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Resumen

La miel, sustancia natural dulce, producida principalmente por la abeja Apis mellifera y usada por el hombre para nutrirse y por
sus propiedades organolépticas y terapéuticas, contiene al menos 180 componentes quimico que difieren en tipos y cantidades
dependiendo del origen botanico y geografico de donde procedan. Dentro de sus compuestos se encuentran minerales que repre-
senta del 0,1% al 0,2% de su composicion. El selenio es un micro mineral o elemento traza presente en la miel, siendo benefi-
Cioso por sus aportes a la salud. En esta investigacion se determiné selenio en mieles de casas apicolas y produccion artesanal
del Estado Mérida, mediante la técnica de espectroscopia de absorcion atdmica en llama acoplada a generacion de hidruros en
flujo continuo. La metodologia se optimiz6 utilizando andlisis multivariado y disefio experimental de Box-Behnken por bloque,
aleatorizado, reduciendo costo y tiempo de anélisis. Las caracteristicas analiticas para la determinacién de selenio fueron: LOD:
0,7 ug/L, LOQ: 2,4 pg/L e intervalo lineal: (2,4 — 200) pg/L. El porcentaje de recuperacion en condiciones de repetibilidad esta
entre (94,6 £0,1) %y (103,3 £ 0,3) %, y en condiciones de reproducibilidad esta entre (96 + 1) %y (104 £ 1) %, dando resultados
en con un % DSR menor al 5%. Por tanto, la metodologia empleada es sensible, exacta, precisa y libre de interferencia para
determinar selenio en miel. Las concentraciones de selenio determinadas se encuentran en el intervalo de (17 + 1) pg/L y (55 +
1) ug/L, siendo aptas para el consumo humano.

Palabras claves: absorcion atdmica; mieles; generacion de hidruros; selenio.
Abstract

Determination of selenium in honey using atomic absorption spectroscopy with continuous flow hydride generation.
Honey, a sweet natural substance produced primarily by the honeybee Apis mellifera and used by humans for nutrition and for
its organoleptic and therapeutic properties, contains at least 180 chemical components that differ in type and quantity depending
on their botanical and geographic origin. Its compounds include minerals that represent 0.1% to 0.2% of its composition. Sele-
nium is a micromineral or trace element present in honey, beneficial for its health benefits. In this study, selenium was determined
in honey from beekeeping and artisanal production in the state of Mérida using flame atomic absorption spectroscopy coupled
with continuous-flow hydride generation. The methodology was optimized using multivariate analysis and a randomized Box-
Behnken block experimental design, reducing cost and analysis time. The analytical characteristics for the determination of
selenium were: LOD: 0.7 pug/L, LOQ: 2.4 pg/L and linear interval: (2.4 —200) pug/L. The recovery percentage under repeatability
conditions is between (94.6 + 0.1) % and (103.3 £ 0.3) %, and under reproducibility conditions it is between (96 + 1) % and (104
+ 1) %, giving results with a DSR % less than 5%. Therefore, the methodology used is sensitive, accurate, precise and free of
interference to determine selenium in honey. The selenium concentrations determined are in the range of (17 + 1) pg/L and (55
+ 1) pg/L, being suitable for human consumption.

Keywords: Atomic absorption; Honeys; Hydride generation; Selenium.

Introduccién

Algunos elementos minerales son necesarios en cantidades
muy pequefias en la dieta humana, pero son vitales para fines
metabolicos, los elementos trazas o micro minerales como el
selenio (Se)!, elemento no metalico, que presenta varios es-
tados de oxidacion, Se (-2) seleniuros, Se (0) selenio elemen-
tal, Se (+4) selenitos y Se (+6) selenatos?. Constituye nume-
rosas enzimas y la seleno-proteina, necesaria para mantener
la integridad de las membranas celulares frente a la accion
dafina de los radicales libre, desempefia funciones antiinfla-

matorias y actta como catalizador para la produccién de hor-
monas tiroideas e interviene en el metabolismo de los lipi-
dos®. Su deficiencia puede causar la enfermedad de Keshan
(una enfermedad del corazdn) e infertilidad en los hombres,
también podria causar la enfermedad de Kashin-Beck, un
tipo de artritis*.

Por otro lado, exposicion breve a altas concentraciones de
selenio puede producir nduseas, vomitos y diarrea. La expo-
sicién crénica a altas concentraciones de compuestos de se-
lenio puede producir la selenosis, enfermedad que genera
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pérdida del cabello, ufias quebradizas y anormalidades neu-
rolégicas®. De acuerdo al Anexo XlII del Reglamento (UE)
N°1169/2011 del Parlamento Europeo, del Consejo de 25 de
octubre de 2011 relativo al etiquetado sobre propiedades nu-
tritivas de los productos alimenticios, que tiene su origen en
un informe de la FAO/OMS de 1988 y los valores de ingesta
diaria recomendada (IDR) segun el Institute of Medicine of
the National Academies de Estados Unidos (IOM), estable-
cen que la ingesta recomendada (adulto hombre/mujer) de
selenio es de 55 pg, por su parte, los valores de IDR estable-
cidos por la EFSA16-28 a partir de evidencias cientificas re-

cientes, establecen que la ingesta diaria de selenio es de 70

ng’.

Venezuela posee una comunidad cientifica y apicola activa
gue ha generado una gran cantidad de aportes al conoci-
miento sobre miel de abeja desde el punto de vista cientifico
como desde el punto de vista préctico. Sin embargo, no hay
informacion reciente respecto a determinacién de elementos
como el selenio, en mieles del estado Mérida. El trabajo mas
reciente de determinacion de selenio en una matriz organica
se llevo a cabo en el 2014 por Gutiérrez Pefia et al., quienes
desarrollaron un método analitico para la determinacion de
selenio en huevos fortificados de gallinas (Isa Brown) por
espectroscopia de absorcion atomica con generacion de hi-
druros, evaluaron la incorporacion del selenio con el objeto
de obtener huevos fortificados’. En 2011, Silva-Trejos pu-
blicé un trabajo de investigacion cuyo objetivo fue validar la
metodologia analitica para la determinacion de selenio en
alimentos de la canasta bésica costarricense por espectros-
copia de absorcion atémica con generacion de hidruros®. La
cuantificacion se realizd sobre las muestras digeridas en
horno de microondas por HGAAS, utilizando como reductor
borohidruro de sodio al 0,6 % en hidréxido de sodio al 0,5
% y &cido clorhidrico 10 mol/L. Acidificacion de muestra y
patrén: HCI pH 1, calentamiento: 70-90 °C por 15 minutos
para garantizar el estado de oxidacién +4. Intervalo li-
neal:1,3-50 ug/L, L.D.:1,3+0,2 pg/L y L.C.:2,2+0,2ug/L. Fi-
nalmente, en México, 2019, Quintero Lira et al. determina-
ron el contenido de selenio por medio de espectroscopia de
absorcién atomica acoplada a generador de hidruros (HG
AAS), con una digestion acida previa; el valor més alto para
el contenido de selenio se presenta en la miel de San Felipe
con (172,75 + 3,18) pg/Kg de miel y contenido mas bajo se
presenta en la miel de Huejutla (145,85 £ 0,35) ug/Kg de
miel®.

Parte experimental
Reactivos

Se utilizé acido nitrico Rieldel-de Haen, con un 65 % de pu-
reza; peroxido de hidrégeno Sigma — Aldrich (34,5-36,5 %);
acido clorhidrico de Rieldel-de Haen (37 %); hidréxido de
sodio de Rieldel-de Haen y borohidruro de sodio de Sigma—
Aldrich (98 %). El agua empleada para la preparacion de so-
luciones y lavado de material de laboratorio fue doblemente

destilada y desionizada con resistividad especifica de 18
MQ/cm, obtenida en un sistema Millipore Milli-Q plus. Se
prepar6 una solucion estandar de 1000 mg/L de Se a partir
de selenio metalico siguiendo el procedimiento descrito en
el PerKin Elmer'®. Se disolvié 1,000 g de selenio metal en
un volumen minimo de HNO; concentrado, se evaporé a se-
quedad, se agregd 2 mL de agua evaporando nuevamente a
sequedad 3 veces adicionales, por altimo, se disolvié en HCI
al 10 % (v/v) y se diluy6 en un litro se solucion. Posterior-
mente, se realiz6 una dilucion de 5000 pg/L (ppb) y a partir
de ésta se prepararon las soluciones de trabajo de 5, 50, 100,
150 y 200 pg/L, adicionando 10 mL de HCI al 10 %, enra-
zando con agua. Adicional se prepararon las soluciones de
1000 mL de HCI 1M, 2M y 3M, a partir de HCI concentrado
y soluciones de 1000 mL de NaBH4/NaOH (0,5 %/0,25 %)
m/v, (0,75 %/0,5 %) m/v, y (1 %/0,75 %) m/v. Las solucio-
nes de borohidruro de sodio fueron preparadas diariamente
y para evitar la descomposicion del reactivo, las soluciones
fueron estabilizadas preparandolas en un medio de NaOH %
miv.

Metodologia experimental

Muestreo: el muestreo empleado en la recoleccion de las
muestras fue del tipo aleatorio simple, donde se extrajeron
todos los individuos al azar de una lista (marco de la en-
cuesta)* con un nimero de unidades variable segin la zona
y la disponibilidad de los apicultores que estuvieron dispues-
tos a colaborar, se recolectaron 12 muestras en total en el
Estado Mérida, de las cuales 5 corresponden a casas apicolas
del centro de la ciudad de Mérida, municipio Libertador; 5 a
los apiarios ubicados en las localidades de Bailadores, La
Playa y sector El Potrero, Municipio Rivas Davilay 2 son de
produccion artesanal pertenecientes a EI Molino, municipio
Arzobispo Chacon.

Con el fin de estudiar si hay o no diferencia significativa en
los valores de Se encontrados en cada localidad, se realizd
un estudio, empleando la estadistica basica para evaluar si
habia diferencia entre las concentraciones, como el estadis-
tico F y el estadistico t de student; para ello, se subdividieron
las muestras provenientes del centro de Mérida en dos gru-
pos de acuerdo a la procedencia de las casas apicolas, el
grupo A, corresponde a las 2 primeras muestras y el grupo
B, corresponde a las 3 Ultimas muestras; las 5 muestra pro-
cedentes de Bailadores corresponden al grupo C y las mues-
tras procedente del Molino corresponden al grupo D.

Digestion de las muestras: la digestion de las muestras de
miel se realiz6 por via himeda con plancha de calenta-
miento, se empled acido nitrico concentrado como agente di-
gestor y debido a su punto de ebullicion bajo se adiciono pe-
roxido de hidrégeno, que es un agente oxidante mas fuerte,
para oxidar los residuos de materia organica que quedan tras
la digestion con el HNOs, ademas tiene la particularidad de
no contener ningun ion y descomponerse en agua y oxigeno.
Las muestras se pesaron por triplicado y se colocaron en er-
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lenmeyers, se afiadié el agente digestor, luego el recipiente
se cubrio con un vidrio de reloj y se colocé en la plancha de
calentamiento aplicando temperatura suavemente para pre-
venir las salpicaduras y la evaporacion de los analitos. Una
vez terminado el calentamiento de la digestion, se dej6 en-
friar a temperatura ambiente y se afiadio el peréxido de hi-
drogeno, para luego de 24 horas hacer el analisis por espec-
troscopia de absorcidn atébmica y con generacion de hidruros
acoplado a ésta técnica'?*2,

Optimizacion del sistema experimental: para la determina-
cion del selenio, los experimentos fueron realizados utili-
zando el sistema de flujo continuo, mostrado en la figura 1,
realizados mediante un procedimiento del Laboratorio de
Espectroscopia Molecular'®. Las soluciones de los patrones
o la muestra (flujo 9,4 mL/min) se acidificaron con HCI 2M,
luego esta se combina con el agente reductor NaBH4/NaOH
(0,5 %/0,75 %) m/v, para pasar por los serpentines de mez-
clado y reaccion L1 (8 cm de longitud) y L2 (12 cm de lon-
gitud), para la generacion de las especies volatiles de selenio.
Luego de esto la especie H,Se generada es separada de la
fase liquida y transportadas con la ayuda del gas de arrastre
(nitrogeno, 150 mL/min) hacia la celda de cuarzo, para luego
medir la absorbancia de los 4&tomos del analito.

Leiga ge cuarzo
(Gas de arrastre
N.

Bomba peristaltica

Serpentin
de mezclado (|

Serpentin
reaccion

Separador
de fases

5 N

Fig. 1: Esquema del sistema de generacion de hidruros en flujo
continuo®,

Disefio experimental para la optimizacion de la digestion de
la muestra y generacion de hidruro de selenio

En vista de la gran cantidad de pardmetros evaluados en las
metodologias empleadas para la determinacién del selenio,
se selecciono la optimizacion multivariada y el disefio de
Box-Behnken, por bloque, aleatorizado, enmarcado en la
quimiometria, ya que este es el que mejor se acopla al sis-
tema experimental disefiado. A partir de éste, se obtuvieron
los pardmetros Optimos empleados en la digestion de las
muestras de miel y en la generacion del hidruro de selenio,
el cual consta de dos bloques, el primero corresponde a los
pardmetros de la digestion de las muestras y el segundo a los
pardmetros implicados en la generacién del hidruro de sele-
nio.

Bloque 1. Digestion de la muestra: El bloque 1, constituye
una serie de experimentos, donde se optimizaron los paréa-
metros implicados en la digestion de la muestra, como la
cantidad de muestra de miel “masa” donde se tomaron los
valores de 1 g, 1,5 gy 2 g; el agente oxidante “HNO3” se
varié en 2 mL, 3 mL y 4 mL; temperatura de la plancha de
calentamiento, se varié en 25 °C, 30 °C y 35 °C; para el
tiempo de digestion se tomaron los valores de 2 horas, 3 ho-
ras y 4 horas; cantidad de agente oxidante “H.0," se varid
en2mL, 3 mLy 4 mL, teniendo como respuesta analitica a
la variacion de cada uno de ellos en conjunto la absorbancia
medida en el equipo de absorcién atémica VARIAN Spec-
trAA 110. Estos parametros se identificaron como efectos y
para el analisis de varianza ANOVA de la absorbancia fue-
ron: A: MASA; B: 4cido nitrico, C: T digestion; D: tempe-
ratura; E: peréxido; AA; AB; AC; AD; AE; BB; BC; BD;
BE; CC; CD; CE; DD; DE; EE. Se selecciond el modelo
cuadratico para ajustar a los resultados del experimento con
21 coeficientes. No se excluyd ningun efecto. Se seleccion6
el diagrama de Pareto como herramienta gréfica, donde los
estimados se colocaron en orden decreciente de importancia,
lo que deja més claro qué aspectos deben resolverse primero.
En este estudio, se especificd 1 variable de respuestay 5 fac-
tores experimentales. El disefio seleccionado tiene 46 ejecu-
ciones, con 1 una muestra para ser tomada en cada ejecucion.
El modelo por defecto es cuadratico con 21 coeficientes. Los
modelos estadisticos se ajustaron a las variables de res-
puesta.

Blogue 2. Generacidn de hidruro: en este segundo bloque, se
trabaj6 con el sistema de generacion de hidruros y los para-
metros de la reaccion como la concentracion del agente re-
ductor NaBH3 (%) que se varié en 0,5 %; 0,75 % y 1 %; la
concentracion del NaOH como agente estabilizador de la so-
lucion del NaBH3 (%) en 0,25 %; 0,5 %y 0,75 %; la concen-
traciéon del HClen 1 M, 2 M y 3 M; el tamafio de la man-
guera de reaccion en 8 cm (valor minimo a construir con el
material disponible), 12 cmy 18 cm; tamafio de la manguera
de arrastre en 8 cm, 12 cm, y 18 ¢cm; frecuencia en la bomba
peristaltica de la manguera del flujo del NaBH4 (ml/min) en
25, 30y 35; frecuencia en la bomba peristaltica del flujo del
HCI (ml/min) en 25, 30 y 35, con lo que se obtuvieron los
valores optimizados de los pardmetros implicados en la ge-
neracion del hidruro de selenio.

Los efectos para el analisis de varianza ANOVA de la absor-
bancia en este segundo blogue son: A: NaBH4; B: NaOH; C:
HCI; D: Serpentin de Reaccion; E: Longitud de manguera T
y S; F: Flujo de NaBH4; G: Flujo de HCI; FF; DD; CC; AA,;
AB: AE; CG; AD; CF; CD; GG; BD; DE; FG; BF; CE; BE;
EE; EG; DG; BG; AF; DF; BC; AG; EF; BB y AC. Se se-
leccion6 el modelo cuadrético para ajustar a los resultados
del experimento con 18 coeficientes. Nuevamente se selec-
ciond el diagrama de Pareto como herramienta grafica,
donde los estimados se ordenaron en orden decreciente de
importancia.
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Caracteristicas analiticas para la validacion del método de
la determinacion de selenio por HGAAS en flujo continuo.

Una vez optimizado el sistema experimental, se procedi6 a
realizar la validacion del método, para lo cual se empled el
patrén estandar de 1000 mg/L de Se, a partir de este se pre-
pararon las soluciones de trabajo en ug/L, para las curvas de
calibracion sencilla y adicién estandar. La adicion estandar
se hizo sobre un pool de las muestras de miel y en la muestra
N° 6, para corroborar el comportamiento de la curva. Luego
se procedi6 a validar las principales caracteristicas analiticas
del método, al evaluar la linealidad, el coeficiente de corre-
lacion, la sensibilidad expresada como pendiente de la curva
y el intercepto. Con los resultados obtenidos se determing el
“estadistico F” y el estadistico “t de student” para evaluar si
hay o no diferencia significativa entre las pendientes de am-
bos métodos y con ello se descart6 el efecto matriz, ademas
se determino el limite de deteccion, limite de cuantificacion
y el intervalo lineal de cada una de las curvas realizadas, asi
como la precision de este, expresada como % DSR.

La metodologia por seguir para la curva de calibracion sen-
cilla del Se a partir de patron de Se de 1000 ppm, consistio
en preparar una solucion de 5000 ppb en 100 ml de agua de-
sionizada, a partir de esta se prepararon las soluciones de 5,
50, 100, 150 y 200 pg/L, adicionando 10 mL de HCl y lle-
vando un volumen final de 100 mL, estos puntos compren-
den el intervalo de concentraciones que se espera obtener en
las muestras de miel analizadas.

La metodologia por seguir para la curva de adicion de estan-
dar consisti6 en tomar 2 g de un pool de las muestras de miel,
para luego realizarle el mismo tratamiento de digestion pre-
viamente optimizado, posteriormente se tomaron 5 alicuotas
con 2 mL de este pool y se le adicionaron cantidades exac-
tamente conocidas de selenio, llevandolas a un volumen fi-
nal de 10 mL, para luego evaluar que no habia interferencia
por parte de la matriz.

Para evaluar la precision del método analitico, se procedid a
realizar el célculo de los porcentajes de recuperacion donde
se realizo el dopaje de tres muestras con patron de selenio a
tres distintas concentraciones bajo, medio y alto, de la mues-
tra N° 6, siendo usada durante toda la validacion, se realiza-
ron tres repeticiones por muestra en condiciones de repetibi-
lidad, en las mismas condiciones operativas y el mismo dia.
Para evaluar la exactitud se estudio la reproducibilidad del
método, se realiz6 el dopaje de tres concentraciones de la
muestra de miel N° 6, a 5, 100 y 200 ug/L, y se realizé una
medicién por triplicado con la metodologia anteriormente
descrita durante 10 dias para un total de 30 réplicas.

Resultados y discusion

Bloque 1. Digestion de la muestra

En el diagrama de Pareto estandarizada para la absorbancia
(grafica N° 1), los factores que causan mas impacto sobre la
digestion de la muestra son la temperatura aplicada y el

tiempo de digestion al momento de agregar el HNOs. El
acido empleado en la digestion es un elemento de gran im-
portancia, el HNO3 es uno de los acidos mas ampliamente
usados en la descomposicion de materia organica y libera-
cioén de los elementos trazas, formando sales de nitrato alta-
mente solubles. En cuanto a la temperatura aplicada en la
digestion, es bien sabido que la temperatura actia como un
catalizador de la reaccion, puesto que el aplicar temperatura,
se proporciona energia térmica a la digestion con lo que ocu-
rre mas rapido la descomposicion de la materia orgénica por
el &cido nitrico, siempre y cuando esté por debajo del punto
de ebullicion de HNOs, para evitar perder analitos con los
vapores desprendidos, es por ello que se prueban diferentes
temperaturas a fin de encontrar la idénea. El tiempo que se
deja para que ocurra la reaccion también es un factor impor-
tante, de este depende que la reaccion de descomposicion de
la materia orgénica se lleve en su totalidad.

ce
0:Temperztur |
oo | = -
[
3 [
EE
CTdigestion |
@. 8
EPeraddo
. B0
B:Acido Nitrico
KA S

g8
BL
BE
AD
A
CE
co
0E

Efect oectandarizado
Gréfica N° 1. Diagrama de Pareto estandarizado para absorbancia.

Los resultados de los pardmetros optimizados implicados en
la digestion de la muestra se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 1. Factores establecidos y 6ptimo

Factor Establecimiento
Masa (g) 2
Acido Nitrico (mL) 4
Tiempo digestion (h) 3
Temperatura (°C) 33
Perdxido (mL) 2

Bloque 2. Generacidn de hidruro

Como se observa en la Gréafica N° 2, correspondiente al dia-
grama de Pareto estandarizada para la absorbancia, los fac-
tores que causan mas impacto sobre el sistema y la genera-
cion del hidruro son las concentraciones de NaBH, y HCI, el
tamarfio del serpentin donde ocurre la reaccion y el flujo del
NaBHs.
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Gréfica N° 2. Diagrama de Pareto estandarizado para la absorbancia.

La concentracion y el flujo del NaBH. son factores influyen-
tes en la generacion del hidruro, debido a que la cantidad de
agente reductor afiadida debe ser eficiente para que la reduc-
cion del analito sea eficaz, rapida y cuantitativa, pero es ne-
cesario mantener un equilibrio entre el volumen y concen-
tracién del agente reductor, puesto que en esta reaccion se
usa en exceso de este con respecto a la concentracion del
analito y una cantidad excesiva produce gran cantidad de hi-
drogeno que diluye el hidruro generado y con ello pedida de
la sefial.

El HCI es el agente acidificante del analito, el borohidruro
de sodio se hidroliza en presencia del HCI, esto garantiza una
abundante liberacion de hidrdgeno atémico que favorece la
transicion del hidruro a la fase gaseosa a través de la apari-
cién de burbujas que promueven la desorcion del gas, que
posteriormente es arrastrado por el gas de purga. El hidro6-
geno resultante conduce el hidruro desde la mezcla de reac-
cion a la fase gaseosa dado que la concentracidon del hidruro
en la mezcla es tipicamente mucho menor que la solubilidad
del hidruro, en particular en el caso de selenio, esta es la fun-
cion adicional del agente reductor.?

En cuanto al serpentin de reaccién también es un factor in-
fluyente por el tiempo de residencia de los reactivos que for-
man los productos en este tramo, y como los hidruros son
compuestos mas 0 menos inestables, cuanto mas pequefio
sea el camino del hidruro a atravesar en la disolucién mayor
serd el rendimiento de reaccion.

Las caracteristicas Optimas de los factores experimentales
han sido determinadas y se muestran en el resumen, basada
en las respuestas observadas, los resultados més convenien-
tes son obtenidos para la ejecucién 58. Basada en las res-
puestas predichas del modelo ajustado, los resultados mas

convenientes corresponden a la ejecucion 54, mostrados en
la Tabla N° 4, en donde se puede observar que el tamafio
Optimo del serpentin de reaccion para la generacion del hi-
druro resultd ser el méas pequefio evaluado experimental-
mente, tal como se discute en el diagrama de Paretos para
este segundo bloque. También se observa que la concentra-
cion del NaOH es mayor que la del NaBHa, esto se debe a
gue el agente reductor es tan energético, que se hidroliza fa-
cilmente en agua, por lo que es necesario usar esta concen-
tracion de NaOH para estabilizar la disolucion.

Los resultados de los parametros optimizados implicados en
la generacidn del hidruro de selenio se muestran a continua-
cion.

Tabla 2. Factores establecidos y Optimo, correspondiente a la
gjecucion 54.

Factor Establecimiento
NaBH4 (%) 0,5
NaOH (%) 0,75
HCI (M) 2
Serpentin de reaccién (cm) 8
Longitud de la manguera de 12
separacion y transporte (cm)
Flujo de NaBH4 (ml/min) 9,4
Flujo de HCI (ml/min) 9,4

Caracteristicas analiticas para la validacion del método de
la determinacion de selenio por HGAAS en flujo continuo

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos de las
curvas de calibracion sencilla y adicion estandar realizadas
sobre un pool de las muestras de miel y en la muestra de miel
N° 6, asi como las figuras de mérito determinadas para la
curva de calibracion sencilla de Se en HCI al 10%.
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Tabla 3. Resultados obtenidos de la curva de calibracién sencilla
de Se y con adicion de estandar de Se para un pool de las muestras
de miel.

Tabla 6. Resultado del porcentaje de recuperacion del Se, para las
concentraciones 5, 100, 200 pg/L en la muestra N° 6 de miel, eva-
luado por triplicado.

Curva de calibracion sencilla Curva de adicion estandar
Pendiente (m) (0,00263 + Pendiente (m) (0,00267 +
0,00004) 0,00004)
Corte (b) (0,0197 + Corte (b) (0,1337 £
0,0048) 0,0052)
Coeficiente de Co- Coeficiente de Co-
rrelacion lineal 0,9993 rrelacion lineal 0,9992
(RY) (R?)

Tabla 4. Resultados obtenidos de la curva de calibracion sencilla
de Se y con adicién de estandar de Se en la muestra de miel N° 6.

Curva de calibracion sencilla Curva de adicion estandar
Pendiente (m) (0,00263 £ Pendiente (m) (0,00268 +
0,0,00004) 0,00004)
Corte (b) (0,0197 £ Corte (b) (0,1387 £
0,0048) 0,0049)
Coeficiente de Co- 0,9993 Coeficiente de Co- 0,9993
rrelacion lineal rrelacion lineal
(R) (RY

Tabla 5. Figuras de mérito determinadas para la curva de calibra-
cién sencilla de Se en HCI al 10%.

Limite de deteccion Limite de cuantificacion Intervalo lineal

(LOD) (LOC)
0,7 pg/L. 2,4 pg/L.

2,4-200 pg/L.

Con los resultados obtenidos de las curvas de calibracion
sencilla y adicion estandar, se determind el “estadistico F”’ y
el estadistico “t de student” para evaluar si hay o no diferen-
cia significativa entre las pendientes de ambos métodos,
dando como resultado que el estadistico F es 1,04 y al com-
pararlo con el valor tabulado para un contraste de dos colas
(95% de confianza, Probabilidad 0,05), F4,3:15,10; por
tanto, no hay diferencia significativa entre las varianzas y las
variaciones respecto a 1 se deben a errores aleatorios. Al
aplicar el estadistico “t” se tiene que el valor de “t” calcu-
lado: 1,89, es menor que el “t” tabulado, para 8 grados de
libertad y un 95 % de confianza: 2,31, por tanto, no existe
diferencia significativa entre las pendientes evaluadas, asi-
mismo se puede indicar que el método propuesto esta libre
de interferencias del tipo fisico y quimico por parte de la ma-
triz.

Precision y exactitud del método analitico para el analisis
de selenio en miel

A continuacion, se presentan los resultados para el estudio
del porcentaje de recuperacion, en condiciones de repetibili-
dad, mismas condiciones operativas y el mismo dia.

Como se observa, los porcentajes de recuperacion promedio
del selenio en la muestra de miel N° 6 se encuentra entre el
(94,6 £0,1) %y (103,3 £ 0,3) %, estos resultados se encuen-
tran en el intervalo aceptable para los estudios de recupera-
cion por tanto el selenio se puede determinar cuantitativa-

Concentracion 5 100 200
(ppb)
% Réplica 1 (98,3+0,1) (103,3+0,1) (94,4+0,1)
% Réplica 2 (989+0,1) (103,3+0,1) (95,0+0,1)
% Réplica 3 (99+0,1)  (1034+0,1) (94,4 +0,1)
Promedio % (984+0,3) (103,3+£0,3) (94,6 +0,1)
%RDS 4 2 3

mente en las muestras estudiadas, puesto que no hay pérdida
del analito durante el proceso de separacion de la matriz y la
generacion del hidruro. Adicional a esto, la precision del
procedimiento en funcion de la concentracién y expresada
como % DSR varian del 2 % al 4 %, los mismos son menores
al 5 %, obteniendo un resultado aceptable para la repetibili-
dad, comprobando que el método empleado para la cuantifi-
cacion del selenio en miel es 6ptimo.

A continuacién, se presentan los resultados del estudio del
porcentaje de recuperacion en condiciones de reproducibili-
dad, mismas condiciones experimentales durante 10 dias.

Tabla 7. Resultado del porcentaje de recuperacion de las concentra-
ciones 5, 100, 200 pg/L de la muestra N° 6, evaluado para 10 dias.

Concentracién (ppb) 5 100 200

% Réplica Dfa 1 (982+0,1) (106,1+01) (97,1+0,2)
% Réplica Dia 2 (96,3+0,1) (102,8+0,1) (959+0,2)
% Réplica Dia 3 (98,2+0,1) (103,8+0,1) (97,1%0,2)
% Réplica Dia 4 (98,1+0,1) (102,6+0,2) (96,4+0,3)
% Réplica Dia 5 (97,1+£0,1) (102,8+0,1) (97,1+0,3)
% Réplica Dia 6 (97,3+0,1) (1053+0,2) (96,4+0,1)
% Réplica Dia 7 (98,8+0,1) (1059+02) (94,6+0,.2)
% Réplica Dia 8 (99,1+0,2) (104,4+01) (94,7+0,2)
% Réplica Dia 9 (984+0,1) (104,3+01) (97,4+0,2)
% Réplica Dia 10 (98,0+0,1) (102,7+02) (954 +0,.2)
% Promedio (98,0 +£0,8) (104 £ 1) (96 £ 1)
% DSR 3 4 3

Se puede observar que los porcentajes de recuperacién pro-
medio del selenio en la muestra de miel N° 6, estan entre el
(96 £1) % y (104 £ 1) %, estos resultados se encuentran en
el intervalo aceptable para los estudios de recuperacion, nue-
vamente se comprueba que el selenio se puede determinar
cuantitativamente en las muestras estudiadas, puesto que no
hay pérdida del analito durante el proceso de separacion de
la matriz y la generacion del hidruro. Adicional a esto en
término de reproducibilidad, atributo de la exactitud, se
puede observar que el % DSR varian del 3 % al 4 %, los
mismos son menores al 5 %, comprobando que el método
empleado para la cuantificacion del selenio en miel es 6p-
timo.

Determinacion del contenido de selenio en las muestras de
miel del Estado Mérida

A continuacidn, se presenta la tabla 8, correspondiente a los
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resultados obtenidos para la determinacion del selenio en
las muestras de miel recolectadas en el estado Mérida,
donde se observa que las concentraciones de selenio en-
cuentran entre el (17 £ 1) pg/L y (55,4 + 0,9) ug/L.

Tabla 8: Resultados obtenidos para el selenio presente en las
muestras de miel recolectadas en el estado Mérida.

Muestra Replical Replica2 Replica3 Concentracion
(Ho/L) (Ho/L) (Hg/L) (Mo/L)
1 413 39,1 40,3 (40,3+0,9)
2 54,1 55,7 56,3 (55,4 +0,9)
3 29,7 27,8 311 (30+1)
4 22,3 20,2 21,8 (21,4£0,9)
5 16,7 16,2 19,1 17+1)
6 29,6 30,3 27,0 (29+1)
7 39,7 41,1 40,5 (40,4 £ 0,6)
8 40,6 40,4 42,0 (41,0+0,7)
9 39,4 37,7 38,8 (38,6 £0,7)
10 46,1 485 46,3 471
11 42,2 41,6 41,1 (41,6 £0,4)
12 432 41,9 421 (42,4+05)
60,00
o]
2 50,00
c
e
S 40,00
5
© 30,00
o
O
20,00
10,00
0,00
Centro A Centro B Bailadores C  Molino D

Localidad

Gréafica N° 3. Concentracion de Se vs. Localidad

Los resultados obtenidos de las combinaciones posibles
para los grupos de ese estudio, tabla 9, que sigue a conti-
nuacién, muestran que (Ay C); (A y D); (Cy D), no pre-
sentaron diferencias significativas entre las concentracio-
nes del selenio para estas localidades. Sin embargo, las
combinaciones de los grupos (Ay B); (Dy B); (By C), si
presentaron diferencias significativas, por lo que se puede
decir que, cualquiera de las combinaciones que implicara
el grupo B, que es el que dio menores concentraciones de
selenio, resulté tener diferencias significativas, esto se
debe a que el contenido de metales en la miel depende de
varios factores como el clima, la altura, la vegetacion, y
la biodisponibilidad de estos en el ambiente.

Tabla 9. Resultados de la evaluacion de la concentracion de Se
respecto a cada localidad.

Combinacién Resultado
AyB Si hay diferencia significativa
AyC No hay diferencia significativa
AyD No hay diferencia significativa
ByC Si hay diferencia significativa
ByD Si hay diferencia significativa
AyD No hay diferencia significativa

Conclusiones

Mediante el estudio realizado y la metodologia propuesta, se
determiné que el selenio presente en las muestras de miel
recolectadas en casas apicolas y de produccién artesanal el
estado Meérida, se encuentra entre (17 £ 1) pg/L y (55 + 1)
Mg/L, encontrandose dentro de los limites establecidos para
el consumo humano.
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