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®Resumen

El objetivo del presente trabajo fue la adecuacion del método ICP-AES a la cuantificacion de Cu,
Zn, Pby Cd en cerebro, higado y branquias de la especie Gambusia punctata para conocer el nivel de
exposicion de los ecosistemas San Juan y Filé, de la provincia Santiago de Cuba. El ajuste del método al
proposito se logré evaluando los limites de deteccidn, reproducibilidad y veracidad en patrones de
referencia certificados de peces. Las muestras bioldgicas fueron clasificadas segln el ecosistema,
longitud, sexo y 6rgano. Una vez secadas y tratadas con mezcla de &cidos, los metales fueron medidos
enel espectrometro. Los resultados obtenidos demostraron que los factores longitud y sexo no influyeron
en la bioacumulacion, mientras que en las branquias fue donde se bioacumularon todos los elementos.
Finalmente, considerando que las menores concentraciones de metales estuvieron en el ecosistemaFilé,
este puede ser utilizado como referencia ambiental.

Palabras clave: metales, ICP-AES, bioacumulacion, Gambusia punctata.

@ Abstract

The aim of this research was to adequate the ICP-AES method to the quantification of Cu, Zn, Pb
and Cd in brain, liver and gills of the specie Gambusia punctata, in order to know the level of exposure
of the ecosystems San Juan and File in Santiago de Cuba province. To achieve the fitness for purpose
of the method, limits of detection, reproducibility and accuracy were evaluated using reference
certificated materials of fishes. The biological samples were classified according the ecosystem, length,
sex and organ. It were dried, digested with mix of acids and the metals measured in the spectrometer.
The results demonstrated that factors as length and sex have not influence in the bioaccumulation,
whereas the gill was the organ where all the elements were bioaccumulated. Finally, due that the smallest
concentrations of metals were in the Filé ecosystem, it could be used as an environmental reference.

Key words: metals, ICP-AES, bioaccumulation, Gambusia punctata.
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® Introduccion

Los metales son componentes naturales de la
corteza terrestre que no pueden degradarse ni
destruirse con facilidad y constituyen contaminantes
estables y persistentes en el medioambiente. La
actividad humana ha modificado drasticamente los
ciclosbiogeoquimicos de algunos metales, pudiendo
influir en sus efectos toxicos potenciales de dos
maneras: variando la calidad y cantidad del agua,
suelo, aire y alimentos, asi como alterando la forma
quimica de los elementos /1/.

La especiacion de metales en muestras
medioambientales es unreto paralaquimicaanalitica.
En primer lugar, por las dificultades asociadas a la
complejidad de las matrices naturales y en segundo
lugar, porque el tratamiento de las muestras puede
provocar cambios en el equilibrio entre las formas
quimicas presentes en el sistema analitico. Ademas,
la carencia de muestras de referencias o matrices
estandarizadas, asi como las bajas concentraciones
que presentan lamayoria de las especies quimicas en
las muestras, hacen que se necesiten sistemasanaliticos
deunaaltasensibilidady selectividad paralograr una
determinacion fiable /2/.

Entre las &reas de aplicacion de los analisis
de especiacion de los metales, se encuentran
lamedioambiental y labioldgica. En el primer caso,
se evallael riesgo medioambiental potencialmente
peligroso para las especies vivas que habitan
los ecosistemas, ya sean de forma disueltas
oacumuladas endiferentes 6rganosy en el segundo
caso se esclarecen los mecanismos
de biotransformaciéon de las formas quimicas
e iones metalicos inorganicos. En ambos casos los
problemas analiticos que hay que resolver son
muy similares, siendo por tanto una distincion
en la aplicacion, més que en el tipo de formas
quimicas/3/.

En el caso particular de los ecosistemas
acuaticos, las tendencias actuales para conocer los
efectos nocivos es a través del monitoreo con
organismos naturales, los cuales constituyen
herramientas fundamentales para evaluar el estado
ambiental /4/. En estos sistemas, los peces fueron
de los primeros organismos en ser utilizados en los

protocolos de evaluacidon ambiental y ain siguen
siendo de eleccion como especies centinelas /5/. Lo
mas importante de todas sus caracteristicas es que
estan en lacumbre de la cadena alimenticiay pueden
afectar directamente a la salud humana, lo cual
aumenta su importancia en estos estudios /6/.

La especie Gambusia punctata es un pez de la
familia Poeciliidae, que habita de forma natural en
los rios cubanos y ha sido utilizada tradicionalmente
en el control bioldgico, ademas de emplearse como
indicador a laexposicion ambiental de metales en las
aguas /7/.

Para la determinacién de metales en matrices
bioldgicas, es necesario realizar la digestion de las
muestras/8/. EI método mas utilizado es ladisolucion
acida, la cual puede clasificarse en tres tipos
fundamentales: digestion acida propiamente dicha/9/
, digestion &cida a alta presion mediante el empleo de
reactores de teflon /10/ y digestion &cida asistida por
microondas /11/.

Enlaactualidad, paralacuantificacion de metales
estd mas extendido el uso la Espectrometria
de Emision Atémica con Plasma Inductivamente
Acoplado (ICP-AES), debido al alto grado
de automatizacion que ofrece, asi como a su
buena sensibilidad, reproducibilidad y rapidez de
trabajo /12/.

El objetivo del presente trabajo fue la adecuacion
delmétodo ICP-AES con vistaaxial alacuantificacion
de cobre, cinc, plomoy cadmio en branquias, higado
y cerebro de la especie Gambusia punctata, para
conocer el nivel de exposicion de los ecosistemas San
Juan y Filé en la provincia Santiago de Cuba.

® Materiales y métodos

Seleccién de las muestras

Se seleccionaron peces adultos de la especie
Gambusia punctata. Los mismos se clasificaron
segun el rio de procedencia (San Juan y Filé), sexo
(machos y hembras), longitud (2.1-3.0cmy 3.1-4.0
cm)y 6rgano en la bioacumulacion (cerebro, higado
y branquias) /13/. Los elementos que se analizaron
fueron cobre, zinc, plomo y cadmio.
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Preparacién de las muestras

La especie fue colocada en posicion ventral y
mediante la utilizacion de una pinza de sujecion
dentada, se realiz6 una conizacién posterior a los
orificios nasales correspondiente en laregion cefalica
hasta visualizar y extraer con ayuda de una pinza de
diseccidn lisa el cerebro. Posteriormente, la especie
fue colocadaen posiciondorsal y mediante lautilizacion
de dos pinzas de diseccion lisas, fueron abiertos los
opeérculos para extraer los arcos branquiales. En esta
misma posicion, se realiz6 un corte con una tijera
curva para extraer el higado.

Digestion de las muestras

Los érganos una vez extraidos fueron tratados
individualmente en forma de pool y colocados
en estufa a 70 °C durante 48 h para su secado
total /7/. Las muestras de cada organo fueron
trituradas y homogenizadas utilizando un mortero
de &gata /14/.

Para el andlisis se pesaron en balanza analitica
0,5 g de las muestras, colocandose las mismas en
vasos de precipitados de 250 mL. Se adicionaron 5
mL de una mezcla de acidos HCIO,:H,SO, (7:1) y

15 mL de HNO, concentrado y la digestion se
efectud en una plancha de calentamiento a 80 °C
hasta la evaporacion total de la mezcla de acidos.
Se afiadid nuevamente 5 mL de HNO, concentrado
y se calentd hasta la aparicion de sales himedas.
Finalmente, se trasvaso cuantitativamente a frasco
volumétrico de 25 mL, con la ayuda de una
disolucién de &cido nitrico 0,7 M.

Preparacién de la curva de calibracién

La curva de calibracion se realiz6 a partir de
reactivos de calidad espectral considerando los valores
certificados de las muestras patrones de referencia
DOLT-3 (Dogfish Liver) y DORM-2 (Dogfish
Muscle), ambas de peces no expuestos a
contaminacion con metales pesados. Se partio de una
solucién patrén de 1000 mg.L* y los estandares de
calibracion se prepararon por dilucién de la misma
con solucion de HNO, 0,7 M.

Condiciones instrumentales

Se determinaron los contenidos de los metales Cu,
Zn, Pb y Cd realizando las mediciones en el
espectrometro ICP-AES con vista axial de la firma
alemana Spectro-Arco, segun las condiciones
reportadas en la tabla 1.

TABLA1. CONDICIONESINSTRUMENTALES

PARAMETROS CONDICIONES
Tipo de nebulizador Meinhard (concéntrico)
Graticula 2 400 lineas 'mm
Frecuencia 27 MHz
Energia del plasma 1.4 kW
Velocidad de flujo del gas 18.8 L'min
Pre flujo 2 mL'min
Velocidad de bombeo dela muestra 15 rpm
Tiempo de integracidon 3 segundos
Ranura de entrada de la radiacion 25 um

Analisis de los datos

Eltratamiento de los resultados se realiz6 aplicando métodos estadisticos utilizando el software profesional

Statgraphics /15/.

® Resultados y discusiéon

Adecuacion del método

Para conocer si el método aplicado se ajusta al propdsito que se persigue en la investigacion /16, 17/ se

estudiaron las caracteristicas basicas de desempefio:
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1. Limites de deteccion y cuantificacion: debido a
que el método ICP-AES convistaaxial proporciona
limites de deteccién del orden de 10°g para la
mayoria de los elementos metélicos y ademas es
unmétodo rapidoy fiable, se seleccion6 el mismo
como método analitico en este trabajo.

. Veracidad: para garantizar resultados exactos
cuando se aplican métodos analiticos se utilizan
materiales de referenciacertificados con matrices
de composicién similar a las muestras que se
analizan. Eneste trabajo se emplearon las muestras
patrones de referencia certificadas DOLT-3
(Dogfish Liver) y DORM-2 (Dogfish Muscle),
ambas de peces no expuestos a contaminacion
con metales pesados.

. Reproducibilidad: se evalu¢ la precision del
procedimiento en condiciones de repetibilidad a
partir de 6 determinaciones de cada elemento en
las muestras patrones de referencia.

TABLA 2. VALORESDE LOSLIMITES
DEDETECCIONY CUANTIFICACION

(EN mg kg™
ELEMENTO 1D LC
Cu D.01a3 | 00195
n 00202 [ 00513
Fb 0,008 0,031
Cd 0007 3 | 0,008 7

Revista Cubana de Quimica, pags. 92-99

Los resultados obtenidos para cada uno de los
pardmetros evaluados anteriormente fueron:

1. Limites de deteccion y cuantificacion: Se
midieronlas intensidades de emision de 20 blancos
para cada uno de los elementos a estudiar
preparados con solucion de acidonitrico0,7 M. A
estosresultadosse les calculd lamediay desviacion
estandar, obteniéndose los parametros limites de
deteccion (LD) y cuantificacion (LC) para cada
uno de los elementos. Los resultados se reportan
en latabla 2.

2. Veracidad: en la tabla 3 se muestran los valores
experimentales obtenidos de seis réplicas por
elemento durante el analisis de las muestras
patrones de referencia. Como se puede observar,
los valores promedio de los andlisis estan dentro
delos limitesde incertidumbre certificados por las
muestras patrones de referencia, lo que indica
que el método analitico no presenta errores
sistematicos.

3. Reproducibilidad: se calcularon las desviaciones
tipicas relativas experimentales (RSDexp), y se
compararon con los limites establecidos por la
ecuacion de Horwitz en condiciones de
repetibilidad (RSDrep) para los niveles de
concentracion correspondientes. Como se puede
apreciar de la tabla 3, las precisiones obtenidas
estdn en correspondencia con los valores
permisibles para esos niveles de concentracion
/171, indicando que los limites de confiabilidad de
las medias son adecuados para cada uno de los
elementos analizados, indicando que el método es
reproducible.

TABLA 3. RESULTADOS DE ANALISIS DE LAS MUESTRAS PATRONES
DE REFERENCIA (EN mg kg

MUESTRA : VALOR VALOR _ .
PATRON | FMEMENTO| crp7rFIcADO | PROMEDIO | R5Per | RiDrp
Cu 31,2=1,00 314 134 | 4,76-7,13
Zn 86.6=24 356 295 | 4.09-6.14
DOLT-3 Pb 0316=005 | 0316 5.79 | 9.51-14.3
cd 15.4 =006 152 301 | 5.13-7.69
Cu 134=0.16 L) 357 | 7,06-10,6
Zn 256=223 258 710 | 4.90-7.36
1 _E 3 nd 3 3 3 3 3
DORM Pb 0.065=0.01 | 0,066 102 | 12,0-18.1
cd 0043001 | 0,043 757 | 12.8-193

Analisis de las muestras

La tabla 4 muestra los resultados experimentales
obtenidos para cada una de las combinaciones
estudiadas. El factor longitud estd expresado en

centimetros y los contenidos de los elementos se

reportan en mg - kg*. Cuando no se detecta (ND) la
sefial analitica de un elemento, se asume para el
calculoelvalordesu limite de deteccion (ver tabla 2).
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La aplicacion del andlisis de varianza factorial a
los resultados de la tabla 4, permitio identificar los
factores que influyeron significativamente en la
bioacumulacion de los elementos estudiados.

En la tabla 5 se presentan los resultados de este
calculo y en la tltima columna aparecen los valores
experimentales de probabilidad evaluados en la
distribucion de Fisher.

TABLA4.RESULTADOS EXPERIMENTALES

EXP I_{CTF}R:ES DTL'L"E.E_FT:ES _ VARIAELE DE RESPUESTA
RIC LONGITTUDx SEXO ORGAND Cu In Ph Cd
1 | San Juan 21-30 Machos | Cerebro ND ND ND ND
2 | S5an Juan 21-3.0 MMachos Higado | 42,29 79,19 | ND ND
3 San Juan 2.1-3.10 Machos | Branquia | 48,20 | 30,86 | 0,026 | 18,51
4 | San Juan 21-30 Hembras | Cerebro ND ND ND ND
3 | San Juan 2,1-30 | Hembras| Higado | 44,57 | 8046| ND ND
& | San Juan 2.1-30 | Hembras| Branquia | 4522 | 31,76 | 0,035 | 15,69
7 | San Juan 3.1-4.0 Machos | Cerebro ND ND ND ND
8 | San Juan 3.1 -4.0 MMachos Higado | 42,79 | 7842 | ND ND
9 San Juan 3.1-40 Machos | Branquia | 47,19 | 51,71 | 0,029 | 18,72
10 | San Juan 3.1-4.0 Hembras | Cerebro ND ND ND ND
11 | San Juan 3.1 -4.0 | Hembras| Higado |46,71| 73,51 | ND ND
12 | S5an Juan 3.1 -4.0 Hembras | Branquia | 31,15 | 32,38 | 0,039 | 19,77
13 Filé 21-3.0 MMachos | Cerebro ND ND ND ND
14 Filé 2.1-3.10 Machos Higado 242 | 5321 ND ND
15 Filé 2.1-3.0 Machos | Branguia 312 | 4418 | 0010 | 12,32
16 Filé 2.1 -3.0 | Hembras| Cerchro ND ND ND ND
17 Filé 2,1-3.0 | Hembras| Higado 23,8 | 35,30 ND ND
13 Filé 2.1-30 | Hembras| Branquia | 31,9 | 4421|0012 1238
19 Filé 3.1-4.0 Machos Cerebro ND ND ND ND
20 Filé 3.1-40 Machos Higado 246 | 5222 ND ND
21 Filé i1-4.0 Machos | Branguia T (4420 0013 12,12
22 Filé 3.1 -4.0 | Hembras| Cerehro ND ND ND ND
23 Filé 3.1-4.0 | Hembras| Higado | 2383|3372 ND ND
24 Filé 3.1-4.0 Hembras | Branquia | 32,0 | 4422 | 0012 | 12,33

Como se puede apreciar, los factores longitud y
sexo no influyen significativamente en la
bioacumulacion de ninguno de los elementos
estudiados (p > 0,05), indicando que estas
caracteristicas no deben emplearse para evaluar el
comportamiento de éstos elementos toxicos en los
ecosistemas /6/.

Es importante destacar que la longitud es un
indicador de crecimiento, la cual estd favorecida
entre otras razones por la disponibilidad alimentaria
en el medio, encontrandose entre ellos elementos
minerales esenciales para el metabolismo (Cuy Zn).
Enaquellascircunstancias donde exista unaexposicion

a elementos no esenciales (Pb y Cd), estos pueden
seracumulados igualmente por diferentes mecanismos
bioldégicos como expresion de tolerancia a la
adaptacion.

Por cuanto, la no existencia de diferencias
significativas en las concentraciones entre los
intervalos de longitud, debi6 estar dado a que adn
cuando biol6gicamente los niveles de metales vayan
aumentando en los tejidos de los 6Organos
seleccionados, la acumulacién siempre sera
proporcional alalongitud, pudiendo estar justificado
por lamayor expresion cinética de latasa metabolica
de ingreso con relacion a la menor cinética de
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TABLA 5. ANALISIS DE VARIANZA FACTORIAL PARA L.OS

ELEMENTOS ESTUDIADOS
) FUENTE DE | SUMADE CUADRADO
ELEMENTO | v \RracioN | cuabprapos | MEDIO B [pvalor
RiD 011 1 011 3145 | 0,00
LONGITUD 0.105 1 0.11 0.00 | 005
- SEXO 818 1 5.18 0.31 | 0.8
ORGANO 7 530 2 3 760 143 | 0,00
RESIDUAL 473 18 26.4
TOTAL § 034 23
RIO 733 1 733 18.6 0,00
LONGITUD 028 1 0.28 0.01 | 0,03
SEXO 752 1 2.52 0.06 | 0.80
In ORGANO 18 825 2 0413 230 | 0,00
RESIDUAL 710 18 305
TOTAL 20 274 23
rRiD 280 - 10 1 280 - 10% 770 | 001
LONGITUD | 4.17 - 10° 1 417-10° | 012 | 0,74
Ph SEXO 16,7 - 109 1 16,7 - 104 046 0.50
ORGANO 1045 - 10¢ 2 522 - 107 155 | 0.00
RESIDUAL 647 - 10% 18 | 35.0-10°
TOTAL 1003 - 10°¢ 23
RiD 0.6 1 30.6 885 | 0.01
LONGITUD 15-10= 1 15 10= 0.00 | 0,00
. SENO 0,36 1 0.36 0,10 | 0,75
Cd ORGANO 1327 5 564 102 | 0.00
RESIDUAL 62.3 18 346
TOTAL 1421 23

excrecion, trayendo consigo retencion de los
elementos, siempre que laexposiciénalosmismosen
el medio sea persistente. En el caso del sexo, la no
diferencia significativa entre ellos, pudo estar dado
simplemente porque la exposicion a los elementos
metalicos es la misma para ambos sexos.

Los factores rio y 6rgano presentaron diferencias
significativas para todos los elementos estudiados
(p < 0,05). Las magnitudes individuales de estas
diferencias se evaluaron aplicando la prueba de
intervalos multiples de Duncan /18/ y los resultados
obtenidos se presentan en la tabla 6.

TABLA 6. PRUEBADE DUNCAN PARA LAS DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

RIO ORGANO
METAL San Juan | File Cerebro | Higado | Brangquia
Cu 31,0 ** 18,7 * 0016 * | 343 %% | 402 #==*
Zn 43,7* | 326" 0.020 * | 66,5 *=* | 47.9*=
Pb 0.016 ** | 0,009 * 0.008 * | 0008+ | 0,022 **
Cd 6.40 ** | 4,14 % 0,007 * | 0007* [ 158%*

Los asteriscos indican el numero de grupos con diferencias estadisticas

significativas. Las casillas sombreadas coinciden conloslimites de deteccion del

método.
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Todas las concentraciones medias de los elementos
metalicos fueron mayores en el ecosistema San Juan
comparados con Filé, encontrandose diferencias
significativasentre los mismos. Este comportamiento
es debido a que los factores de tension relacionados
conelvertimiento de las fuentestributarias, es mayor
en el rio San Juan. Por lo tanto, el ecosistema Filé
puede ser utilizado como referencia ambiental.

Si se comparan los valores de la tabla 6 con los
limites de deteccion de latabla?2 (casillas sombreadas),
se aprecia que en las branquias se bioacumularon
todos los elementos estudiados, mientras que en el
higado solo se acumularon Cuy Zn. Asimismo, tanto
las concentraciones medias de los elementos
detectadas en cerebro como los contenidos de Pb y
Cd en higado fueron tan bajos, que coincidieron con
los limites de deteccion del método analiticoempleado.

Lo anterior se justifica porque las branquias son
los 6rganos que permiten la entrada, al igual que el
oxigeno, de elementos esenciales (Cu y Zn) desde la
columnadeagua, lacual representalamatrizambiental
de mayor presencia de los mismos /19/. De forma
similar ocurre el ingreso permanente de otros
elementos como Pb y Cd, que aunque no tienen una
funcion bioldgica definida, pueden ser retenidos por
las branquias, siendo entonces este érgano el blanco
inicial de toxicidad por exposicion a metales.

Asimismo, unavez que el Cuy Znson absorbidos
por las branquias se transportan al torrente sanguineo
hasta llegar al higado, ya que el Cu interviene en el
metabolismo del tejido conectivo, desarrollo éseo y
funcion nerviosa, mientras que el Zn juega un papel
importante en la regulacion de la homeostasia /20/.
Esto justifica la presencia de ambos elementos en
este 6rgano y la ausencia de Pb y Cd. Finalmente,
queda demostrado que en el cerebro no ocurrié
acumulacién de ninguno de los metales.

Conclusiones

1. La evaluacion de las caracteristicas
metroldgicas basicas de desempefio del método
ICP-AES con vista axial aplicado a la
cuantificacién de Cu, Zn, Pb y Cd en drganos de
peces se ajustd correctamente al propdsito para el
cual fue adaptado, pues se demostré que los

limites de deteccién y cuantificacién obtenidos
fueron adecuados paralos niveles de concentracion
a evaluar, que las precisiones alcanzadas estan
en correspondencia con los valores permisibles
por la ecuacién de Horwitz, asi como el método no
presentd errores sistematicos.

2. Laaplicacion del método en 6rganos de la
especie Gambusia punctata que habitan en los
ecosistemas San Juan y Filé, demostr6 que en las
branquias ocurrié la mayor bioacumulaciéon de
metales, sin considerarse para ello el sexo y la
longitud.

3. Todas las concentraciones medias de los
elementos estudiados fueron mayores en el
ecosistema San Juan comparados con Filé, por lo
que este Ultimo puede ser utilizado como referencia
ambiental.
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