metélico (R =
CHs, CN, OH) donde la vitamina B12 viene dada por la cianocobalamina como lo
menciona Flokers, K. (1984), esta vitamina es considerada fundamental debido
a que es necesaria y se debe adquirir mediante la dieta por ingesta de productos
en su mayoria de origen animal, tales como pescados, mariscos, carnes rojas y

blancas, huevos y lacteos.

H,N

Figura 14. Cobalamina (Vitamina B12)

Fuente: Elaborado utilizando ChemDraw Ultra 7.0 y Adobe lllustrator 10.
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La sintesis es realizada principalmente por animales herbivoros en
simbiosis con bacterias y su produccién en el ser humano no es posible. Otras
funciones enzimaticas del grupo de las cobalaminas incluyen isomerasas, dentro
de las cuales hay del tipo mutasas como dice Banerjee, C. (2003) donde ocurre
el intercambio entre las posiciones de grupos funcionales y eliminasas segun
Toraya, T. (2003) donde ocurren reacciones de eliminacion de agua del tipo
dehidratasas).

1.6.5. Elementos trazas: zinc y manganeso

Fundamental en el metabolismo enzimatico de alcoholes, grasas y
carbohidratos, necesario en una dosis aproximada de 20 mg/dia, también tiene
una funcion estructural ya que asegura y mantiene las estructuras
tridimensionales en la formacién de las células y en la sintesis de insulina en el
pancreas pudiéndose encontrar en leguminosas, frutos secos y alimentos
provenientes del mar (pescados y mariscos).

Manganeso, un elemento importante en la absorcién de vitamina E vy
sintesis de hormonas y acidos grasos descibe Folkers, K. (1984), se encuentra
principalmente en alimentos de origen vegetal tales como; (cereales, frutas y
hortalizas verdes) ya que cataliza el transporte de electrones en el proceso de la
conversion de plastoquinona en plastohidroquinona en presencia de luz, siendo
el catalizador una oligoproteina que contiene cuatro centros de manganeso como
lo establece Vignais, M. y Billoud, B. (2007). Se puede encontrar también, pero
en menor cantidad en carnes y derivados lacteos.
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1.6.6. Elementos trazas: cromo y niquel

Finalmente, Vincent, J. B. (2010) reporta que a menores concentraciones
estan el cromo y niquel, siendo para el primero su dosis ideal bajo 200 pug,
importante para la actividad de la insulina en el metabolismo de la glucosa siendo
parte de factor de tolerancia de la glucosa (GTF) en su estado de oxidacion de
Cr (ll) (Figura 17) ayudando a disminuir enfermedades cardiovasculares como
comenta Vincent, J. (2012). Este elemento estd biodisponible en dietas de
cereales de granos integrales en altas concentraciones, y en frutas y vegetales a
menores dosis.

Mientras que el niquel, se encuentra en el centro metalico enzimatico de
la ureasa de forma binuclear, que se encuentra disponible en alimentos tipo
leguminosas (Figura 15), esta enzima es la responsable de descomponer la urea

en diéxido de carbono y amoniaco segun indica la siguiente reaccion:

urease

HoN-CO—NH, + Ho0 [HoN-COO™ + NH; | — 2NHz + CO;

Figura 15. Reaccién de descomposicion de la urea via ureasa.

Fuente: Kaim, W., Schwederski. B., Klein, A., Bioinorganic chemistry: Inorganic elements
in the chemistry of life, Wiley, 2013.
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Figura 16. Sitio activo de ureasa con centros metalicos de niquel.

Fuente: Benini, S., Rypniewski W.R., Wilson K. S., Miletti, S., Ciurli S., and Mangani S., “A new
proposal for urease mechanism based on the crystal structures of the native and inhibited
enzyme from Bacillus pasteurii: why urea hydrolysis costs two nickels,” Structure, vol. 7, no. 2,
pp. 205-216, 1999.

Figura 17. Factor de tolerancia de glucosa (GTF) con centro metalico de cromo.
Fuente: Elaboracién propia utilizando ChemDraw Ultra 7.0.

Por otra parte, también hay elementos también llamados ultra-trazas, que
a dosis bajas pudiesen ser tdxicos y nocivos para el organismo de los seres vivos

tanto vegetales como animales (Li, Ga, Sr, Ag, Cd, In, Ba, Pb y Bi), asi como
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también algunos elementos beneficiosos para la salud, como algunos de los que
fueron nombrados anteriormente, que en dosis superiores a la definida por un
limite diario de consumo expresada ya sea en forma general (por dia), o por
kilogramo de peso del individuo que consuma el alimento, el cual varia y depende
de la organizacién gubernamental dedicada al sistema de salud de cada pais.

Ademas, entran en esta clasificacion los elementos a los cuales no se les
ha descubierto una importancia biolégica en los procesos fisiologicos de los seres
Vivos y por su poca disponibilidad y abundancia tanto como en suelo, agua y aire
como los elementos ultra trazas.

1.6.7. Elementos ultra trazas: estroncio

Pors Nielsen, S. (2004) clasifica los elementos como dafiinos por su
reactividad o competencia con otros elementos de un tamafio y estado de
oxidacion similar, como es el caso del estroncio (Sr?*) compite con el calcio (Ca?*)
en el desarrollo 6seo temprano provocando malformaciones tales como huesos
mas grandes y densos de lo normal en el caso de dosis altas al intercambiarse
por el cation calcio en la hidroxiapatita (Caio(POa4)s(OH)2), aunque esta
documentado bibliograficamente el uso de ranelato de estroncio (C12HsN20sgSSr2)
como medicamento para la osteoporosis en mujeres postmenopausicas, también
tiene efectos secundarios al momento del inicio del tratamiento tales como
problemas digestivos y gastrointestinales llegando hasta problemas cardiacos
producidos por tromboembolias pulmonares mencionadas por Sanchez, A.
(2016)
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Figura 18. Ranelato de estroncio.

Fuente: Barbu, H., Andreescu, C. Raluca Monica, C., Lorean, A., Podariu, A. Bechir, A.
(2014). Effect of Strontium Ranelate on Maxillary Bone Density. Revista de Chimie -Bucharest-
Original Edition-. 66. 244.

1.6.8. Elementos ultra trazas: litio y plomo

En el caso del litio en el organismo, su acumulacion progresiva en el
tiempo tras la ingesta de medicamentos basados en el principio activo del cation
Li*, como, por ejemplo, el carbonato de litio (Li2CO3) para el tratamiento de
problemas psiquiatricos, genera una alteracion y deterioro en la glandula tiroides,
llegando a provocar en algunos casos hipotiroidismo y algunos problemas
renales como demostraron Aral, H. y Vecchio-Sadus, A. (2016). Deverel, S. et al.
(2011) refieren que en los suelos se puede encontrar en arcillas o en aguas con
concentraciones altas de Na y K, su toxicidad en plantas ha sido reportada a
valores menores de 100 pg/L en aguas de regadio.

Los efectos dafinos del plomo han sido reportados a través de la historia
desde la antigiiedad en el proceso de la metalurgia de otros metales como oro,
plata y cobre hasta la revolucién industrial donde es parte importante de las
baterias para automoviles, pigmentos y aditivos para combustibles. Al respecto,

Benetou-Marantidou, A. et al. (1988) resefian que la intoxicacion por acumulacion
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de plomo en la sangre se denomina plumbosis o saturnismo, que altera la
produccion de hemoglobina y dafios neuronales por el transporte de plomo en la
sangre.

1.6.9. Elementos ultra trazas: cadmio y boro

Nordberg, G. F. (2009) describe como el cadmio ha sido reportado como
un elemento mas toxico que el plomo ya que requiere una dosis menor para ser
letal en el organismo de un ser vivo, generalmente ingerido en aguas
contaminada que se utilizan de regadio para plantaciones y mediante el consumo
de cigarrillos, lo que provoca desde problemas renales y hepéticos hasta
potenciales agentes carcindgenos por su alta capacidad tiofilica lo que lo hace
mas reactivo en la cisteina reemplazando y desplazando al zinc en la formacién
de enzimas y también por su tamafio similar al calcio, una competencia con el
estroncio en el tejido 6seo.

Con relacion al boro, EPA (1997) establece que presenta una dualidad en
su esencialidad y toxicidad dependiendo de su dosis, es utilizado como
suplemento medicinal para el tratamiento de osteoporosis y fortalecimiento de
huesos, como también para incrementar el nivel de testosterona en la ingesta de
productos para aumentar la masa muscular en bajas dosis de aproximadamente
1 mg/dia. La toxicidad viene dada por la presencia de este elemento en productos
de limpieza (&cido borico o bdrax), en ceramicos y en pesticidas en la agricultura,
gue trae como consecuencias problemas gastrointestinales y cardiovasculares,

también afecciones renales y dérmicas. Kot, F. (2009) establece que esta
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asimilacion del organismo humano podria darse por sus propiedades como su
tamafio pequefio y alta energia de ionizacion generando enlaces covalentes en
lugar de enlaces metalicos.

1.6.10. Elementos ultra trazas: galio y plata

Para el galio, otro elemento que es utilizado en medicina, especificamente
como farmaco para el tratamiento de cancer y problemas asociados a los huesos,
es importante resaltar que mediante la alteracion de la concentracion de calcio
del organismo y su concentracion se incrementa su toxicidad debido a la
acumulacion como lo menciona Chitambar, C. (2010). Este elemento no es
abundante en los suelos y en la naturaleza por lo que su concentracién podria
ser del orden de los partes por billén o pudiese estar por debajo de ella.

Se puede encontrar plata abundante como mineral en los suelos,
especialmente en Chile, siendo uno de los paises que exportan este metal
precioso junto a Perd, México y China informado por Geological Survey, U.;
(2021). Algunas sales como el nitrato de plata mediante la ingestién o inhalacion
tiene la tendencia de producir cancer al estar presentes en el sistema circulatorio,
la deposicion de estas sales en algunos tejidos produce una enfermedad llamada
argiria, como lo mencionan en sus investigaciones Kubba, A. et al. (2013).

En estos casos, los niveles normales de concentracién son de alrededor
de 1 mgy su dosis letal 50 a 500 mg/kg de peso del individuo, como lo establecen
Drake, P. y Hazelwood, K. (2005). Otros efectos producidos por la alta
concentracién en acumulacion crénica de plata en el organismo son dafios
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renales, pulmonares y hepéticos. Naturalmente a niveles de suelo para
agricultura es dificil encontrar niveles considerables de este elemento, sin
embargo, es posible encontrarlas en el caso de que se usasen pesticidas o
fungicidas basados en sales de plata 0 nanoparticulas de plata, las cuales afectan
su concentracién y acumulacion progresiva en aguas y plantas como describen
Manimegalai, G. et al. (2011).

1.6.11. Elementos ultra trazas: bario, indio y bismuto

Los compuestos mas comunes de encontrar de bario corresponden a los
sulfatos y carbonatos, los cuales son insolubles en agua y se acumulan en el
suelo y en aguas duras. La concentracion de bario en el agua puede llegar a 30
ppb hasta 300 ppb en zonas de depdsitos de minerales, como se refleja en
ATSDR (2016). Su toxicidad no viene dada por una alta dosis ingerida de una
sola vez, sino que, a través de la acumulacion en el organismo, la cual
progresivamente resulta en problemas cardiacos y renales.

La concentracion acumulada de indio en el organismo ha mostrado efectos
negativos en mamiferos ya que progresivamente en el tiempo es capaz de
disminuir la concentracion de prolactina plasmatica, hormona que estimula la
produccion de leche en las glandulas mamarias, también tiene consecuencias
embriotoxicas y teratdgenas en mujeres embarazadas sometidas a la exposicion
prolongada de este metal, utilizado farmacol6gicamente como indicador
radioactivo para la deteccion de tumores y fibrosis pulmonar, también es utilizado

industrialmente en joyeria y como anticorrosivo mencionado por Polmear, 1. J.
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(1993). Su disponibilidad en los suelos es a nivel ultra traza por lo que similar al
galio, podria encontrarse a niveles de ppt tanto como en aire y agua.

Por otra parte; Domenico, P. et al. (1996) mencionan que el bismuto es
utiizado en forma de medicamento para el tratamiento de enfermedades
digestivas como las ulceras gastricas y duodenales en forma de sales como
citratos, subcitratos y subnitratos los cuales ayudan a mantener la mucosa
gastrica en contra de la Helicobacter pylori mediante la inhibicion del transporte
de hierro en la interaccidén con bacterias gram-negativas cuando esta con estado
de oxidacion Bi (Ill) en forma de guelatos. Su concentracion en suelos es del
orden de los 250 a 350 ppb en suelos ricos en plomo y cobre informado por

Bowen, H. (1979).

1.7 Figuras de mérito del método.

Para el desarrollo de este trabajo se determinaron algunos parametros
analiticos para demostrar su confiabilidad, repetibilidad y reproducibilidad, dentro
de los cuales estan:

e Limite de deteccién (LOD): cantidad o concentracion minima que puede

ser detectada por el método analitico utilizado a partir de la medicioén de

un blanco y que es diferenciable del blanco.

LOD = x+3SD
X = media aritmética.
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SD: Desviacion estandar.

Limite de cuantificacion (LOQ): menor concentracién que puede ser

determinada por el método con precision o exactitud dados.
LOD = x+10SD

X = media aritmética.
SD: Desviacion estandar.

Linealidad: capacidad del método para entregar resultados proporcionales
a la concentracion del analito en el intervalo de trabajo.
y=mx+b»b

m = pendiente de la ecuacién de la recta

b = intercepto de la recta con el origen.

- Z(mi_j)(yi—?)
V(@ - 22X (s - 9)°

r = coeficiente de correlacién de Pearson.

b2
R2 - r;l

oY

t=1

b
=l

)2

=~

)2

-

R2 = coeficiente de determinacion.

Sensibilidad: capacidad del método para registrar pequefias variaciones

de la concentracion del analito.
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m = pendiente de la ecuacion de la recta

SD: Desviacion estandar.

Precision: para asumir que un meétodo es reproducible independiente del

operador y/o dia en que se ejecuta es necesaria la concordancia entre los
resultados obtenidos de forma idéntica mediante la determinacion de la
desviacion estandar (SD), con resultados representativos de un universo

de datos con la siguiente formula:

n (xi — %2)

n—1

SD =

Para establecer su exactitud y precision, en reemplazo de un material de
referencia certificado se utilizara el método de recuperacion (Recovery) en
donde la exactitud se expresara en porcentaje de recuperacion (% R)
comparando la concentracion inicial de la muestra, el patron afiadido y la
concentracién sumada al patrén para determinar si existen interferencias

por parte de la matriz.

Y — Xo
%R:T x 100

Xo = Concentracion inicial de la muestra.
Xi = Concentracion del patron afiadido a la muestra.

Y = Concentracién de la muestra tras afiadir el patrén.
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2. HIPOTESIS

El presente trabajo de investigacion se sustenta en base a la literatura

estudiada por lo cual fue posible plantear las siguientes hipétesis:

1)

2)

Las concentraciones de los elementos Na, Mg, K, Ca, Cr, Mn, Fe,
Co, Ni, Cu y Zn en distintos tipos de semillas de alforfén utilizado
estaran estrechamente relacionadas entre si, sin tener en cuenta al
contenido de dichos elementos en los suelos donde se desarrolla

al cultivar.

Alforfon presentara baja absorcion de elementos nocivos y toxicos

para la salud como Li, B, Ga, Sr, Ag, Cd, In, Ba, Pb, Bi, que se

afladan exprofeso a los suelos de cultivo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la concentracion de los elementos esenciales Na, Mg, K, Ca,
Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zny toxicos Li, B, Ga, Sr, Ag, Cd, In, Ba, Pb, Bi en pg/kg
o mg/kg en las muestras segun correspondan, de semillas de alforfon y harina
comercial con la finalidad de establecer una correlacion entre las matrices y asi
conocer la capacidad de absorcion de los elementos toxicos presentes en el suelo

por parte del pseudocereal durante su germinacion.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar la concentracién de los elementos seleccionados en semilla'y
harina de alforfén.

2. Establecer correlaciones entre las concentraciones elementales de las
matrices analizadas.

3. Determinar si el andlisis de nuevas semillas es suficiente para afirmar la

capacidad de absorcion de ciertos elementos por parte de la planta.
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4. METODOLOGIA DE TRABAJO

Se realiz6 un andlisis para determinar la concentracion multielemental de
una cosecha de semillas de alforfén para tener referencia base, la cual se utilizé
para comparar con los resultados obtenidos de la linea base de las nuevas
semillas producto de la adiciéon contaminante exprofeso en los suelos. De esta
forma se realizé también una comparacion con la harina comercial de trigo
sarraceno

Una porcion de las semillas se sembro6 en un suelo controlado al adicionar
exprofeso de elementos de 5 mL por cada 500 gramos de suelo de una disolucion
de 10 mg/L de un patrén multielemental, como refiere la bibliografia consultada,
afadiendo en total aproximadamente 100 ug/L de cada elemento al suelo segun

Cabezas, J. et al. (2004).

Suelo
fortificado con
100 pg/L de
cada
elemento.

Preparacion

disolucion 10 Adicion de S

mL de

mg/L a partir
de patrén
1000 mgl/L.

disolucién 10
mg/L al suelo.

Figura 19. Diagrama de contaminacion del suelo.
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Figura 20. Siembra en invernadero de semillas de alforfén.

La harina de trigo sarraceno comercial disponible en el mercado analizada,
corresponde a una elaborada en Estados Unidos por la empresa Bob’s Red Mill,
comercializada por la cadena de supermercados Jumbo.

La etapa de digestion de las muestras a analizar en sus tres matrices fue
llevada a cabo en un horno de microondas marca Milestones RL ETHOS UP,
equipo que también estd ubicado en dependencias del Servicio y Asistencia
Tecnolégica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de
Concepcion.

Este proceso de digestion tiene la gran ventaja de que al realizarse en
compartimientos cerrados herméticamente se evita la pérdida de elementos de
interés volatiles a altas temperaturas, o contaminacion cruzada de la muestra por

parte del ambiente, casos que ocurren en digestion en arena caliente o en
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planchas calefactoras, por lo que es muy favorable para la exactitud de los
andlisis.

Estos compartimientos resistentes a alta presibn son agitados
constantemente en un rotor SK-15 easyTEMP, el cual permite una digestion

simultanea de 15 muestras con capacidad de hasta 100 mL.

ETHOS UP

i‘
|

o folb o
l 1
! ]
e . 1l .o
! B ] 1

Figura 21. Horno de microondas Milestones RL ETHOS UP.

Fuente: milestonesrl.com

Por otra parte, consta de un software easyCONTROL en su terminal donde
dependiendo del tipo de muestra aconseja emplear una cantidad optima de
muestra requerida para la digestién, asimismo la concentracién de la matriz
necesaria segun el tipo de muestra ya sea organica (alimentos, tejidos, farmacos,

petroquimica o suelos) o inorganicos (metales o minerales).
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Igualmente, este software controla las tres etapas de la digestion
(calentamiento, digestién y enfriamiento) mediante la programacion previa de
tiempo, temperatura y presion de cada etapa dependiendo de cada método a
utilizar. El software consta de varios procedimientos precargados aprobados por
la US-EPA (Agencia de Proteccion al Medioambiente de Estados Unidos) en

varios idiomas.

-_— US EPA 3052

C
200

150
100

50

5 10 15 20 min

Figura 22. Software easyCONTROL de la terminal del microondas.

Fuente: milestonesrl.com

4.1 Tratamiento de la muestra de alforfon Fagopyrum esculentum

Las muestras de Fagopyrum esculentum, fueron molidas con mortero de
agata para la reduccion de su tamafio y separacion de su cascara mediante
tamizado de media pulgada.

Posteriormente fueron digeridas en Horno de microondas Milestones RL

ETHOS UP usando 10 mL una mezcla &cido-oxidante correspondiente a &cido
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nitrico y peroxido de hidrégeno en proporciones 9:1 (v/v) segin métodos para
cereales tipo semillas (Milestone ETHOS UP Method SK-FOOD-044 Sunflower
sedes y SK-FOOD-052 Barley) métodos utilizados para muestras de semillas de
maravilla y cebada respectivamente y harinas con una masa aproximadamente

de 0,250 g de muestra.

0,250 g muestra seca

Adicion 9 mL HNO; y 1 mL H,0,

Digestion en microondas
Almacenamiento en tubos falcon
Filtracidén con 0,22 um
Aforo con agua ultra pura

Analisis con ICP-MS

Figura 23. Diagrama de flujo del método.

Las muestras fueron calentadas por 15 minutos hasta alcanzar 140°C,
luego 45 minutos de digestion y finalmente 15 minutos de enfriamiento hasta

temperatura ambiente. Luego, estas fueron transferidas a tubos Falcon de 50 mL
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previa eliminacion de vapores de didxido nitroso, para luego ser filtradas
mediante jeringas Y filtros de 0,22 um para ser aforadas a 50 mL. Tras eso, se
tomaron 5 mL para la dilucion respectiva aforando nuevamente a 50 mL y se
filtraron nuevamente para evitar la aparicion de solidos en suspension al instante
previo de la medicion.

Este procedimiento se utilizo tanto como para las semillas de alforfén como
para la harina comercial, omitiendo en este ultimo caso la molienda mediante
mortero ya que las muestras venian molidas. Estas muestras fueron sembradas
la segunda semana de noviembre de 2019 y cosechadas la primera semana de
abril de 2020 con trilladora, limpieza mediante aireado en frio, molienda en molino
Fidibus XL Ultra y tamizado en tamices SISA, con granulometria entre 200 y 500

micrometros.

4.2 Determinacion de concentraciones de elementos de la semilla.

Cada andlisis de las muestras se realiz6 en triplicado tanto como para la
semilla inicial, las semillas cosechadas y la harina comercial, asi como también
los blancos de cada matriz, mientras que la curva de calibrado sélo se realiz6 una
vez por medicién por disponibilidad de reactivos.

La determinacion de las concentraciones de los elementos en estudio se
llevé a cabo mediante ICP-MS, donde las posibles interferencias fueron ajustadas
con el cambio del is6topo a determinar, cuando esto fue posible.

Alternativamente, el instrumento cuenta con el sistema de Discriminacion
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por Energia Cinética (KED) con el fin de determinar las interferencias isobéricas,

y para todas las mediciones se utilizara como gas plasmdgeno el argon.

4.2.1 Curva de Calibrado

La curva de calibrado inicial fue preparada desde un patron multielemento
1000 mg/L Merck, donde las concentraciones elegidas para el primer barrido
seran 1, 3, 5y 10 mg/L con &cido nitrico al 5% v/v para muestras de semillas y
harina, mientras que para muestras de suelo la concentracion de acido nitrico es
de 3% v/v.

Los elementos presentes en este patron multielemento son los siguientes
Li, B, Na, Mg, Al, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, Sr, Ag, Cd, In, Ba, Pby
Bi.

Luego, se realizaron 4 curvas de calibrado donde las concentraciones
seran:

a)l,3,5y10 ug/L.

b) 10, 25, 50 y 100 pg/L.

c) 100, 250, 500 y 1000 ug/L.

d) 1 a5 mg/L. (Segun elemento en F-AAS)

Las muestras de semillas y harina digeridas fueron diluidas para lograr

llegar a una concentracion final de 5% v/v de acido nitrico, dicho factor de dilucién
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sera aplicado para la cuantificacion de resultados, los cuales son f=10 para

muestras de semillas y harina, al igual que para muestras de suelo.

4.2.2 Cuantificacion de resultados
Los resultados del espectrémetro ICP-MS son entregados en ppm (mg/L)
por lo que fueron reconvertidos y reportados en mg de elemento por kg de

muestra (mg/kg) utilizando la siguiente férmula:

., (Mg
Concentracion (—)
kg

_ Concentracion (mg/L) * Volumen muestra (L) * 1000 g
B masa muestra (g) * 1 kg xf

Figura 24.Férmula de conversion de mg/L (ppm) a mg/kg de muestra.

Donde el volumen de muestra es de 0,050 L (aforo) y la masa de muestra
sera cercana a 0,250 g como ha sido sefialado el punto anterior, ademas se
considera el factor de dilucion respectivo asociado.

Ademas, la formula también sirvié para la conversion de pg/L a pg de

elemento por kg de muestra (pg/kg).
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5. RESULTADOS

Se analizan seis tipos de muestras correspondientes a semillas de la
cosecha 2018 (S), harina comercial (H), semilla cruda de la cosecha 2019 seca
(C), semilla cruda himeda de la cosecha 2019 (CH), semilla cruda tamizada fina
(F) y semilla cruda tamizada ultrasénica powder (P), para las cuales sus
concentraciones seran expresadas en pg/L o mg/L segun corresponda la curva
de calibracion utilizada. Las figuras de mérito analiticas que se muestran a
continuacion fueron calculadas mediante las formulas indicadas en el apartado

1.7 de la introduccioén.

5.1 Determinacion de elementos encontrados por debajo de los Limites de

Deteccion y Cuantificacién.

En consideracion a los limites de deteccion y cuantificacion para la curva
de 1 a 10 pg/L de cada elemento mostrado en la tabla 2, no se considera a ningun
elemento como bajo el limite de deteccibn a excepcion de litio y galio por
concentraciéon calculada previamente, al igual que el descarte de medicion de
plata, indio y cadmio ya considerados no detectables antes de la dilucién
realizada a las muestras analizadas en un ensayo previo a esta investigacion.

También para el galio se logré observar que fue el Unico donde se obtuvo

un valor mayor en concentracion al limite de deteccion (muestra S), pero inferior
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al limite de cuantificacion, por lo que se puede discutir que es posible detectar
galio en la muestra, ya que no es confiable su cuantificacion en este trabajo. Este
tipo de error es llamado tipo | o falso positivo. Para estos casos se utiliza el

concepto de Limite critico (LC), que corresponde a:

Limite de Deteccidon

Limite critico (LC) = >

Esto sirve para identificar que la probabilidad de que el analito esté
presente en la muestra, pero no pueda detectarse ni cuantificarse, en este caso
los valores obtenidos para plata, cadmio e indio estan por debajo del limite critico
por las concentraciones de los blancos, por lo que se asume que no estan
presentes en la muestra.

Se logra cuantificar en bajas concentraciones cobalto y galio, mientras que

las demas estan por debajo de los limites de deteccién y cuantificacion.

Tabla 2. Calibracién y limites de deteccién para litio, cobalto, galio, plata, cadmio e indio en
solucién (ug/L).

foi
5 Coe |C|§nte_qe LOD LOQ
Elemento Ecuacion de la recta Determinacion
» (Hg/L) (Hg/L)
(R?)

L Y = 4915X+ 1219 0,99893 0,02 0,08
59Co Y = 85887X+10238 0,99939 0,01 0,04
69Ga Y = 97932X+ 17765 0,99692 0,02 0,06
107Ag Y = 441480X + 1423451 0,99472 0,001 0,003
114Cd Y = 67780X - 36654 0,98498 0,02 0,05
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19n Y =411421X - 258855 0,97892 0,004 0,014

Tabla 3. Concentraciones de litio, cobalto, galio, plata, cadmio e indio en ppb (ug/L).

Concentracion (ug/L)
S H CH C F P
Li <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
%Co 0,26 £+ 0,02 | 0,04 + 0,18 | <LOD <LOD <LOD <LOD
®Ga |0,46+0,01 <LOD <LOD | 0,70+0,02 /1,1+0,3|1,0+0,1

Elemento

107Ag <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
14Cd <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
199n <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

S: Semilla cosecha 2018. H: Harina comercial. CH: Cosecha 2020 humeda. C: Cosecha 2020
seca. F: Semilla tamizado fino. P: Semilla tamizado ultrasonido.

5.2 Determinaciéon de elementos encontrados entre 1y 10 pg/L.

Dentro de los elementos detectables que se encontraron dentro de la curva
de calibrado mas baja utilizada en este estudio, se lograron detectar y cuantificar
elementos como cromo, niquel, cobalto y bismuto.

Para el niquel, a pesar de que el isétopo que se deberia escoger segun el
apartado 7 (Discusiones) es el %8Ni por sobre el ®*Ni segln su abundancia, en
este estudio se logré cuantificar de mejor manera el isotopo ¢°Ni que el %8Ni, por

razones asociadas a tener un limite de deteccion y un limite de cuantificacion
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menor en comparacion al isétopo mencionado, por lo que se eligié el isotopo °Ni

para discusiones y conclusiones del trabajo realizado.

Por otro lado, se seleccioné este isétopo ya que al estar dentro de los

parametros de la curva de calibrado utilizada, se evita una diluciéon de la

disolucién, y ademas sortear los errores asociados que conlleva la misma.

Para la medicion del cobalto y cromo, se logra detectar y cuantificar en

algunas muestras, pero en bajas concentraciones mientras que, para otras

muestras, éstas se encuentran bajo los limites de deteccion y cuantificacion. Para

el plomo y bismuto, se logra cuantificar de adecuadamente las concentraciones

en la muestra.

Tabla 4. Calibracién y limites de deteccion para cromo, niquel, plomo y bismuto en solucién (ug/L).

5 Coeflcu.ante.(?e LOD LOQ
Elemento Ecuacion de la recta Determinacién
2 (Hg/L) (Hg/L)
(R?)

52Cr Y =82012X+25131 0,99834 0,03 0,09
60N Y = 43234X+ 30795 0,99578 0,09 0,30
208pfy Y = 48868X+ 65778 0,99514 0,36 1,09
209B;j Y =1182807X - 327990 0,99119 0,003 0,010
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Tabla 5. Concentraciones de cromo, niquel, plomo y bismuto en pg/L.

Concentracion (ug/L)
Elemento
S H CH C F P
S2Cr 32+18 | 44+£03 | 1,0£0,7 <LOD |1,0+0,8| <LOD
60N 97+30 | 54+19 | 68+£10 | 85+06 [{88+0,3|/7,4%£0,8
208pp 27+03 0,74+08| 1,8+0,3 |[3,9+0,04|15+0,3/2,3%£0,3
209Bj 92+09 63+05|84+01 86+01 |72+04|7,1%+0,1

S: Semilla cosecha 2018. H: Harina comercial. CH: Cosecha 2020 hiumeda. C: Cosecha 2020

seca. F: Semilla tamizado fino. P: Semilla tamizado ultrasonido.

5.3 Determinacién de elementos encontrados entre 10y 100 ug/L.

Dentro de los elementos encontrados entre 10 y 100 pg/L, se determinaron

y cuantificaron boro, manganeso, cobre, estroncio y bario sin ningun problema ya

gue, en muestras reales correspondientes a cereales y pseudocereales, estos

elementos son mas abundantes que los analizados anteriormente.

Tabla 6. Calibracion y limites de deteccion para boro, manganeso, cobre, estroncio y bario en

solucion (ug/L).

5 Coeflcu_ante _qle LOD LOQ

Elemento| Ecuacion delarecta |Determinacion
2 (Hg/L) (Mg/L)

(R9)

11 Y= 15063X + 68374 0,99462 0,08 0,25
55Mn Y=475097X + 2531237 0,99043 0,007 0,023
65Cu Y=93730X + 674190 0,99090 0,24 0,81
88y Y= 124482X + 40161 0,99565 0,12 0,41
138Ba Y= 141722X - 62629 0,99497 0,06 0,20
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Tabla 7. Concentraciones de boro, manganeso, cobre, estroncio y bario en ppb (pg/L).

Concentracion (ug/L)
S H CH C F P
1B 82+2 76+3 [52+2|69+3 |32+04 |49+04
5Mn 81+ 18 62+3 [93+3|129+7| 63+6 |62+04
%5Cu 72+3 59+4 |80x5| 74+4 | 71+24|62+0,3
883y 33+3 17+2 |19+3|4151*| 137 19+2
138Ba 294 203 2+4 |20+17| 25%5 13+1

Elemento

*La concentracion de Sr de la muestra C no tiene desviacién estandar ya que uno de los valores

obtenidos del duplicado estaba por debajo del limite de cuantificacion y deteccion.

S: Semilla cosecha 2018. H: Harina comercial. CH: Cosecha 2020 humeda. C: Cosecha 2020

seca. F: Semilla tamizado fino. P: Semilla tamizado ultrasonido.

5.4 Determinacion de elementos encontrados entre 100 y 1000 pg/L.

Para esta curva se cuantificaron los dos metales més abundantes en este
tipo de muestras, como lo son el hierro y el zinc, con algunos problemas para la

determinacion de zinc en 3 muestras.

Tabla 8. Calibracién y limites de deteccién para hierro y zinc en ppb (ug/L).

5 Coeflcu.ante.qle LOD LOQ
Elemento | Ecuacién de la recta | Determinacion
» (Mg/L) (Mg/L)
(R
SFe Y=2041X + 27874 0,9996 0,79 2,62
647n Y= 14835X + 891720 0,9949 2,06 6,85
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Tabla 9. Concentraciones de hierro y zinc en ppb (pg/L).

Concentracion (ug/L)
S H CH C F P
SFe 239+33 | 159+3 | 128+5 (427 +28| 124+4 | 156+ 5
64Zn 133+15 | 16 +15 | 144+21 | <LOD <LOD <LOD

Elemento

S: Semilla cosecha 2018. H: Harina comercial. CH: Cosecha 2020 humeda. C: Cosecha 2020
seca. F: Semilla tamizado fino. P: Semilla tamizado ultrasonido.

5.5 Determinacién de elementos encontrados entre 1y 25 mg/L.

La técnica de ICP-MS, no suele ser usada para cuantificar elementos con
concentracion por encima de 1 mg/L; en consecuencia, es necesario buscar una
técnica alternativa para poder cuantificar estos elementos. Para este estudio se
selecciona la técnica de absorcion atomica de llama (F-AAS) para poder medir
elementos como sodio, magnesio, potasio y calcio. Estos elementos son
abundantes en muestras de materia organica o en suelos donde se suelen plantar
cereales y pseudocereales, ademas de estar presentes también en aguas de

regadio, obteniéndose los siguientes resultados.
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Tabla 10. Calibracién para sodio, magnesio, potasio y calcio.

Coeficiente de
Elemento Ecuacion de la recta Determinacién
(R?)
Na Y =0,2174X + 0,0089 0,9994
Mg Y =0,2369X + 0,0083 0,9942
K Y =0,1212X + 0,0051 0,9995
Ca Y =0,1687 X + 0,0213 0,9955

Tabla 11. Concentraciones de sodio, magnesio, potasio y calcio en ppm (mg/L).

Concentracion (mg/L)

Elemento
S H CH C F P
Na 96+0,2 [12,0+£0,3| 54+15 | 68+13 | 49+12 | 9,2+£0,2
Mg 132+19|168+1,1 | 174+05|14,7+£19| 3,205 | 79%£1,5
K 308+25/214+£18|27,7+£09/38,2+19|19,2+1,1|16,3+5,3
Ca 13,7+0,2| 49+15 |105+09|123+2,1| 68+0,6 | 14,7+0,2

S: Semilla cosecha 2018

. H: Harina comercial. CH: Cosecha 2020 humeda. C: Cosecha 2020

seca. F: Semilla tamizado fino. P: Semilla tamizado ultrasonido.
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6. DISCUSIONES

El disefio del método a utilizar consideré una cosecha de trigo sarraceno
del afio 2018 para establecerla como linea base, la cual, tras el tratamiento
mecanico y quimico, fueron cuantificadas en el espectrémetro de masas por
plasma acoplado inductivamente, esta muestra corresponde a la identificada
como S.

Para las mediciones en primer lugar se realizo la seleccién de los isétopos
de los elementos a analizar con la finalidad de eliminar interferencias que puedan
alterar la confiabilidad de los datos que se obtuviesen, en un principio se
descartaran automaticamente aquellos elementos que tengan como interferentes
aductos que se formen con el isétopo “°Ar*, que se forma por ser el gas
plasmégeno.

También se apartaran los aductos que se formen con los elementos de la
matriz, en este caso, al ser acido nitrico (HNO3), se trataran de seleccionar los
is6topos que no tengan aductos con 'H*, “N* y 180" en caso de que fuese
posible. Otro criterio de seleccion es la abundancia relativa, por lo que en el caso
de que el is6topo mas abundante tenga muchas interferencias, se elegira al
siguiente en abundancia hasta encontrar uno que evita tener interferentes.

De los denominados en este estudio como analitos “esenciales”, hay 3
elementos que tienen un 100% de abundancia de un unico isétopo, los cuales

son el 2°Na, **Mn y %°Co y de los “téxicos” sélo se encuentra al 2°°Bi.
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De los elementos restantes, se pueden ver en las tablas 12 y 13 el is6topo

escogido, la abundancia del mismo y la razon por la cual se elige como, por

ejemplo, la existencia de interferentes altamente probables de encontrar en la

disolucion.

Tabla 12. Tabla de is6topos escogidos, abundancia y posibles interferentes de los

Isétopo escogido

2Na

24Mg

39K
>2Cr

S’Fe

58Ni

elementos considerados esenciales.

Abundancia relativa

100 %

79 % (Mg 10% y
26Mg 11 %)

93% (41K 7%)
2% (“°Ca 97%)
84% (53Cr 10%)

100 %

2% (>*Fe 6% Yy %¢Fe
92%)

68% (°Ni 26%)
100 %

31% (53Cu 69%)

49% (56Zn 28% y %8Zn

19%)

Posibles interferencias

No tiene

24Mg (12C2+) 25Mg (12C2_1H+)
26Mg (lZC-l4N+, 12C2_1H2+)

41K (40Ar'1H+)
40Ca (“°Ar)
52Cr (40Ar'12N+)
40Ar-l4N+-1H+’ 23Na_328+

56|:e (40Ar_160+ y 40Ca_160+)

60Ni (23Na_37C|+)
24Mg_35c|+

63Cy (4°Ar-23N a+’ 40Ca-23N a+)

64Zn (328-1602+)
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Tabla 13. Tabla de is6topos escogidos, abundancia y posibles interferentes de

elementos considerados toxicos.

Isétopo

_ Abundancia relativa Posibles interferencias
escogido
Li 93% (5Li 6%)
up 80% (1°B 20%)
Interferentes de CI-O-O y S-
69Ga 60% (" Ga 40%)
0-0
107Ag 52% (1°°Ag 48%) Interferentes Zr-O
112Cd (40Ar2_1602+ y 40Ca2_
14cq 29% (112Cd 24%)
1602+)
15| 96% (13In 4%)
71% (1*"Ba 11%, 1*%Ba
138Ba 8%, 13°Ba 7% y '**Ba Interferentes de Ru-O
23%)
52% (2°5Pb 24% y 2°7Pb
208pp Interferentes de Pt-O e Ir-O
229%)
209B;j 100 % Interferentes de Ir-O

Por otra parte, algunos elementos pueden ser escogidos para aplicar un
método llamado KED (Kinetic Energy Discrimination), lo cual permite una

diferenciacion del is6topo de interés con el aducto, por la energia cinética que
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estos adquieren dentro del detector de cuadrupolo descritos en la introduccién de
esta tesis.

Para este estudio, los elementos de la tabla peridédica permitidos para
realizar un andlisis por KED son los siguientes is6topos: 2*Mg, 2’Al, K, 52Cr,
5Mn, %0 Co y 197 Ag. Las intensidades de las sefiales son mayores para las
medidas en el método estandar que las medidas con el método KED lo que dara
una mayor precision de las mediciones realizadas y una confiabilidad a los datos
obtenidos.

En un comienzo y estudio preliminar, se planific6 un método donde se
realizaba una correlacion estrecha entre diferentes cosechas de una misma
familia de semillas en condiciones de crecimiento natural, la que no fue posible
debido a diversos factores relacionados con la contingencia pandémica,
sembrandose en condiciones de invernadero otra familia de semillas sin relacion
alguna a las semillas de la cosecha 2018 sembrada en Concepcion y, ademas,
se desestima el analisis multielemental del suelo por razones de tiempo y
disponibilidad de recursos. De la misma forma se intento realizar una analogia y
analisis entre las semillas de las cosechas 2018 y 2020, en conjunto con harina
comercial de alforfon.

Las condiciones de la siembra en invernadero fueron las siguientes:
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Tabla 14. Condiciones de invernadero.

Condiciones de invernadero

Radiacion 12 horas
Temperatura 20°C
Humedad 70%

6.1 Determinacion de elementos encontrados por debajo de los Limites de

Deteccion y Cuantificacion.

Los elementos por debajo de los limites de deteccion calculados como el
litio, cobalto, galio, plata, cadmio e indio, al estar también bajo el limite de
cuantificacion su concentracion no es posible de determinar, por lo que calcular
el minimo del consumo diario permitido (mg/dia o0 mg/100g) no es posible como
tampoco su calculo de mg de elemento por kilogramo de muestra. Ademas, por
ejemplo, para la consideracién de la concentracion de litio en suelos del sur de
Chile es muy baja como para que pueda ser absorbido por la planta de trigo
sarraceno o por cualquier planta por las condiciones humedas del clima y su
biodisponibilidad en el mismo suelo, mientras que para los otros metales
mencionados las concentraciones naturales son infimas a nivel de partes por

trillén (ng/kg) siendo considerados elementos ultra trazas.
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6.2 Determinacion de elementos encontrados entre 1y 10 pg/L.

Para los elementos como cromo, niquel, plomo y bismuto, elementos

considerados trazas en muestras de alimento por su baja concentracion, se logra

obtener una concentracion equivalente en mg/kg de muestra, con excepcion de

cromo en algunas muestras.

La tabla 15 corresponde a la conversion de la tabla 4 utilizando la formula

de conversion de unidades que describe la Figura 22, para poder expresar la

concentracion en pg/L a pg/kg de muestra.

Tabla 15. Concentracién de cromo, niquel, plomo y bismuto por kilogramo de muestra.

Concentracion (ng/kg)
Elemento
S H CH C F P
52Cr 642 + 356 868+64 | 204 +131 <LOD 205 + 151 <LOD
0N 1929 £ 600 | 1079 +£370 | 1349 +197 | 1703 £ 112 | 1755+ 64 | 1478 + 158
208pp 545 + 59 147 +164 | 333+61 7797 290 £ 65 450 = 56
209Bj 18230 +£ 184 | 1248 £ 100 | 1666 £29 | 1693 +28 | 1438+78 | 1417 +£19
Tabla 16. Limite de consumo diario de cromo, niquel, plomo y bismuto en pg/dia.
Concentracion (ug/100g) Limite diario de
Elemento .
S H CH C F P consumo (ug/dia)
52Cr 64+36 | 876 | 20+13 | <LOD 21+15 <LOD 200-300
0N 193+60 |108+37 | 135+20 170+ 11 |176+6,4|148+16 1800-2000
208pp 55+6 | 15+16 | 33+6 781 297 45+ 6 100
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209B;j 183+18 [124+10| 167+3 | 169+3 | 144+8 | 142 +2 500

S: Semilla cosecha 2018. H: Harina comercial. CH: Cosecha 2020 hiumeda. C: Cosecha 2020
seca. F: Semilla tamizado fino. P: Semilla tamizado ultrasonido.

Concentracion por porcion (ug/100g)
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Figura 25. Grafico de comparacién de concentraciones de los elementos por porcién de consumo
(Mg/1009) para elementos encontrados entre 1y 10 pg/L.

Como se observa en la tabla 15, los cuatro elementos, cromo, niquel,
plomo y bismuto analizados y cuantificados en las muestras, sus concentraciones
(expresadas en microgramos por porcion (ug/100g)) estdan en el intervalo
esperado y permitido para el limite de consumo diario, en este caso expresado
en microgramos al dia (ug/dia).

En el caso especifico de cromo, el alforfén contiene entre el 10 - 40% de

los pg/dia que sugiere el limite diario de ingesta, mientras que para niquel
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contiene un 10% de los pg/dia permitidos. Para plomo es variable entre las
matrices, pero para la harina comercial es alrededor de un 15% de los pg/dia
sugerido. Finalmente, para el bismuto, la cantidad encontrada es alrededor de un
15-20% de los pg/dia aceptables.

Para del cromo en esta ocasion, la no cuantificacion se debe a que cuando
se realiza la correccion con el blanco, éstas quedan bajo los limites de
cuantificacion y deteccién, tal como lo indica la tabla 4 donde se expresa su

concentracion en ug/L.

6.3 Determinacion de elementos encontrados entre 10y 100 ug/L.

Al igual que para el apartado 6.2, las concentraciones obtenidas en partes
por billén en la Tabla 6, se convirtieron a microgramos por kilogramo de muestra
y luego a miligramos por kilogramo de muestra, obteniéndose lo descrito en la
Tabla 16, asi como para la Tabla 17 se expresa la concentracién en microgramos
por porciéon diaria para la posterior comparacion con la ingesta diaria (mg/dia o

mg/kg de peso).

Tabla 17. Concentracién de boro, manganeso, cobre, estroncio y bario por kilogramo de muestra.

Concentracion (mg/kg)
S H CH C F P
1B 16+03|15+05(10+0,4,14+0,6|6,3+0,1|/9,7+0,1
Mn 16+35(12+05|19+05|26+1,4|13+1,2|12+0,1
55Cu 14+06(12+09(16+0,9|15+0,714+0,5/12+0,1

Elemento
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8Sr

6,5+0,6

33+04

3,8+0,5

8,3*

25%+15

3,7+£0,4

59+0,7

3,9+0,7

4,2+0,9

3,9+3/4

50+11

26+0,3

Tabla 18. Limite de consumo diario de boro, manganeso, cobre, estroncio y bario en mg/dia.

Concentracion (mg/100g) porcién diaria

Limite diario de

Elemento
S H CH C F P consumo (mg/dia)
1,64 + 1,52 + 1,02 + 1,39 + 0,63 0,97
1B 15000-20000
0,03 0,05 0,04 0,06 0,01 0,01
1,24 +
Mn 1,6+04(212+0,1|19+01 | 26+0,1 |1,3+£0,1 0.01 20-25
1,23 +
%5Cu 1,4+01(12+01|16+01 | 15+0,1 |1,4+0,1 10
0,01
0,65 + 0,33+ 0,38 + 0,25 + 0,37 £ 1800 mg/kg de
885r 0,83 *
0,10 0,04 0,10 0,20 0,04 peso
0,59 + 0,39 + 0,42 + 0,39 + 0,450 + 0,26 +
138Ba 800
0,10 0,10 0,10 0,30 0,10 0,03

*La concentracion de Sr de la muestra C no tiene desviacion estandar ya que uno de los valores

obtenidos del duplicado estaba por debajo del limite de cuantificacion y deteccién.

S: Semilla cosecha 2018. H: Harina comercial. CH: Cosecha 2020 hiumeda. C: Cosecha 2020
seca. F: Semilla tamizado fino. P: Semilla tamizado ultrasonido.
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Figura 26. Gréfico de comparacién de concentraciones de los elementos por porcién de consumo
(1g/100g) para elementos encontrados entre 10 y 100 pg/L.

En este caso, las concentraciones obtenidas para estos cinco elementos se
encuentran dentro de los limites de consumo diario permitidos segun el Instituto
Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH, 2020), teniendo una cantidad
similar entre elementos, pero diferenciandose so6lo en su maximo permitido de
ingesta. Luego a bajas concentraciones metales de transicion como el
manganeso y el cobre con limites de consumo bajos, pero considerando que las
muestras contienen cerca de un 10% de los mg/dia permitido para el manganeso
y un 20% de los mg/dia de consumo de cobre, se considera una cantidad

adecuada para estos elementos esenciales
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6.4 Determinacion de elementos encontrados entre 100 y 1000 pug/L.

En este rango soOlo se encuentran dos elementos, que son muy

importantes para el funcionamiento éptimo del organismo humano, como el hierro

y el zinc, de los cuales para cereales es esperable un rango de 4-5 mg/100g y 1-

2 mg/100g respectivamente, se obtuvo por conversion de la Tabla 8 lo siguiente.

Tabla 19. Concentracion de hierro y zinc por kilogramo de muestra.

Concentracion (mg/kg)
Elemento
S H CH C F P
S4Fe 47+7132+£05 | 25+1 | 8+7 | 25+08|31+£0,9
64Zn 26+3| 34+3 | 28%£4 ND ND ND

Tabla 20. Limite de consumo diario de hierro y zinc por mg/dia.

Concentracion (mg/100g)

Limite diario de

Elemento
S H CH C F P consumo (mg/dia)
Fe 14,7+0,7(3,2+0,1(25+0,1(85+0,6(25+0,1(3,1+0,1 15
64Zn 26+03(34+0,3(29+£04 ND ND ND 50

S: Semilla cosecha 2018. H: Harina comercial. CH: Cosecha 2020 humeda. C: Cosecha 2020

seca. F: Semilla tamizado fino. P: Semilla tamizado ultrasonido.
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Figura 27. Gréafico de comparacién de concentraciones de los elementos por porcién de consumo
(mg/100g) para elementos encontrados entre 100 y 1000 pg/L.

Para el hierro se encuentra en una abundancia del 25-50% de los mg/dia
de la ingesta diaria permitida lo que es bastante positivo para este alimento y
considerando que tiene una cantidad mayor al hierro en las legumbres (cerca de
1,5 mg/100 g). Mientras que para el zinc en algunas muestras la concentracion
hallada es cercana a lo que se espera en cereales e incluso mayor y es alrededor
de un 5% de los mg/dia del limite de consumo diario.

Los casos donde no se pudo determinar la concentracién de zinc en las
muestras C, F. P, seria debido a contaminacion a la alta cantidad de zinc presente
en blancos y muestras, lo que genera un error al calcular la concentracion final

dentro de la semilla.
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6.5 Determinacién de elementos encontrados entre 1y 25 mg/L.

Dentro de los elementos de concentraciones altas como lo son los
alcalinos y alcalinotérreos que son predominantes, resalta que el agua que se
utiliza para el regadio, uso potable o aguas lluvias presenta elementos como lo
son el sodio, magnesio, potasio y calcio, las concentraciones encontradas
corresponden a lo esperado para cereales y pseudocereales, donde el calculo
para el consumo diario por cada 100 gramos (porcion recomendada de ingesta)
esta dentro de los limites del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos
(NIH, 2020).

Tabla 21. Concentracién de sodio, magnesio, potasio y calcio por kilogramo de muestra.

Concentracion (g/kg)
S H CH C F P
Na 1,91+004, 24+01 |11+03|14+0,3/0,98+0,20 |1,83+0,04
Mg 26+04 33+0,2 |[35+0,1{29+04| 06%0,1 16 +0,3
K 6,1+0,5 43+04 |55+0,2|76+04| 3,8+0,2 3,2+11
Ca 2,72+0,04/0,98+0,30|2,1+0,2|25+04| 14+01 |293+£0,04

Elemento

Tabla 22. Limite de consumo diario de sodio, magnesio, potasio y calcio en mg/dia.

Concentracion (mg/100 g) porcién diaria Limite diario de
Elemento
S H CH C F P consumo (mg/dia)
Na 191+4 | 239+6 [108+30|136+26| 98+24 | 1834 2300
Mg 262 +38 | 33+22 |347+10(294+38| 64+10 | 157+ 30 420

78




612 + 50

426 + 36

553 +18

765 + 38

382 + 22

325+ 105

3000

Ca

272+ 4

98 + 30

210+ 18

246 + 48

135+ 12

293+4

1000

S: Semilla cosecha 2018. H: Harina comercial. CH: Cosecha 2020 hiumeda. C: Cosecha 2020
seca. F: Semilla tamizado fino. P: Semilla tamizado ultrasonido.
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Figura 28. Gréfico de comparacién de concentraciones de los elementos por porcién de consumo
(mg/100g) para elementos encontrados entre 1 y 25 mg/L.

Para el caso del sodio, por debajo del 10% mg/dia recomendado como

ingesta diaria, mientras que para el

mg/100 g) pero aun asi dentro de los limites de la ingesta diaria.

magnesio se encuentra una alta

concentraciéon, cerca del doble de lo normal para cereales (alrededor de 140

79




En el caso del potasio los valores varian entre el 10-20% de los mg/dia en
comparacion a sus limites letales y para el caso del calcio, entre el 10-20% de
los mg/dia de lo permitido.

Dentro de un analisis general en una correlacién entre los 3 tipos de
muestra que son independientes entre si, se observa una diferencia bastante
significativa entre la harina comercial proveniente de Estados Unidos con
respecto a las otras 2 muestras en sus distintos tratamientos que se obtuvieron
de distintas ubicaciones en Chile. Aqui se podria interpretar que las variaciones
de las concentraciones se deberian a la manipulacién durante el tratamiento
fisico de la misma y las observaciones que apuntan a una contaminacion en la
linea de proceso como es lo normal y comun en la produccion de harinas de
cereales ya que este tipo de empresas no se enfocan solamente a un tipo de
producto, grano o cereal en particular.

Entre las diferencias entre muestras recolectadas en suelo nacional, la
variacion también puede venir dada por la ubicacién geografica del suelo ya que
influyen factores como la temperatura, humedad o presion atmosférica en el
desarrollo normal de cualquier planta o vegetal, retardando o acelerando su
crecimiento, asi como también otros factores asociados especificamente al tipo
de suelo donde la movilidad de los nutrientes que son absorbidos por las raices
de la planta se veran afectados por el pH del suelo, donde la acidez o basicidad
del mismo podrian interactuar con algunos metales en el suelo y no

permitiéndose su adecuada absorcion.
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De acuerdo con esto, las caracteristicas del suelo utilizado para sembrar

las semillas son las sefialadas en la siguiente tabla.

Tabla 23. Caracteristicas del suelo utilizado para la siembra de semillas.

n 23
pH 6,32+0,12
POR (mV) vs ENH 442 + 33

La determinacion del pH del suelo fue mediante método de disolucion en
agua Mill-Q con una proporcion de 2:5 en masa, posterior agitacion y reposo para
medir con pH de electrodo de vidrio en el sobrenadante. Asi mismo para la
medicion del potencial de 6xido reduccion, se mide con sonda de platino/calomel
combinada al sobrenadante.

De esta informacion se obtiene que el suelo es levemente acido y de
caracteristicas neutras ya que no es 0xico y tampoco andéxico, de tipo trumao, es
decir, un suelo derivado de cenizas volcanicas encontrados en la zona del sur de
Chile de altos contenidos de materia organica y aluminio, este tipo de suelo tiene
una alta porosidad lo que permite acumular grandes cantidades de agua pero
esta se pierde por una la alta velocidad de infiltracion debido al drenaje,
provocando una alta pérdida de nutrientes y este caso la mayor parte de la
adicion exprofeso de los elementos de interés como describen Gacitla, E y
Martinez-Lagos, J. (2020 y Gerding, V. (2010).

Como anteriormente se menciong, la fecha de la siembra de las semillas

fue la segunda semana de noviembre de 2019, tras la germinaciéon pasaron 3
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semanas donde ocurrié la adiciébn exprofeso y luego, se coseché la primera
semana de abril de 2020.

Otro posible factor que podria incidir en la variacion en las concentraciones
seria que la planta no necesariamente necesita absorber una gran cantidad de
metales y otros elementos para su crecimiento natural estableciéndose un limite
de absorcion y su nutricion, lo que evitaria la acumulacion de los metales y haria
que la concentracion multielemental de interés encontrada en la semilla se
distribuya dentro de la estructura vegetal disminuyendo su concentracion en las
semillas.

Durante la absorcion de los nutrientes por parte de la planta, podria haber
ocurrido la formacién de compuestos metalicos (hidréxidos o carbonatos) los
cuales tienden a tener una movilidad menor en la planta quedando asi una mayor
concentracion de estos elementos esenciales o tdxicos en las raices y no
llegando a semillas o flores, asi como también, podria haber ocurrido una pérdida
por oclusién de algunos elementos, los cuales quedarian atrapados dentro de la
estructura cristalina de los hidroxidos o carbonatos, no dejando que sean
absorbidos por parte de la planta, esto dependiendo del tipo de pH del suelo.

Por lo que, considerando las hipétesis y metodologias planteadas y los
resultados obtenidos, se discute que independiente de que no sean muestras de
semillas relacionadas entre si, no se observé un aumento considerable de la
concentraciéon de los elementos toxicos en las semillas con respecto a lo

esperado de un aumento cercano a 100 pg/L por cada elemento, quedando todos
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dentro de la misma curva respecto a la muestra S (usada de referencia) por lo
que la hipétesis 2 se considera validada de que la planta no logré absorber o
absorbioé una cantidad minima de elementos que no afectan el desarrollo de la
planta ni se considera téxico su consumo segun el limite diario de ingesta
recomendado.

Para la hipotesis 1, no se ve este aumento de 100 pg/L en los elementos
de concentraciones bajas, pero si para el hierro encontrado en la muestra C, pero
considerando lo ocurrido con el zinc en las muestras C que se obtuvieron valores
bajo los limites de deteccion y cuantificacion respectivos, es probable que fuese
un error en la mediciébn, como se observo después al momento de realizar la
recuperacion de los mismos elementos para la determinacion de exactitud, por lo
gue se podria validar esta hipotesis sabiendo que las concentraciones de los
elementos esenciales no dependen de la concentracion presente en el suelo
utilizado ni fueron afectados por la adicion exprofeso del patron multielemento.

Para esto, fue muy importante la obtencion y célculo de las figuras de
mérito para este método, como se indican en las Tablas 3, 5, 7, 9 y 11, como
muestras sus coeficientes de correlacion y determinacion (R?), los valores
obtenidos mayores a 0.9990 indican una linealidad que permite confiar en la
precision de los datos analizados, también para cada elemento en cada curva de
calibrado se obtuvieron los limites de deteccién y cuantificacidn respectivos

mediante la desviacidon estandar de los blancos respectivos.
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Para la exactitud, se habia planteado realizar el método de recuperacion
ya que no se encontr6 un material de referencia certificado disponible para
alforfon o harina de alforfébn en el mercado. Este método debia entregar en
porcentaje de recuperacion la capacidad de la muestra de retener los analitos
seleccionados en este caso, hierro, zinc y cobre. Las dificultades experimentales
asociadas a la calidad del agua utilizada para la determinacion de los blancos no
permitieron la adecuada determinacion las concentraciones de los elementos
elegidos tras la adicion del patron, las cuales fueron de 100 mg/kg de muestra
para el cobre, 120 mg/kg para el zinc y 40 mg/kg para el hierro respectivamente
arrojando todos valores por debajo del obtenido en los blancos. También debido
a la condicion del acido nitrico utilizado (PA en vez de suprapur) las
concentraciones de algunos elementos podrian haber aumentado en el momento
de la digestion, no asi con la calidad del perdoxido de hidrégeno que si
correspondio a la calidad suprapur, por lo cual queda pendiente para un posterior
trabajo relacionado a este tipo de muestras.

Para la reproducibilidad y repetibilidad del método para una demostrar que
un método es confiable, en este caso dependera de la disponibilidad de los
recursos disponibles para las mediciones, ya que para este trabajo limito la
cantidad de gas plasmdgeno que se utiliza por cada analisis, esto no permitiria
realizar mas de 2 veces por dia las mediciones ya que consume cerca de 2
metros cubicos de argon por tanda de muestras ya que cuenta en la actualidad

con una baja disponibilidad en el mercado para su compra y consumo, siendo
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preferible su uso para métodos ya normalizados, por esto mismo no se analizaron
nuevamente los elementos para las muestras donde no se obtuvieron los figuras
de mérito calculadas y la curva de calibrado solo se realiz6 una vez por medicion.

Finalmente, la capacidad del ICP-MS para obtener valores de
cuantificacion para concentraciones del nivel de pg/L y ng/L, entregan una muy
buena sensibilidad para determinar simultaneamente varios isotopos de
elementos o diversos isotopos de un mismo elemento para un analisis de
especiacion, como se describe en la introduccion del método.

En consecuencia, en el proceso de digestion previa de la muestra, es
necesario ya sea por microondas y en algunos casos la carbonizacion de la
muestra antes de la digestion, con tal de minimizar al maximo la cantidad de
sélidos en suspension y materia organica, ya que podrian afectar las mediciones

al obstruir el capilar del equipo.
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo a los datos obtenidos, se cumplen los objetivos de determinar
las concentraciones de los elementos seleccionados mediante su disponibilidad
en el patron multielemental utilizado, estas se encuentran dentro de los rangos
esperados para cereales y pseudocereales, asi como también por debajo de los
limites de consumo diario, evitando asi concentraciones toxicas para la ingesta
en la dieta de las personas que puedan preferir el consumo del trigo sarraceno
debido a que no contiene gluten o simplemente por llevar un estilo de vida mas
saludable, aunque haciendo un simil con el precio de la quinoa, se vuelve un
poco menos accesible su adquisicién para su consumo en forma de grano y/o
harina.

Dadas las caracteristicas del suelo (tipo volcanico) y los cambios
efectuados en la metodologia establecida debido a los problemas que surgieron
en el camino, es posible determinar que las hipoétesis planteadas son validadas
con los resultados obtenidos, ya que no se encontré el aumento esperado en las

concentraciones respecto a la adicion de 100 pg/L de patron multielemental al
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suelo en la germinacion de la planta, tanto como para los elementos esenciales
como para los toxicos cuantificados mediante esta técnica. Como alternativa y
posible solucién de este problema se sugiere utilizar otro tipo de suelo tipo
arcilloso, para evaluar la posible absorcion de algunos elementos.

La capacidad de la planta de alforfon para absorber algunos elementos
presentes tanto como en el suelo donde se desarrolla y el agua de regadio que
se utiliza, va a depender de varios factores asociados al pH, el potencial de oxido
reduccion del suelo y agua utilizadas, la ubicacion geografica de la cosecha de
los granos, los cuales también afectaran la movilidad de los elementos y su
ubicacion final dentro de la planta (raices, tallo, hojas, semillas o flores). En este
caso una de las razones seria que debido a las caracteristicas del suelo (pH,
ORP, porosidad y drenaje) éstas no permiten la homogenizacion de la adicidon
exprofeso dentro del suelo y se drenan al fondo de las macetas utilizadas para la
siembra en invernadero junto con el agua de riego disminuyendo su probabilidad
y posibilidad de absorcion de algunos elementos. La capacidad de analisis
multielemental que permite la técnica de espectrometria de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS) en temas de rapidez de las mediciones, el
bajo volumen de muestra que se necesita y la sensibilidad que entrega el equipo,
lo hacen un excelente método para la determinacion de elementos trazas y ultra
trazas de varios elementos simultdneamente, permitiendo el analisis también de

especiacion de un solo elemento.
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Para esta técnica es preferible no utilizar concentraciones altas por sobre
un 1 mg/L, ya que serian necesarias multiples diluciones en caso de medirlas por
ICP-MS, o como alternativa ocupar otro método para concentraciones altas como
la absorcién atomica de llama (F-AAS) para elementos donde es conocida su
presencia en grandes cantidades en muestras de alimentos como el sodio,
magnesio, potasio y calcio.

En temas de produccién, en comparacion al trigo comun, que tiene un
aproximado de 50 ggm/ha (quintales meétricos por hectarea), para el trigo
sarraceno tiene una rendimiento de entre 20 y 30 qgm/ha en zonas del sur de
Chile con climas mas humedos que frios, pero considerando su valor en el
mercado, basta para obtener ganancias mucho mayores gue si se produjese trigo
comun, pero el riesgo del sector hacia el cual esta enfocado (aproximadamente

3-5% de la poblacién) provoca la incertidumbre en la inversion de este negocio.
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8. PROYECCIONES

A modo de proyeccion para complementar este trabajo de investigacion
sobre las propiedades y capacidades de esta planta, comparar con otras técnicas
de andlisis como el analisis por activacion neutronica (NAA) o, buscar un material
de referencia certificado lo mas similar posible, ya que no se encontré disponible
de manera comercial para este trabajo dentro de las grandes empresas. También
se podria hacer una comparacion entre laboratorios y operadores con la técnica
de ICP-MS para la validacion del método.

Finalmente, realizar los analisis de aguas de regadio y de los suelos que
no se pudieron realizar por temas de tiempo, para asi confirmar la capacidad de
retencion de la adicién exprofeso en el mismo.

Este trabajo ha tenido como finalidad generar un impacto en posteriores
investigaciones relacionadas al analisis de suelos y el agua de regadio para la
siembra de alforfon, asi como también un andlisis completo de la planta (raices,
tallos, hojas o flores) para determinar en qué sectores quedan retenidos los

elementos.
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Otras ideas también se pueden aplicar a hacer una correlacién

multielemental de semillas y miel cosechadas de una misma planta.
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9. RECURSOS DISPONIBLES

9.1 Equipos y reactivos para tratamiento de muestra.

Mortero de agata.

Tamiz %".

Balanza analitica Sartorius Entris 124-1S.
Balanza de precisién n°8 Mettler Toledo ML-204.
Horno de Microondas Milestones RL ETHOS UP.
Acido Nitrico 69% PA Merck.

Peroxido de Hidrogeno 30% Suprapur ® Merck.
Agua ultrapura 0,057 uS/cm

Filtros de jeringa 0,22 y 0,42 pm.

Jeringas de 10 mL.

9.2 Equipos para cuantificacion.

Espectréometro ICP-MS THERMO FISCHER iCAP.

Espectrometro F-AAS iCE 3300 THERMO SCIENTIFIC.

9.3 Reactivos

Proporcionados por Merck.

Patrén multielemento 1000 ppm.
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1. Curvas de calibrado,

11. ANEXOS

intensidades y regresion

lineal de

considerados bajo los limites de deteccién y cuantificacion.

elementos

Las unidades de las intensidades corresponden a Cps (cuentas por

segundo).

Elementa BCO |STD1 (1 pg/L)|STD2 (3 pg/L) | STD3 (5 pg/L) | STD4 (10 pg/L)
(Cps) (Cps) (Cps) (Cps) (Cps)

Li 281 6648 16324 26238 49984
%Co 4541 91634 282692 438444 865737
Ga 7512 104665 314609 543518 979223
107Ag 20997 6468811 14572474 25297358 44632733
14Cd 3294 28877 137843 266781 667760
15n 14226 158018 773715 1524637 4052117

m (Pendiente) b (Intercepto) R? (Coeficiente de
(Cps*L/ug) (Cps) Determinacion)
4915 1219 0,99893

85887 10238 0,99939
97932 17765 0,99692
4414480 1423451 0,99472
67780 -36654 0,98498
411421 -258855 0,97892
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b) Control de blancos de muestra y calculo de limites de deteccién y
cuantificacion.

Los datos corresponden a las intensidades (Cps, cuentas por segundo).

7Li 59CO 69Ga 107Ag 114Cd 115|n
(Cps) | (Cps) | (Cps) (Cps) (Cps) | (Cps)
1 270,0 | 4150,7 | 7642,4 | 20206,6 | 3350,4 | 13631,0
2 280,0 | 4520,8 | 7792,5 | 21378,6 | 2910,3 | 13533,1
3 290,0 | 3990,7 | 6651,8 | 195055 | 3763,4 | 13221,3
4 340,0 | 4540,8 | 7652,4 | 21067,9 | 3260,4 | 14555,3
5 270,0 | 4971,0 | 7822,5 | 21017,9 | 3653,4 | 14235,7
6 280,0 | 4570,9 | 8502,9 | 24594,6 | 2850,2 | 14487,1
7 240,0 | 4710,9 | 7562,4 | 21188,1 | 3644,3 | 14619,8
8 320,0 | 4310,8 | 6631,9 | 21158,5 | 2808,3 | 14868,8
9 210,0 | 4500,8 | 7642,4 | 19014,6 | 3273,2 | 14255,3
10 310,0 | 5151,1 | 7222,2 | 20837,8 | 3430,2 | 14851,5
PROM
281,0 | 4541,9 | 7512,3 | 20997,0 | 3294,4 | 142259
(Cps)
o(Cps) | 37,8 | 349,1 | 5589 | 1489,3 | 3457 | 5755
m
49147 | 85887,2 |97931,7 |4414479,9 |67780,3 |411420,5
(Cps*L/ug)
LOD
0,023 | 0,012 | 0,017 0,001 0,015 | 0,004
(bg/L)
LOQ
0,077 | 0,041 | 0,057 0,003 0,051 | 0,014
(Hg/L)
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m: pendiente de la ecuacion de la regresion lineal
LOD: 30/ m
LOQ: 100/ m

2. Curvas de calibrado, intensidades y regresion lineal de elementos con
concentracion entre 1y 10 pgl/L.

Las unidades de las intensidades corresponden a Cps (cuentas por
segundo).

clomento | B0 |STPL (1 ug/L) | STD2 (3 pg/L) | STD3 (5 pg/L) | STD4 (10 pg/L)
(Cps) (Cps) (Cps) (Cps) (Cps)
52Cr 13435 108305 271261 456356 834521
60N 17334 75265 169139 259566 454121
208pp | 45999 131855 217852 311038 550634
200Bj | 21968,8 | 1055326 2461824 5587259 11707002

m (Pendiente) b (Intercepto) R? (Coeficiente de
(Cps*L/ug) (Cps) Determinacién)
82012 25131 0,99834
43234 30795 0,99578
48868 65778 0,99514
1182807 -327990 0,99119
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100000

80000

60000

40000

Intensidad (Cps)

20000

500000

400000

300000

200000

Intensidad (Cps)

100000

0

0

0

0

0

0

Curva de Calibrado de Cromo

834521
456356
271261 y =82012x + 25131
R2 =0,9983
108305
13435
2 4 6 8 10
Concentracion (ug/L)
Curva de Calibrado de Niquel
454121

259566
y = 43234x + 30795
169139 R2=0,9958
75265
17334
2 4 6 8 10

Concentracion (ug/L)
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Intensidad (Cps)

Intensidad (Cps)

Curva de Calibrado de Plomo
600000 550634

500000

400000
311038

300000 217852 y = 48868x + 65778
R2=0,9951
200000 131855

100000

45999
0

0 2 4 6 8 10
Concentracion (ug/L)

Curva de Calibrado de Bismuto
15000000

11707002
12000000

9000000

5587259
6000000

y = 1E+06x - 327990

2461824 R2=0,9912
3000000 1055326

21968,8
0

0 2 4 6 8 10
Concentracion (ug/L)
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52Cr 60Ni 208pb
209Bj (Cps)
(Cps) | (Cps) | (Cps)
1 12826,8|16811,6|50567,9| 22129,9
2 13767,8|20370,6|50205,3| 21989,7
3 13057,1|15690,2 |53796,5| 21959,0
4 13817,7 |16981,7 | 42386,3| 20206,6
5 14378,4|18463,944331,5| 22370,5
6 13888,0|17632,639926,8| 23673,1
7 13367,3|16721,5|51579,8| 21208,9
8 12126,1|16341,0(38794,1| 23593,4
9 14198,3|17632,7|41814,9| 20497,2
10 12926,8 |16691,3|46585,4 | 22059,7
PROM
13435,4|17333,7 |45998,9 | 21968,8
(Cps)
o (Cps) | 701,1 | 1314,4 | 5301,8 | 1134,7
m
82011,8|43234,2 | 48867,9 | 1182806,8
(Cps*L/ug)
LOD
0,026 | 0,091 | 0,325 0,003
(Mg/L)
LOQ
0,085 | 0,304 | 1,085 0,010
(Mg/L)

m: pendiente de la ecuacion de la regresion lineal
LOD:30/m
LOQ: 100/ m

Los datos corresponden a las intensidades (Cps, cuentas por segundo).
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3. Curvas de calibrado, intensidades y regresion lineal de elementos con
concentracién entre 10 y 100 ug/L.

Las unidades de las intensidades corresponden a Cps (cuentas por

segundo).
Elermento BCO STD1 (10 pg/L) | STD2 (25 pg/L) | STD3 (50 pg/L) | STD4 (100 pg/L)
(Cps) (Cps) (Cps) (Cps) (Cps)
1B 7020 232418 487365 856447 1545245
55Mn 60455 7577515 16297935 27862166 48751024
®5Cu 219689 1626959 3522690 5484002 9857710
883y 188923,77 1539101 2978925 5769265 12753791
138Ba 93388,59 1617202 3400137 6359205 14435569

m (Pendiente) b (Intercepto) R? (Coeficiente de
(Cps*L/ug) (Cps) Determinacion)
15063 68374 0,99462
475097 2531237 0,99043
93730 674190 0,99093
124482 40161 0,99565
141722 -62629 0,99497
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Intensidad (Cps)

Intensidad (Cps)

Curva de Calibrado de Boro

2000000
1545245
1600000
1200000
856447
800000
487365 y =15063x + 68374
R2 =0,9946
400000 232418
7020
0
0 20 40 60 80 100
Concentracion (ug/L)
Curva de Calibrado de Manganeso
60000000
48751024
50000000
40000000
30000000 27862166
y =475097x + 3E+06
20000000 16297935 R? =0,9904
10000000 577513
60455
0
0 20 40 60 80 100

Concentracion (ug/L)
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Curva de Calibrado de Cobre

12000000

9857710
10000000

8000000

5484002
6000000
y = 93730x + 674190

3522690 2=
4000000 R =0,9909

Intensidad (Cps)

1626959
2000000
21968°

0
0 20 40 60 80 100

Concentracién (ug/L)

Curva de Calibrado de Estroncio
16000000
12753791

12000000

8000000 ——
y = 124482x + 40161

R2? = 0,9956

Intensidad (Cps)

1539101

188923,77

0
0 20 40 60 80 100

Concentracién (ug/L)
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Curva de Calibrado de Bario

16000000

12000000

Intensidad (Cps)

93388,59 @

8000000

4000000

0 e
0

-4000000

40 60

14435569

y = 141722x - 62629
R? = 0,995

80

Concentracién (ug/L)

100

Los datos corresponden a las intensidades (Cps, cuentas por segundo).

© 0 N O 0o A W DN P

[
o

llB
(Cps)

55hAn
(Cps)

GSC:U

(Cps)

(Cps)

(Cps)

7042,0

60748,1

212565,7

189697,6

91698,6

6791,9

59561,9

209230,7

182305,7

97741,9

6962,0

61008,7

230122,7

193491,3

91696,9

7612,4

60466,2

220882,0

196329,0

89703,1

7392,2

58818,3

227375,3

191014,9

95628,9

7292,2

58898,8

210710,0

189445,6

97842,6

7182,2

60486,5

225139,7

186604,3

92867,5

6801,9

61692,6

213788,0

187196,8

93631,8

6281,6

62275,2

220789,0

179801,0

93047,8

6841,9

60597,2

226286,1

193351,5

90026,8
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PROM

7020,0 | 60455,4 |219688,9 | 188923,8 | 93388,6
(Cps)
o (Cps) | 375,7 | 1113,4 | 7596,5 | 5120,1 | 2884,0
m

15062,8 | 475096,8 | 93730,3 | 124482,2 |141722,4
(Cps*L/ug)
LOD

0,075 | 0,007 0,243 0,123 0,061
(Hg/L)
LOQ

0,249 | 0,023 0,810 0,411 0,203
(Mg/L)

m: pendiente de la ecuacion de la regresion lineal
LOD:30/m
LOQ: 100/ m
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4. Curvas de calibrado, intensidades y regresion lineal de elementos con
concentracion entre 100 y 1000 pg/L.

Las unidades de las intensidades corresponden a Cps (cuentas por

segundo).
STD1 (100 pg/L) | STD2 (250 pg/L) | STD3 (500 pg/L) | STD4 (1000 pg/L)
Elemento | BCO (Cps)
(Cps) (Cps) (Cps) (Cps)
S4Fe 35914 216120 529973 1072881 2060020
64Zn 319499 2485990 4968460 8702789 15427483
m (Pendiente) b (Intercepto) | R? (Coeficiente de
(Cps*L/ug) (Cps) Determinacién)
2041 27874 0,99960
14835 891720 0,99490
Curva de Calibrado de Hierro
2500000
2060020
2000000
8
% 1500000
8 1072881 y = 2040,8x + 27874
B 1000000 R?=0.9996
2 529973
~ 500000 516120
35914
0
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentracion (ug/L)
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20000000

% 15000000

10000000

Intensidad (Cps

5000000

0

0

Curva de Calibrado de Zinc

4968460

2485990

319499
200

8702789

400 600

y = 14835x + 891720

15427483

R2? =0,9949

800

Concentracién (ug/L)

1000

1200

Los datos corresponden a las intensidades (Cps, cuentas por segundo).

© 00 N o O A~ W N PP

=
o

S’Fe

(Cps)

64Zn

(Cps)

35079,3

325330,3

35189,6

315061,8

35871,5

314157

36663,9

313507,3

36493,3

313855,1

35640,9

303733,7

36443,4

328792,5

35891,6

338036,4

35711

328139,6

36152,4

314372,6

PROM
(Cps)

35913,69

319498,6
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o (Cps) |534,8537|10162,42

m
(Cps*L/ug)| 2040,8 | 148355

LOD
(Hg/L) 0,786 | 2,055
LOQ
(Hg/L) 2,621 | 6,850

m: pendiente de la ecuacion de la regresion lineal
LOD:30/m
LOQ: 100/ m
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5. Curvas de calibrado y absorbancias de elementos con concentracion por sobre

1 mg/L.

a) Sodio (Na)

A =589,0 nm

Llama: Aire/Acetileno

Curva de calibrado de Sodio

Mechero: 5 cm.

0,250 0,225

©

2 0200 0,172

8

§ 0,150 0.118

<

(O]

I 0.100 0,067 y = 0,2174x + 0,0088

ke S R2 = 0,9994

8 0,050 0,029

= 0,007

)

0,000
0,00 0,20 0,40 0,80 1,00
Concentracion (mg/L)

ID Dilucion | Absorbancia | mg/L (mg/L) *fd | (mg/L) *fd* fc
S1 20 0,098 0,4103 8,206 9,494
S2 20 0,099 0,4149 8,298 9,600
S3 20 0,101 0,4241 8,482 9,813
H1 20 0,120 0,5100 10,200 11,801
H2 20 0,124 0,5311 10,622 12,289
H3 20 0,120 0,5112 10,224 11,829
CH1 10 0,100 0,4207 4,207 4,867
CH2 10 0,088 0,3637 3,637 4,208
CH3 10 0,140 0,6061 6,061 7,012
C1 10 0,120 0,5109 5,109 5911
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C2 10 0,154 0,6693 6,693 7,744
F1 10 0,126 0,5405 5,405 6,253
F2 10 0,084 0,3479 3,479 4,025
F3 10 0,094 0,3934 3,934 4,551
P1 10 0,184 0,8088 8,088 9,357
P2 10 0,180 0,7875 7,875 9,111

S1+

Sup 20 0,112 0,4747 9,494 11,033

Para el calculo del factor de correccion (fc) asociado a la concentracion final
de Sodio viene dado a que se utiliza en esta técnica un supresor que consiste en

la adicion de una disolucion de 1000 ppm de potasio.

Concentracion S1 + Supresor

fe=

Concentracion S1
=AY _ 14570
T 04241

120



b) Magnesio (Mg)
cm.

A =285.2 nm

Llama: Aire/Acetileno

Curva de calibrado de Magnesio

Mechero: 5

0,123

0,50

0,14
S 012
g 10 1 0,104
S ’ 0,081
< 008 0,061
§ 0,08 y = 0,2369x + 0,0083
% 0.04 0,031 R2 =0,9942
% 0.02 0,005
0o,oo 0,10 0,20 0,30 0,40
Concentracion (mg/L)
ID |Dilucion |Absorbancia| mg/L (mg/L) *fd
S1 50 0,109 0,4188 10,940
S2 50 0,126 0,4893 14,465
S3 50 0,119 0,4818 14,090
H1 50 0,085 0,3174 15,870
H2 50 0,093 0,3589 17,945
H3 50 0,089 0,3337 16,685
CH1| 50 0,093 0,3510 17,550
CH2| 50 0,089 0,3366 16,830
CH3| 50 0,094 0,3556 17,780
C1 50 0,073 0,2666 13,330
C2 50 0,085 0,3196 15,980
F1 10 0,097 0,3732 3,732
F2 10 0,079 0,2991 2,991
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F3 10 0,075 0,2818 2,818
P1 50 0,041 0,1364 6,820
P2 50 0,051 0,1777 8,885
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c) Potasio (K) A=766.5nm Llama: Aire/Acetiieno  Mechero: 5 cm.

0,25

Curva de calibrado de Potasio
0,246

g o2 0,187
c
S
2 0,15 0,128
o]
<
Q
; o1 0,068 y = 0,1212x + 0,0051
R? = 0,9995
E 0.05 0,036
5 0,002
0
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Concentracion (mg/L)
ID Dilucion | Absorbancia| mg/L (mg/L) *fd | (mg/L) *fd* fc
S1 50 0,063 0,4815 24,075 27,978
S2 50 0,071 0,5486 27,430 31,876
S3 50 0,073 0,5608 28,040 32,585
H1 50 0,047 0,3453 17,265 20,064
H2 50 0,054 0,4035 20,173 23,443
H3 50 0,048 0,3555 17,775 20,656
CH1 50 0,063 0,4825 24,125 28,036
CH2 50 0,061 0,4591 22,955 26,676
CH3 50 0,064 0,4898 24,490 28,460
C1 50 0,087 0,6805 34,025 39,540
C2 50 0,082 0,6353 31,765 36,914
F1 10 0,112 0,8823 8,823 20,253
F2 10 0,089 0,6971 6,971 18,101
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F3 10 0,102 0,8028 8,028 19,329
P1 50 0,031 0,2168 10,840 12,597
P2 50 0,047 0,3457 17,285 20,087
CH1 +sup| 50 0,073 0,5607 28,035 32,579

Para el calculo del factor de correccion (fc) asociado a la concentracion final

de Potasio viene dado a que se utiliza en esta técnica un supresor que consiste

en la adicion de una disolucion de 1000 ppm de Sodio.

fe=

Concentracion CH1 + Supresor

Concentracion CH

0.5607

0agzs - 1621
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d) Calcio (Ca) A=422.6 nm

0,6

Llama: Aire/Acetileno

Curva de calibrado de Calcio

Mechero: 5 cm.

0,525

S 05
8
2 04 0,355
2
2 03
) 0,195
g 02 0,125 y = 0,1687x + 0,0213
3 R? = 0,9955
S 01
5 0,003
0
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
Concentracion (mg/L))
ID Dilucion | Absorbancia| mag/L (mg/L) *fd | (mg/L) *fd* fc
S1 10 0,177 0,910 9,100 13,794
S2 10 0,152 0,764 7,639 14,937
S3 10 0,140 0,694 6,937 13,566
H1 10 0,055 0,197 1,970 3,851
H2 10 0,073 0,302 3,022 5,908
H3 10 0,076 0,322 3,220 6,297
CH1 10 0,107 0,501 5,009 9,794
CH2 10 0,122 0,589 5,885 11,508
CH3 10 0,110 0,518 5,184 10,137
Cl 10 0,116 0,553 5,535 10,823
C2 10 0,142 0,705 7,054 13,794
F1 10 0,082 0,355 3,548 6,937
F2 10 0,086 0,378 3,781 7,394
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F3 10 0,075 0,314 3,139 6,137
P1 10 0,149 0,746 7,463 14,594
P2 10 0,151 0,758 7,580 14,823
P1l+sup 10 0,271 1,459 14,594 28,537

Para el célculo del factor de correccion (fc) asociado a la concentracion final
de Sodio viene dado a que se utiliza en esta técnica un supresor que consiste en

la adicién de una disoluciéon de 1000 ppm de potasio.

Concentracion P1 + Supresor

fe= Concentracion P1
P 1.459 *
fe=t57a6= L
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