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RESUMEN

En el presente trabajo de disertacion se determind mercurio total en 45 muestras
de un total de quince unidades de pescado Pargo (Lutjanus colorado), proveniente de las
costas ecuatorianas. Esto se realiz6 con la finalidad de hacer un anélisis exploratorio o de
diagnostico del contenido de mercurio en el pez. Por consiguiente, se clasificaron los
peces por tamafio: (5) pequefio (25,0-26,5 cm), (5) mediano (35,0-43,0 cm) y (5) grande
(43,5-50,5 cm). La determinacién se realizé mediante la técnica de vapor frio acoplado a
espectrofotometria de fluorescencia atomica. Se recolectaron las muestras de pescado en
el mercado “América” en la ciudad de Quito. A continuacién, se procesaron para obtener
el musculo, y se sometieron a un proceso de liofilizacion y digestion acida mediante un
sistema cerrado asistido por microondas en presencia de &cido nitrico, peroxido de
hidrégeno y &cido perclérico. Posteriormente, se cuantifico la cantidad de mercurio
utilizando el equipo de fluorescencia atomica. Los resultados obtenidos por el
instrumento correspondian a peso seco de pescado, por lo que fue necesario realizar una
transformacion a peso himedo de pescado en mg.kg?, esto con la finalidad de determinar
la cantidad de mercurio que posee el pez en estado fresco. El limite de deteccion y
cuantificacion que se obtuvo fue de 0,1y 0,2 pg.L™? respectivamente.

La calidad de los resultados se Ilevo a cabo mediante el uso de un material de
referencia certificado obteniendo porcentajes de recuperacion entre el 95-99%.
Adicionalmente, se realizd la prueba de Grubbs para detectar los valores atipicos

mediante una estadistica de la prueba T.

Se determind que todas las muestras de pescado contienen mercurio total, sin
embargo, no exceden los limites permisibles establecidos por el Codex Alimentarius.
Ademas, la técnica de vapor frio acoplado a espectrofotometria de fluorescencia atdmica
permite analizar correctamente la cantidad de mercurio total en muestras biolégicas como

el pescado con un alto nivel de precision y exactitud en los resultados.

Palabras clave: mercurio total, pescado pargo, musculo, vapor frio, liofilizacion, digestion

acida, espectrofotometria de fluorescencia atdmica, analisis exploratorio.



ABSTRACT

In the present dissertation work, total mercury was determined in 45 samples from
a total of fifteen units of snapper fish (Lutjanus colorado), originating from the
Ecuadorian coasts. This was done in order to make an exploratory or diagnostic analysis
of the mercury content in the fish. Therefore, fish were classified by size: (5) small (25,0-
26,5 cm), (5) medium (35,0-43,0 cm), and (5) large (43,5-50,5 cm). The determination
was made using the cold vapor technique coupled to atomic fluorescence
spectrophotometry. Fish samples were collected in the “América” market in the city of
Quito. Next, they were processed to obtain the muscle, later they underwent a process of
lyophilization and acid digestion by means of a closed system assisted by microwaves in
the presence of nitric acid, hydrogen peroxide and perchloric acid. Then, the amount of
mercury was quantified using the atomic fluorescence kit. The results obtained by the
instrument corresponded to the dry weight of the fish, so it was necessary to perform a
transformation to the wet weight of the fish in mg.kg-1, this in order to determine the
amount of mercury that the fish has in the fresh state. The detection and quantification

limit that was obtained was 0.1 and 0.2 pg.L™ respectively.

The quality of the results was carried out by using a certified reference material
obtaining recovery percentages of 95-99%. Additionally, the Grubbs test was performed

to detect outliers using a T-test statistic.

All fish samples were determined to contain total mercury; however, they do not
exceed the permissible limits established by the Codex Alimentarius. In addition, the cold
vapor technique coupled to atomic fluorescence spectrophotometry allows to correctly
analyze the amount of total mercury in biological samples such as fish with a high level
of precision and accuracy in the results.

Key words: total mercury, snapper fish, muscle, cold steam, lyophilization, acid
digestion, atomic fluorescence spectrophotometry, exploratory analysis.



1. INTRODUCCION

La pesca es una actividad de mucha importancia en el Ecuador, ya que es una gran
fuente de ingresos para la economia del pais. Por lo que es importante tener en cuenta,
que los rios y océanos estan propensos a la contaminacién que es producida por pequefias
o grandes industrias que desechan diferentes metales pesados entre los que se encuentra
el mercurio (Reyes, Vergara, Torres, Lagos & Jimenez, 2016). Por ende, es importante
Ilegar a conocer si las especies de peces como el Pargo (Lutjanus colorado), esta siendo

afectada por la contaminacion de este metal que es perjudicial para la salud humada.

El mercurio es un contaminante persistente que se encuentra en el medio ambiente
y tiene una elevada toxicidad para los seres vivos. Esto genera preocupacion, ya que el
ingreso de este metal al medio ambiente permite su acumulacion en la cadena alimenticia
Ilegando de esta manera a los humanos por medio del consumo del pescado (Moraes et
al., 2013).

El pescado es un alimento que tiene un elevado consumo en nuestro pais.
Proporciona proteinas de alto valor bioldgico y &cidos grasos esenciales, lo que favorece
a mantener una buena salud cardiovascular. Sin embargo, también puede contener
elementos toxicos que ponen en riesgo la salud humana tales como el mercurio, plomo,
cadmio y arsénico, contaminantes vinculados al consumo en este producto (Mdller,
Mesko, Moraes, Korn, & Flores, 2014). Los peces son capaces de absorber elementos
contenidos en el agua u otros organismos acuaticos, ya sean esenciales o0 no esenciales,
almacenandolos en el tejido muscular. Son parte del grupo de alimentos que pueden
acumular en su estructura grandes cantidades de metales traza como el mercurio y el
selenio (Bergés et al., 2015). Por esto, es importante realizar un estudio sobre el contenido
de mercurio que se puede llegar a almacenar en el pescado.

En el pais, se han realizado estudios sobre el contenido de mercurio en harinas de
pescado mediante la técnica de Absorcion atbmica con generacion de hidruros (HG-AAS)
(Obando, 2015). También se ha realizado la determinacion de mercurio en atdn en
conserva mediante la técnica de vapor frio acoplado a espectrometria de absorcién
atomica (CV-AAS) (Vilaia, 2019). Sin embargo, hasta la actualidad, no se ha realizado
un estudio sobre el contenido de mercurio total en pescado usando la técnica de vapor frio

acoplado a espectrofotometria de fluorescencia atobmica (CV-AFS). La mayoria de los



estudios que se han efectuado, han sido mediante la técnica de absorcion atémica, sin
embargo, esta técnica posee un menor rango lineal de trabajo y una menor sensibilidad
en comparacion a la técnica de fluorescencia atomica (Chaves, 2016). Por este motivo se
ha desarrollado este trabajo de investigacion, para obtener un mayor acercamiento acerca
del contenido de mercurio que esta presente en estos organismos acudticos, y determinar
la presencia de metales pesados como el mercurio que pueden ocasionar efectos nocivos
en las personas si no se cumple con los limites maximos permitidos por el Codex

Alimentarius.

En este trabajo de investigacion, se propone analizar el contenido de mercurio
total (THg) en 45 muestras de pescado Pargo (Lutjanus colorado), que son
comercializados en la ciudad de Quito. Para esto, las muestras pasan por un tratamiento
previo en el que se realiza la determinacion de humedad por balanza infrarroja, con el
secado de muestra por medio de un proceso de liofilizacion y finalmente una digestién
acida asistida por microondas. Posteriormente, se realiza la cuantificacion del mercurio
utilizando la técnica de vapor frio acoplado a espectrofotometria de fluorescencia atbmica
(CV-AFS).



2. MARCO TEORICO

2.1 MERCURIO

El mercurio y sus derivados atraen cada vez mas preocupacion debido a su naturaleza
altamente toxica, bioacumulativa y no degradable. Varios derivados de mercurio difieren
mucho en sus propiedades bioldgicas y fisicoquimicas como: la toxicidad, la solubilidad
y la tasa de bioacumulacién por organismos (Camino & Chavez, 2019). Los mas toxicos
son los compuestos de monometilmercurio [CH3sHg]", que representan un riesgo para la
salud, debido a su mayor toxicidad, lipofilia, bioacumulacién y volatilidad (Gaioli, 2012).
El mercurio organico se encuentra en el agua, principalmente como metilmercurio
[CH3Hg]". La metilacién del mercurio inorganico que se deposita en los rios o mares se
realiza por accion quimica directa o mediante la accion de bacterias. EI metilmercurio es
el componente organico mas comun en la cadena alimentaria (Rezende, Silva, Moura, &
Windmoller, 2018). EI mercurio puede estar presente en los peces en todas sus formas
quimicas, tanto organicas como inorganicas, por lo que se debe transformar estas especies
de mercurio a una forma inorganica (Hg?"), ya que esta es la Unica especie capaz de

generar el vapor de mercurio atdbmico (Gonzalez et al., 2015).

El mercurio es el Gnico elemento metalico que exhibe una presion de vapor atomica
apreciable a temperatura ambiente. Esta propiedad Unica da lugar a la posibilidad de
medir este metal sin la energia térmica adicional suministrada por una llama o

calentamiento electrotérmico (Perez, Angel, Gomez, & Cartagena, 2014).
2.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DEL MERCURIO

El mercurio es un metal toxico de color plateado, se considera pesado ya que posee una
densidad de 13,5955 g.cm™ a temperatura ambiente. Su simbolo quimico es Hg con un
namero atdmico de 80 y un peso atomico de 200,59 u.m.a. Este compuesto se caracteriza
por ser el inico metal liquido a temperatura y presion ambiental. Tiene un punto de fusién
de (-38,87 °C) que es el mas bajo de todos los metales, y su punto de ebullicion es de
356,58 °C.

El mercurio esta presente en el medio ambiente en tres formas quimicas: mercurio
elemental (Hg®, mercurio inorganico (Hg?") y mercurio organico, principalmente

metilmercurio (MeHg) (Gonzalez et al., 2014). Las propiedades del mercurio son muy



diferentes dependiendo del estado de oxidacion en el que se encuentre. Ademas, posee
siete isdtopos estables (196, 198, 199, 200, 201, 202, 204) y cuatro is6topos radiactivos
inestables (194, 195, 197, 203) (Jiménez, 2009).

2.3 ESPECIES PRESENTES EN EL MEDIO NATURAL

El mercurio es generalmente un metal de origen mineral y se encuentra en la atmosfera,
geosfera, hidrosfera y biosfera. En la atmosfera, se encuentra en gran parte en forma de
vapor como mercurio elemental (Hg®), mientras que el resto de este metal aparece en

forma de mercurio inorganico (Hg?*) unido a particulas en suspension (Aparicio, 2015).

Ademas, se encuentra en suelos y sedimentos, y en la superficie del suelo, en donde se
genera una reaccion de transformacion de Hg?* a Hg® debido a la accion de la luz y
diversas sustancias humicas. En suelos y sedimentos se dan procesos de metilacion-
demetilacion, debido a que el Hg?" que es la especie predominante, puede transformarse
en metilmercurio CHsHg" por diversos mecanismos que se dan por medio de procesos
microbianos (Mahbub et al., 2017). En términos quimicos, el monometilmercurio, se
comporta en el medio acuoso como el mercurio inorgdnico y se encuentra unido

principalmente a particulas y materia organica disuelta (Jiménez, 2009).

En aguas dulces continentales no contaminadas, el Hg?* no se encuentra como ion libre
sino formando complejos con OH™ como: hidréxido de mercurio [Hg(OH)™], dihidroxido
de mercurio [Hg(OH)2] o el trihidréxido de mercurio [Hg(OH)s], mientras que en los
estuarios y océanos predominan los clorocomplejos como: cloruro de mercurio (HgCI™®),
hidroxicloruro de mercurio (HgCIOH), dicloruro de mercurio (HgCly), tricloruro de
mercurio (HgCls) y tetracloruro de mercurio (HgCls)2™ (Cuello, 2017).



2.4 CICLO BIOGEOQUIMICO DEL MERCURIO

En el ciclo del mercurio se genera un flujo continuo de este elemento entre la atmdsfera,

tierra 'y agua, lo cual constituye el conjunto de procesos que se muestran en la siguiente

figura:

O
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Figura 1. Ciclo medioambiental del mercurio

(De, Dash, & Das, 2014)

El mercurio inicia su ciclo geoquimico después de ser emanado en la corteza terrestre,

luego pasa al aire, al agua y a los suelos, desde donde llega a los organismos vivos como

plantas, animales y finalmente al hombre por medio de la cadena alimentaria (Ciclo global

biogeoquimico del mercurio, 2009).



25 PROCESOS DE BIOACUMULACION Y BIOMAGNIFICACION DEL
MERCURIO EN LA CADENA TROFICA

La bioacumulacion de mercurio se produce principalmente a través de las cadenas troficas
acuaticas. La toxicidad del mercurio pasa a ser un problema real para los organismos
acuaticos que tienden a acumular mercurio por difusion y por la ingesta de alimentos
contaminados. Una vez que los compuestos organicos del mercurio han llegado al
ambiente acuatico, van a acumularse en los seres vivos debido a que el metilmercurio
posee una fuerte afinidad a las proteinas del tejido muscular (Garcia, 2014). Este proceso
estd mediado por las bacterias reductoras de sulfato que estan presentes en el agua, por lo
que toman mercurio en su forma inorganica (Hg?") y lo convierten a su forma organica
(CHsHg™) a través de procesos metabolicos. Estas bacterias sulforeductoras forman
metilmercurio y este compuesto que se encuentra en el agua, es absorbido por el plancton.
Por lo tanto, el metilmercurio presente en el agua queda disponible para los organismos
del medio y pasa por la cadena trofica acuatica. Esto conlleva a un proceso de
biomagnificacién en la cadena tréfica, por lo que los peces de los niveles troficos méas
altos tienen concentraciones de mercurio mucho mas elevadas (Kehrig et al., 2017).

2.6 FUENTESY EMISIONES DE MERCURIO

El mercurio puede provenir de fuentes de origen natural y antropogénico. Las principales
fuentes naturales de mercurio son: la desgasificacion de la corteza terrestre, las emisiones
de vapores de mercurio de los volcanes, la erosion de depdsitos minerales y las
reemisiones de la vegetacion por los incendios forestales (Fernandez, 2016). Las
principales fuentes antropogénicas de mercurio pueden venir de la actividad humana
como los combustibles fésiles (especialmente el carbén y en menor medida el gas y el
petroleo), produccion de metales no ferrosos (produccion primaria de aluminio, cobre,
plomo y zinc), produccion de mercurio metalico, produccion de oro de la mineria a gran
escala, liberaciones de mercurio de la refinacion de petréleo, liberaciones de mercurio de
la industria de cloro-alcali (tecnologia de células de mercurio), liberaciones de mercurio
presente en productos (baterias, dispositivos de medicion, lamparas, dispositivos
eléctricos y electronicos, aplicaciones dentales y otros usos), eliminacién de desechos,
liberaciones de aguas residuales municipales contaminadas con mercurio, también en las

centrales eléctricas de carbon rojo y en el lavado del carbon (UNEP, 2018).



2.7 TOXICIDAD DEL MERCURIO

Tanto el mercurio metélico, como sus sales organicas e inorganicas son toxicos para
humanos, animales y plantas. Siendo los compuestos organicos los mas toxicos, entre los
que destaca el metilmercurio (CHzHg"). Ademas, de aqui se generan los derivados
alquilados. Estudios han demostrado que el metilmercurio (forma maéas toxica del
mercurio), representa en los peces entre el 80-100% del mercurio total (THg) (Gonzalez
et al., 2015). Sin embargo, debido a que la mayor parte del mercurio en el tejido de los
peces esta presente principalmente como MeHg, la Agencia de Proteccion Ambiental de
EE. UU. (EPA) recomienda que el THg se pueda determinar como un enfoque para la

evaluacion de riesgos para la salud humana y como una técnica rentable (EPA, 2000).

Los factores que determinan los efectos toxicos en los humanos son la velocidad de
absorcion y la cantidad absorbida, las propiedades fisicoquimicas de los compuestos y la
susceptibilidad del individuo. EI mercurio y sus compuestos pueden ingresar al cuerpo a
través de la piel, del tracto gastrointestinal y del sistema respiratorio (Gaioli, Amoedo, &
Gonzéalez, 2012). La ruta mas comun de exposicion al mercurio es comer pescado que
contenga metilmercurio (CH3Hg™"), ya que es su forma mas téxica (Gonzalez et al., 2015).
La toxicidad del mercurio se produce porgue precipita las proteinas que son sintetizadas
por la célula e inhibe los grupos sulfidrilo de varias enzimas esenciales, lo que causa una
alteracion en el sistema metabdlico y enziméatico de la célula, inhibe la sintesis de

proteinas y afecta su funcion energética (Ramirez, 2008).

Se sabe que la alta toxicidad del mercurio causa efectos nocivos en el sistema nervioso
central en humanos a bajas concentraciones (OMS, 2017). Por tanto, este metal puede
causar dafos en el cerebro (Azevedo et al., 2012), el corazon, los rifiones, los pulmones
y sistema inmune. Ademas, puede penetrar la placenta y llegar a los fetos en desarrollo
que corren el riesgo de ingerir mercurio, causando efectos adversos sobre el desarrollo,

comportamiento mental, incluso inducir al parto prematuro (Sommar et al., 2013).
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2.8 DETERMINACION DE HUMEDAD

Para este estudio se utilizé un determinador de humedad que se basa en un principio
termogravimetrico. Al comienzo de la medida, el equipo determina el peso de la muestra,
e inmediatamente la muestra se calienta por medio de luz infrarroja con una lampara
halégena desecadora, por lo que la humedad de la muestra de evapora. Durante la
operacion de desecacion, el equipo determina continuamente el peso de la muestra hasta
presentar el resultado final. La pérdida del peso total de la muestra se interpreta como

contenido de humedad en porcentaje (%) (Mettler, 2015).

La determinacion de humedad por medio de la termobalanza o determinador de humedad,
presenta varias ventajas, debido a que es un método automatico, el error de pesada es
minimo porque la muestra no es removida, no se utilizan reactivos ni materiales externos,
no es un método costoso, el equipo es facil de usar y hay menos interferencias que puedan
afectar a los resultados. Es un método util para investigacion, pero no es préctico debido
al nimero de muestras por andlisis y al tiempo empleado (Tirado, Montero, & Acevedo,
2015). La determinacién de humedad es importante en este estudio, ya que va a permitir
obtener los resultados de mercurio total en peso humedo, es decir, en peso fresco de

pescado.

2.9 PROCESO DE LIOFILIZACION DE LA MUESTRA DE PESCADO

El proceso de liofilizacidn es un proceso de secado que consiste en deshidratar el alimento
por congelacién. Lo que ocurre es que se congela el producto y posteriormente, se
remueve el hielo (agua atrapada) por sublimacion. Esto se realiza aplicando calor a
condiciones de vacio para lograr que el agua se evapore y evitar que pase a su estado
liquido. Lo que se va a obtener es un desecado del alimento que servird para un mayor
tiempo de conservacion sin necesidad de una cadena de frio (Parzanese, 2012). El proceso
de liofilizacion permite almacenar la muestra en un ambiente de poca humedad y
mantener su conservacion durante el analisis a realizar. Adicionalmente se logra un
producto seco que mantiene la mayoria de las propiedades organolépticas de su estado
original, como el aroma, el sabor, hasta el color del alimento (Cortés, 2017). El tiempo
de procesamiento para la liofilizacion de las muestras fue de 48 horas para las muestras

de pescados.
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Existen otros métodos para el secado de alimentos como el pescado, como por ejemplo
el secado en estufa, en estufa de vacio, destilacion azeotrdpica, método de Karl Fischery
el método de la balanza infrarroja. EI método de secado en estufa previene la
descomposicion de la muestra por lo que se calienta a baja temperatura, sin embargo, es
un método muy extenso y exige actividades que pueden afectar dicho proceso como puede
ser la manipulacion de la muestra y el medio ambiente, factores que van a influir en la
operacion de secado. Otra razon por la que no se utilizo el horno o estufa se debe a que el
calentamiento no es uniforme, por tanto, no se va a extraer toda el agua contenida en el
alimento (Villegas, 2011).

El método de secado en estufa de vacio tiene las mismas ventajas que el secado por la
estufa convencional, con la diferencia de que no permite determinar varias muestras
simultaneamente y contiene un eficiencia baja para alimentos con alto porcentaje de
humedad como el pescado (Martinez & Cortes, 2014). La destilacion azeotrdpica se basa
en la destilacion por arrastre con vapor de tolueno, del agua contenida en la muestra de
un producto dado bajo condiciones establecidas. El problema es que el tolueno es un
disolvente inmiscible e inflamable, cualquier impureza puede ocasionar resultados
erroneos y posee una baja precision para la determinacién de humedad (UNAM, 2008).
El método de Karl Fischer es un método estandar para ensayos de humedad, es util para
determinar agua en grasas y aceites, por lo que previene que la muestra se oxide. Sin
embargo, se usa para alimentos con bajo contenido de humedad, el reactivo Fischer es

inestable y se usa piridina que es un compuesto muy reactivo (Mettler, 2011).

Este proceso de secado de muestra empleado en el presente estudio posee varias ventajas
fundamentales con respecto a los métodos anteriormente mencionados. Las ventajas que
ofrece el proceso de liofilizacion es que no utiliza elevadas temperaturas por lo que se
previene el dafio térmico, permite un mayor tiempo de conservacion del producto, su facil
transporte y almacenamiento. Ademas, brinda una estabilidad microbiolégica ya que
inhibe el crecimiento microbiano en el alimento, permite obtener la mayor parte de sus
propiedades al momento de rehidratarlo y mantiene su valor nutricional luego de haber
pasado dicho proceso (Ratti, 2013). Antes de someter las muestras al proceso de
liofilizacion, se ultracongelaron, esto con la finalidad de lograr la estabilizacion térmica
del alimento (Egas, 2019).
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2.10 DIGESTION ACIDA ASISTIDA POR MICROONDAS

La mineralizacion de las muestras suele ser un paso necesario antes de determinar las
concentraciones de mercurio con las técnicas espectroscopicas. Generalmente implica el
calentamiento de la muestra con diferentes combinaciones de acidos minerales tales como
acido nitrico, &cido clorhidrico, acido sulfarico, acido percldrico; y otros agentes

oxidantes como el peroxido de hidrogeno y el permanganato de potasio (Arizpe, 2014).

A diferencia de las técnicas de calentamiento convencionales, la digestion cida asistida
por microondas es mas rapida porque las ondas electromagnéticas actlan directamente
sobre las moléculas polares del medio, calentando la solucion desde el interior, en lugar
de depender de la transferencia de calor desde una fuente externa. Por lo tanto, se puede
lograr un calentamiento homogéneo en muy poco tiempo. La energia de microondas se
ha aplicado para acelerar la reduccion de dobles enlaces. Ademas, el calentamiento por
microondas permite una rapida descomposicion de las muestras debido a un control sobre

el tiempo y la potencia de calentamiento (Wu et al., 2012).

La gran ventaja del calentamiento por microondas es que la energia se genera en la mezcla
de digestion y no se transfiere por conduccion a diferencia del calentamiento
convencional en plancha. Ademas, en la digestion por microondas se puede trabajar con
sistemas presurizados abiertos o cerrados, que permiten una reduccion considerable en el
tiempo total de analisis, asi como el riesgo de contaminacion de los digestores, y una
reduccidn de reactivos corrosivos para obtener una digestion completa (Korn et al., 2008).
Para el presente trabajo de investigacion, se realizé un método de digestion hiumeda que
utiliza recipientes cerrados que han tenido éxito cada vez mas por los métodos de
digestion asistida por microondas. Este enfoque ofrece una preparacion répida de la
muestra, permite el uso de alta temperatura y presion y, en consecuencia, una oxidacion
mas eficiente de los compuestos organicos. Es un sistema simple y rapido y su uso reduce
el riesgo de contaminacion y también minimiza la pérdida de cualquier analito volatil,
como el mercurio (Ferreira et al., 2015). Sin embargo, este tipo de dispositivo permite el
uso de pequefias cantidades de muestra, debido a la gran cantidad de gases liberados (Gao
etal., 2012).
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211 VAPOR FRIO ACOPLADO A ESPECTROFOTOMETRIA DE
FLUORESCENCIA ATOMICA (CV-AFS)

La espectrofotometria de fluorescencia atdbmica (AFS), es una técnica de emision, por lo
que requiere de una fotoexcitacion previa del vapor atomico. La activacion o excitacion
de los atomos del analito, seguida de la desactivacion con la consecuente emision de la
radiacion fluorescente, que puede tener lugar a la misma longitud de onda (253,7 nm).

Esto se conoce como fluorescencia resonante (Amador, 2010).

En la técnica de espectrofotometria de fluorescencia atomica con vapor frio, se hace
reaccionar una muestra acuosa acidificada, que contiene el analito en su forma iénica
(Hg?"), con un agente reductor, como cloruro de estafio (SnCl,), para llevarlo a su forma

elemental (Hg®), como se observa en la siguiente reaccion (Lima, 2010):
ng+ + Sn2+ S Sn#t + HgO

En esta reaccion se genera mercurio elemental volatil a temperatura ambiente, que va a
ser transportado hasta un separador gas-liquido por medio de un gas portador como el
Argon (Ar). Posteriormente, el vapor de mercurio va a pasar a la celda de fluorescencia
donde se va a poner en contacto con la fuente de radiacion (IAmpara de mercurio). Es ahi,
donde los atomos del analito se van a excitar y luego van a pasar a un nivel de menor
energia, es decir, a su estado basal, para finalmente emitir la radiacion absorbida a una
longitud de onda de 253,7 nm. Parte de esta radiacion emitida, va a llegar hasta el detector
(fotomultiplicador) donde se va a generar la sefial eléctrica. El contenido del analito de
interés presente en la muestra, es determinado en funcion de la intensidad de fluorescencia
atomica (Lima, 2010).

La deteccion por espectrofotometria de fluorescencia atdbmica (AFS), especialmente junto
con la técnica de vapor frio (CV), se esta volviendo popular y esta reemplazando a la
espectroscopia de absorcion atomica (AAS) para el analisis de mercurio debido a su
instrumentacion simple y limites de deteccion ultra bajos de hasta ppb o pg.L™. Teniendo
como principales ventajas: la alta sensibilidad, selectividad, operacién facil, bajo costo
relativo y bajo consumo de gas argon (Aranda, Gil, Moyano, De Vito, & Martinez, 2009).
La espectrometria de fluorescencia atdbmica se ha convertido en una de las herramientas
analiticas mas importantes para el analisis de oligoelementos incluido el mercurio
(Krishna et al., 2005).
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El mercurio es el unico metal que se encuentra en estado liquido a temperatura ambiente
y se evapora con facilidad, por lo que su atomizacion es ain méas simple. Su determinacion
se basa en la reduccién de las formas inorgénicas a Hg elemental utilizando cloruro de
estafio (SnCl,) (Guzman et al., 2011) o tetrahidroborato de sodio (NaBH4) (Gao, Jiang,
He, Yin, & Shi, 2008). Este método se conoce como vapor frio (CV) y es el mas utilizado
ya que no hay pérdida para la introduccion de la muestra hacia el sistema de deteccion
del equipo. El limite de deteccion que se puede alcanzar es menor a 1 ppb o0 0,001 ppm
Las variables que se deben controlar para el sistema de vapor frio son: concentracion de
cloruro de estafio (SnCl,) y velocidad de flujo de gas portador (Ar) (Shah, Kazi, Baig,
Afridi, & Arain, 2012).

La concentracion de SnCl; ha sido reconocida como una de las variables mas criticas en
la generacion de vapor para la deteccion de AFS (Guzman et al., 2011). Concentraciones
de SnCl, mayores a 0,5% (p/v) pueden conducir a la precipitacion de la solucion de
cloruro estannoso en la bobina de reduccion cuando se mezcla con la fase mavil que fluye.
El cloruro estannoso se debe solubilizar en HCI al 4% (v/v) para evitar su descomposicion
hidrolitica (Serra, Estela, & Cerda, 2008).

El cloruro de estafio se utiliza generalmente como agente reductor debido a su menor
costo en relacién con el borohidruro de sodio (NaBHa). El borohidruro de sodio promueve
una reduccion mas rapida y efectiva, por lo que se prefiere antes que al SnCl,. Sin
embargo, el uso de NaBH4 promueve la formacién de un exceso de H> que produce
interferencias espectrales. En cambio, el SnCl> no genera H. durante el curso de la
reduccion de mercurio, lo que podria producir un efecto de enfriamiento en las sefiales de

fluorescencia de mercurio (Ferreira et al., 2015).
Funcion del gas portador (Ar)

El gas portador desempefia un papel indispensable en el método CV-AFS. Tiene la
funcién de impulsar el vapor de Hg generado al atomizador del tubo de cuarzo en el
instrumento AFS. Asimismo, se encarga de llevar el vapor de Hg® generado de la fase
liquida a la fase gaseosa y luego transportarlo a la celda de deteccion. El gas portador
debe presentar una alta pureza (99.999%), debe ser liviano y libre de interferencias
(Guzman et al., 2011).
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El flujo del gas portador es muy importante, ya que, la dilucion del vapor de mercurio por
el gas portador y una baja densidad del mercurio elemental en la celda de deteccion,
contribuyen a la disminucién de la sensibilidad. Por lo tanto, se debe utilizar una
velocidad de flujo de argon adecuada para que el gas portador mantenga la sefial maxima

con buena precision (Pohl, Jimenéz, Voges, Bings, & Broekaert, 2008).
2.12 TECNICAS MAS UTILIZADAS PARA ANALISIS DE MERCURIO

Existen algunas técnicas que se han desarrollado para el analisis de mercurio en matrices
ambientales y bioldgicas, como la técnica de vapor frio acoplado a espectrofotometria de
absorcion atémica (CV-AAS) (Panichev & Panicheva, 2015), espectrometria de
absorcion atomica con horno de grafito (GFAAS) (Moraes et al., 2013), vapor frio
acoplado a espectrofotometria de fluorescencia atdbmica (CV-AFS) (Brombach, Chen,
Corns, Feldmann, & Krupp, 2015), analizador directo de mercurio DMA (Vieira,
Nascentes, & Windmoller, 2014) y espectrometria de masas de plasma acoplada
inductivamente (ICP-MS) (Perez et al., 2014).

De todas ellas, la técnica CV-AAS ha sido y sigue siendo la més utilizada. Algunas de las
caracteristicas que hacen de esta técnica una de las mas idéneas para la determinacion del
contenido en mercurio en muestras ambientales y bioldgicas es: su aceptable sensibilidad,
debido a que ofrece menores limites de deteccion que AAS, su elevada selectividad, ya
que, gracias al sistema de vapor frio, se separa el vapor de mercurio de la matriz y se
eliminan la mayoria de los posibles interferentes presentes en la misma. En cambio, en
ICP-MS se pueden presentar interferencias de la matriz o interferencias espectrales,
especialmente cuando se requiere un analisis para la determinacién de las especies de
mercurio (Nardi et al., 2009). Adicionalmente, la técnica de CV-AFS, posee un rango
lineal de trabajo méas amplio que la técnica de absorcion atomica (AAS), ofrece un costo
de inversidn bajo en comparacion a la técnica de ICP-MS, y se puede analizar una mayor
cantidad de muestra a diferencia de la técnica de andlisis directo de mercurio (DMA), que
se limita a los 100 mg de muestra (Vieira et al., 2014).

Por ultimo, estd su capacidad de acoplamiento automatizado a sistemas hibridos que
permiten realizar analisis de especiacion de mercurio tales como cromatografia de gases
(GC), cromatografia de liquidos (LC) y espectrometria de masas de plasma acoplada
inductivamente (ICP-MS) (Ruiz, 2016).
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3. OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general

Determinar el contenido de mercurio total en tejido muscular de Pargo (Lutjanus
colorado) mediante la técnica de vapor frio acoplado a espectrofotometria de
fluorescencia atomica CV-AFS, a fin de realizar un andlisis exploratorio acerca del

contenido de mercurio en el pez.

1.1.2 Objetivos especificos

Determinar las propiedades fisicoquimicas como el porcentaje de humedad en las
muestras de Pargo (Lutjanus colorado) mediante el uso de una balanza infrarroja, y

reportar los resultados en mg.kg™ de peso htimedo de pescado.

Realizar el tratamiento de las muestras de pescado mediante los procesos de
liofilizacion y digestion acida en microondas para el andlisis y determinacidn de mercurio

total (HgT) en el pescado.
Cuantificar el mercurio total presente en muestras de Pargo (Lutjanus colorado)
pequefio, mediano y grande, mediante la técnica de CV-AFS, y comparar con los limites

establecidos por el Codex Alimentarius.

Determinar el limite de deteccidn y cuantificacion de la técnica de CV-AFS.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 TOMA DE MUESTRA

La toma de muestras se realizo en el mercado “América” donde hay 60 puestos de venta
de mariscos y pescado, de acuerdo con la Agencia de Coordinacién Distrital del
Comercio, Quito. Se realiz6 un muestreo no probabilistico por conveniencia. Esta técnica
de muestreo se basa en seleccionar una muestra de la poblacion por el hecho de ser
accesible, es decir, los individuos empleados en la investigacion se seleccionan porque
estan facilmente disponibles y porque se sabe que pertenecen a la poblacion de interés,
mas no porque hayan sido seleccionados mediante un criterio estadistico (Ochoa, 2015).
Este tipo de muestreo fue realizado, debido a que se trata de una investigacion
exploratoria (diagndstico) del contenido de mercurio en los peces, por tanto, no se
consider6 seleccionar una muestra que represente a toda la poblacion. Idealmente, en la
investigacion, es bueno analizar muestras que representen a la poblacion. Pero, en algunas
investigaciones, la poblacion es demasiado grande para evaluar y considerar a toda la
poblacién (Otzen & Manterola, 2017).

Se recolectd la cantidad de 15 pescados, 5 por cada tamafio (pequefio, mediano y grande),
cada pescado se analiz6 por triplicado, lo que da un total de 45 muestras. Las muestras se
transportaron al laboratorio mediante cadena de frio manteniendo una temperatura

aproximada de 4 °C y la posterior preparacion de la muestra (EPA, 2000).

4.2 PREPARACION DE MUESTRA

Para la medicion de los pescados, se realizaron dos medidas de longitud por cada muestra.
Se determind la longitud total y la longitud estandar del pez. La longitud total se refiere
a la distancia que hay desde la punta del hocico hasta la punta del 16bulo més largo de la
aleta caudal del pez. Esta medicion se la realiza generalmente con los dos l6bulos
comprimidos a lo largo de la linea media; es decir, la medicion se la realiza en linea recta
y no sobre la curvatura del cuerpo. Mientras que, la longitud estandar se refiere a la
distancia que existe entre la punta del hocico hasta el limite posterior de la Gltima vértebra
del pez. En otras palabras, esta medicion no incluye el largo de la aleta caudal (Segura,
Ortega, & Olaya, 2011).
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Posteriormente, cada muestra se lavd con agua destilada para luego filetear el pescado
entero y obtener sub-muestras del musculo dorsal. Para esto, se utiliz6 un cuchillo de
ceramica con el fin de evitar una contaminacion de metales. Posteriormente, se realizé la
determinacion de humedad de cada muestra de pescado mediante la balanza infrarroja
HB43-S, marca Mettler Toledo, Suiza, la cual, utiliza un sistema de analisis
termogravimétrico. Para la medicion de humedad se colocé la muestra del musculo de
pargo en el plato de la balanza en un rango de 2,6-3,5 g, donde se secd a una temperatura
de 160 °C por un periodo aproximado de 40 minutos. La muestra de pescado se sometio
a un proceso de ultracongelacion a -25°C en la ultracongeladora marca Infrico Medcare,
Espafia; y luego se liofiliz por un tiempo aproximado de 48 horas en un equipo Cool
Safe Touch 55-4, marca Labogene, Dinamarca. Una vez liofilizada la muestra, se

pulverizo y se separd en sub-muestras de 1 g en bolsas herméticas dentro de un desecador.

4.3 DIGESTION ACIDA ASISTIDA POR MICROONDAS

Las muestras de pescado se digirieron mediante un sistema de control de tiempo,
temperatura y potencia de calefaccion determinados, en el equipo microondas MARS 6,
marca CEM, Estados Unidos. Se trabajo en viales de teflén para digestion de alta presion,
MARS EasyPrep.

Para la digestion de muestra de pescado se adecu6 el método propuesto por (Shah, Kazi,
Baig, Afridi, & Arain, 2012), utilizando 0.3 g de muestra liofilizada. Posteriormente, se
afiadio en el vial de teflon, 1 mL de &cido nitrico concentrado (HNO3z), 1 mL de peroxido
de hidrégeno concentrado (H202) y 1 mL de acido perclérico concentrado (HCIO4). Se
agitaron suavemente los viales y se esperaron 10 minutos antes de cerrarlos para que no
haya exceso de gases y presion en los viales. Los viales de digestion acida se colocaron
en el carrusel del microondas, y luego se acondicioné el programa de digestion. En la
Tabla 1, se observan las condiciones utilizadas para la digestion:

Tabla 1. Condiciones del programa de digestién en microondas

Potencia Rampade | Temperatura | Tiempo de
Paso Max % tiempo (min) (°C) retencion
(min)
1 1400 W 80 20 210 15
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Posterior a la digestion por microondas, las muestras se dejaron enfriar en los viales para
luego filtrar con papel Whatman. Luego de filtrar se afiadiéo 1 mL de &cido clorhidrico
concentrado (HCI) y se afor6 en balones de 50 mL con agua grado reactivo calidad alta
pureza (resistividad 18.2 MQ-cm a 25 °C) obtenida de un sistema de agua pura directa
Genie 5 Direct-Pure Water System marca Rephile, China. A continuacion, se trasvasaron

las soluciones a los viales de inyeccion para realizar el analisis en el equipo de CV-AFS.

4.4 CUANTIFICACION DE MERCURIO MEDIANTE LA TECNICA DE
VAPOR FRIO ACOPLADO A ESPECTROFOTOMETRIA DE
FLUORESCENCIA ATOMICA CV-AFS

Para la cuantificacion de mercurio total mediante CV-AFS, se utiliz6 el equipo Mercur-
Plus, marca Analytik Jena, Alemania. El equipo utiliza las siguientes soluciones para su

operacion:

a) Acido clorhidrico al 2 % para blancos, solucion 4cida de reaccion, soluciones de
dilucion y de enjuague.
b) Cloruro de estafio al 2 % preparado en &cido clorhidrico al 4 %, para la reaccion

de reduccion.

Se prepard una solucion madre de mercurio de 50 pg.L™ a partir del estandar de mercurio
(9.995 + 0.056 mg.L™1), Inorganic Ventures, Estados Unidos. El equipo esta programado
para diluir la solucion madre de mercurio de 50 pg.L™? e inyectar automaticamente la
curva de calibracion de 1, 2, 3, 4 y 5 pg.L L. Todas las soluciones fueron preparadas en
agua grado reactivo calidad alta pureza.

La reaccion de generacion de vapor se dio empleando SnCl, en medio &cido como agente
reductor (Pohl, Zapata, VVoges, Bings, & Broekaert, 2008).
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4.4.1 OPERACION Y ANALISIS EN EL EQUIPO DE CV-AFS

Figura 2. Equipo de espectrofotometria de fluorescencia atdmica con vapor frio (CV-

vV V VYV V

vV Vv

YV V V V V V

AFS)

Abrir las llaves de flujo del gas argon.

Encender el equipo de Fluorescencia atdmica y luego el computador.

Ajustar las mangueras de inyeccién y de reactivos (bombas peristalticas).
Rellenar el contenedor de solucidn de Cloruro de estafio al 2 %, preparado en HCI
al 4 %.

Rellenar los contenedores para el blanco, solucion acida, solucién de dilucion y
de enjuague con HCI 2 %.

Colocar el estandar de 50 pg L™ de mercurio en la posicion 131, y el blanco en la
posicion 130, del carrusel.

Abrir el programa WIinAAS Ver: 4.7.9.0 — Methods Mercur Tech: Hg
fluorescence.

Elegir método de anélisis (Method).

Cargar método (Load method).

Elegir la opcion Mercur, y activar las bombas peristalticas para que las mangueras
se llenen con las respectivas soluciones.

Chequear lampara (Lamp Check).

Programar la curva de calibracion en el equipo en la opcién Calibration.

Iniciar la curva de calibracion, Start/Ints.

Colocar secuencia de muestras en la opcién Samples.

Guardar la secuencia de muestras e iniciar la secuencia.

El equipo iniciara con el andlisis de las muestras en el equipo de CV-AFS.
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Las muestras se analizaron por triplicado, las lecturas por duplicado. Ademas, por cada
lote de 11 muestras se leyd un material de referencia certificado (MRC) DORM-4 fish
protein, National Research Council Canada y un blanco. Finalmente, se programoé el
software para la inyeccion automatica de las muestras previamente digestadas en

microondas.

4.5 ESQUEMA DE TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Filetear la muestra de pescado.

Determinar porcentaje de humedad (%).

Ultracongelar y liofilizar la muestra.

Triturar y pesar 0,3 g de muestra en viales de digestion.

Colocar reactivos: acido nitrico (1 mL), perdxido de hidrégeno (1 mL) y acido
perclorico (1 mL).

Digestar las muestras en microondas.

Filtrar las muestras en balones de 50 mL y colocar 1 mL de HCI concentrado.

Aforar los balones al siguiente dia.

Realizar analisis en equipo de fluorescencia atomica con vapor frio (CV-AFS).
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4.6 ANALISIS ESTADISTICO

El anélisis estadistico que se realiz6 en el presente trabajo de investigacion, tuvo el
objetivo de asegurar la confiabilidad de los resultados obtenidos del contenido de
mercurio en las muestras de Pargo (Lutjanus colorado). Para este analisis estadistico se
empled la herramienta de Excel. En donde, se calculé la media, desviacion estandar,
desviacion estandar relativa y el porcentaje de recuperacion. Ademas, se realizé la prueba

de Grubbs para los outliers o0 medidas “atipicos”.

46.1 MEDIA

La media o promedio es el valor resultante de la suma de todos los datos o conjunto de
valores divididos entre el numero total de los datos. Se define por la siguiente férmula

matematica;

Donde:
X = media aritmética.
Xi = Dato o valor experimental.

n = NUmero total de valores que integran el conjunto.

Las repeticiones de la lectura de una muestra, permite estimar el error experimental del
método. Mientras mayor sea el nUmero de repeticiones para cada experimento, mayor
sera la precision del resultado final (Polo, 2012). En el presente trabajo se registrd por

triplicado el resultado de la muestra y se realiz6 dos medidas de analisis por cada una.

4.6.2 DESVIACION ESTANDAR

La desviacion estandar es un parametro estadistico que mide la variabilidad de un
conjunto de datos. Identifica la dispersion promedio alrededor de la media, es decir, se
refiere a la separacion que existe entre los resultados de un experimento (Polo, 2012). La

desviacién estandar esta dada por la siguiente ecuacion:
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05 — %)

n—1

Donde:

S = Desviacion estandar.

Xi = Dato o valor experimental.
X = media aritmética.

n = NUmero total de valores que integran el conjunto.

De igual manera, la desviacion estandar se calcul6 con la finalidad de evaluar la precision

del método utilizado para el analisis de las muestras de pescado.

4.6.3 COEFICIENTE DE VARIACION

El coeficiente de variacion (CV) o desviacion estandar absoluta (sd), sirve para
determinar la precision de un método y se la puede definir como el grado de concordancia
entre los resultados que se obtienen cuando un método se aplica repetidamente sobre
distintas porciones representativas de una misma muestra, midiendo asi, el error aleatorio
de un método. EIl coeficiente de variacion se expresa por la siguiente ecuacion que se

detalla a continuacion (Evans, 2015):

* 100

Xl

% CV =

Donde:
CV = Desviacion estandar relativa.
S = Desviacion estandar.

X = media aritmética.

Esta medida se puede estimar de 2 formas: Repetibilidad y reproducibilidad del método.
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4.6.4 PORCENTAJE DE RECUPERACION

Se lo define como el acercamiento de los resultados experimentales obtenidos al valor
verdadero. Los estudios de exactitud se expresan en 3 grados, de 80, 100 y 120% de la
concentracion esperada del analito en la muestra, siguiendo la siguiente expresion
matematica (Obando, 2015):

Cm
%R =—x100
Cr

Donde:
Cm = Concentracion medida.

Cr = Concentracion real.

Para estimar la exactitud del método, el porcentaje de recuperacion debe estar entre el
80 — 120 % de aceptabilidad (Suarez, Arévalo, Linares, & Ustariz, 2009).

4.6.5 PRUEBA DE GRUBBS

El Test de Grubbs es un test estadistico para outliers, es decir, para los valores atipicos.
Los datos son clasificados en orden ascendente y se calcula la media y la desviacion
tipica. Aquellos puntos més altos 0 mas bajos pueden ser declarados estadisticamente

como un outlier. Esto se expresa mediante las siguientes formulas:

El estadistico Z para el valor mas pequefio es:

f_xl
7 =

S

El estadistico Z para el valor mas grande es:

Donde s es la desviacion tipica. El estadistico z, También denominado G es comparado
con un valor critico de z 0 Geritico SegUn el tamafio de la muestra y el nivel de significacion
a seleccionado. Si el estadistico z es mas grande que el z critico, la hipétesis nula es
rechazada y la conclusién es que el dato bajo consideracion es un outlier (Fernandez,
2015).
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4.6.6 LIMITE DE DETECCION

Es la concentracion minima del analito a identificar que genera una sefial analitica en el
instrumento que es significativamente de la sefial del blanco o ruido de fondo (Mongay,
2011). Para determinar este pardmetro a un nivel de confianza del 95%, se debe calcular
la sefial media del blanco analitico, méas 3 veces la desviacion estandar del blanco (sd2),

mediante la siguiente ecuacion matematica:
LD = Sb + (3 * sd2)
Donde:

LD = Limite de deteccion.
Sb = Promedio de la sefal del blanco analitico.

sd2 = Desviacion estandar del blanco.

4.6.7 LIMITE DE CUANTIFICACION

Es la concentracion minima del analito que puede cuantificarse por el instrumento con
cierta precision y exactitud, bajo condiciones experimentales bien definidas. El limite de
cuantificacion puede ser mayor o igual a la concentracion del limite de deteccion, pero
no puede ser inferior al mismo (Gémez, 2017). Para calcular este parametro, se realiza
mediciones repetidas del blanco (Sb), calculando el promedio y su desviacion estandar
(sd2). A continuacion, al promedio del blanco se le suma 10 veces su desviacion estandar

como se puede observar en la siguiente ecuacion:
LC =Sb + (10 * sd2)

Donde:

LC = Limite de cuantificacion.
Sb = Promedio de la sefal del blanco analitico.

sd2 = Desviacion estandar del blanco.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La toma de muestras se realizd en un solo mercado comercial con 60 sitios de venta de
pescado, donde las muestras tomadas son provenientes de Esmeraldas. Se realiz6 un
muestreo no probabilistico aleatorio por conveniencia, debido a que se hizo una
investigacion exploratoria del contenido de mercurio en los peces. El tamafio de los
pescados se determind en funcion a las medidas realizadas a cada individuo, informacion

que se detallara posteriormente.

De acuerdo con el Codex Alimentarius, se aclara que el metilmercurio constituye la
mayor parte del mercurio total en la mayoria de las especies marinas. EI metilmercurio es
una de las formas mas toxicas que presenta el mercurio y puede llegar a conformar entre

el 80-100% del mercurio total que esta presente en los peces (Gonzélez et al., 2015).
Clasificacion de los pescados

Una vez que las muestras de pescado han sido trasladadas hacia el laboratorio se deben
mantener en refrigeracion a 4°C, con la finalidad de evitar que se descompongan y
mantener sus propiedades fisicoquimicas hasta el andlisis. En las Tablas 2, 3 y 4 se
presentan algunos parametros fisicos de las muestras de Pargo, tales como el peso (g),
longitud total (cm), longitud estandar (cm) y ancho (cm) de cada muestra. Las 15 muestras
de Pargo (Lutjanus colorado) se clasificaron por tamafio: pequefio (5), mediano (5) y
grande (5), de acuerdo a los tamafios disponibles de venta en el mercado Ameérica de la
ciudad de Quito.

Por lo tanto, se clasificaron de la siguiente manera: pequefios (25,0-26,5 cm), medianos
(35,0-43,0 cm) y grandes (43,5-50,5 cm). Estos rangos de medicidn se basaron conforme
a los datos obtenidos de la longitud estandar de cada pez. Ya que la longitud total, incluye
el largo de la aleta caudal (parte que no se va a analizar). Sin embargo, se decidid
determinar la longitud total para dar un mayor énfasis a las caracteristicas fisicas de cada

pescado.
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Tabla 2. Datos fisicos obtenidos de 5 diferentes muestras de Pargo (Lutjanus
colorado) (pequefio)

Cddigo Peso (9) Longitud Longitud Ancho Humedad

asignado Total (cm) | Estandar (cm) (%)
(cm)

PGO001p 273,6 28,00 26,00 7,50 79,32

PG002p 262,6 27,50 26,00 8,50 79,53

PGO003p 282,0 28,50 26,50 8,00 77,05

PG004p 231,8 26,50 25,00 8,00 77,79

PG005p 259,9 27,80 26,50 8,00 76,83
Promedio 261,9 27,66 26,00 8,00 78,10

Como se puede observar en la primera columna de la Tabla 2, a cada pescado se le asigné
un codigo respectivo para su identificacion, donde se indica el nombre de la especie (PG),
el nimero de muestra (001) y el tamafio del pescado (p). Cada individuo se peso, se midio
el ancho y el largo, y finalmente se determind el porcentaje de humedad. En la Tabla 2 se
observa los valores obtenidos del peso, longitud, ancho y humedad. Ademas, se determiné
que el peso de las muestras de pargo pequefio tiene un valor promedio aproximado de
261,9 g, una longitud total de 27,66 cm, longitud estandar de 26 cm, el ancho es de 8 cm
y el porcentaje de humedad es de 78,10 %.
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Tabla 3. Datos fisicos obtenidos de 5 diferentes muestras de Pargo (Lutjanus
colorado) (mediano)

Cadigo Peso () Longitud Longitud Ancho Humedad
asignado Total (cm) | Estandar (cm) (%)
(cm)

PG001m 726,1 39,00 36,00 11,00 75,75
PG002m 641,5 37,00 35,00 10,50 75,80
PG003m 1095 44,50 42,00 11,50 76,95
PG004m 1116 45,50 43,00 12,50 77,22
PG005m 876,7 42,00 40,00 11,00 77,68
Promedio 891,2 41,6 39,3 11,30 76,68

En la Tabla 3 se observa que las muestras de pez mediano presentaron un peso con un
valor promedio aproximado de 891,2 g, una longitud total de 41,6 cm, longitud estandar
de 39,3 cm, el ancho es de 11,3 cm y el porcentaje de humedad es de aproximadamente
76,68 %. Cabe recalcar que no se realiz6 una réplica estadistica debido a que no se decidio
hacer un muestreo probabilistico. Sin embargo, es muy importante tomar en cuenta la

variacion de humedad cuando se quiere realizar un anélisis de su composicion proximal.

Por otro lado, cabe informar, que el contenido de humedad de los peces puede estar
relacionado a ciertos factores como: el contenido de grasa, debido a que se ha demostrado
que el porcentaje de humedad es mayor en los peces magros como el bacalao, con un
porcentaje mayor el 80 %, los peces semigrasos como el pez espada pueden presentar un
porcentaje mayor al 75 %, mientras que los peces grasos el atan, pueden llegar a tener un
porcentaje de agua menor al 70 % (Rodriguez, 2017). Esto es importante, ya que el pez
Pargo, al ser un pez semigraso, es decir, con un bajo porcentaje de grasa, va a almacenar
una mayor cantidad de agua en su organismo, lo que se puede evidenciar en los resultados

obtenidos cuyo porcentaje de humedad supera el 75 % en todas las muestras.
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Tabla 4. Datos fisicos obtenidos de 5 diferentes muestras de Pargo (Lutjanus
colorado) (grande)

Cadigo Peso (9) Longitud Longitud Ancho Humedad

asignado Total (cm) | Esténdar (cm) (%)
(cm)

PG001g 1070 45,00 43,50 12,00 77,78

PG002g 1619 53,00 50,00 15,00 76,00

PG003g 1356 49,00 46,00 13,00 76,66

PG004g 1726 54,00 50,50 14,00 74,58

PG005g 1352 49,00 46,00 13,00 76,87
Promedio 1424,6 50 47,1 13,4 76,38

En la Tabla 4 se detallan los datos obtenidos del espécimen con mayor tamafio. El
porcentaje promedio obtenido de las muestras de Pargo grande dio un valor de 76,38 %,
siendo el valor en porcentaje mas bajo obtenido en el analisis. Por otro lado, las muestras
que tuvieron un mayor porcentaje de humedad fueron las de Pargo pequefio con un valor

aproximado de 78,10 %.

En la Tabla 2, se observa un rango de porcentaje de humedad entre el 77-80 %. En la
Tabla 3 se present6 un rango de entre 76-78 % de humedad. Y en la Tabla 4, se tiene entre
el 75-78 % de humedad aproximadamente. (Ramirez et al., 2012) indica que el contenido
de agua en el muasculo de pescado puede estar entre el 66 % y el 81 %. Lo cual, demuestra

que los valores obtenidos estan dentro del rango establecido en la literatura.

Adicionalmente, se dice que el contenido de humedad en los peces, puede tener relacion
con dos factores principales. El primero, se denomina el desove, proceso por el cual, se
produce un incremento de la cantidad de agua en la carne de pescado. Esto se genera

como consecuencia del agotamiento de la reserva de energia (Araneda, 2015). Los peces
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pequefios poseen una menor reserva de energia, por tanto, van a presentar una mayor
cantidad de agua en su organismo. El segundo factor que se puede considerar es la edad
del pez, ya que, al tener una mayor edad, el contenido de agua va a disminuir, como
sucede en el caso de la muestra 4 de Pargo grande, que contiene 74,58 % de humedad
(Rodriguez, 2017). En general, las muestras de Pargo pequefio presentan mayores valores

de humedad, lo que corrobora a la informacion encontrada en la literatura.

Por otro lado, (Calderén, Pesquera, Condemarin & Valdivia, 2014) mencionan que la
variabilidad que puede darse en el porcentaje de agua en tejidos animales, como es el caso
del pescado, se debe a que el agua existe en dos formas generales: “agua libre” y “agua
ligada”. El agua libre es la forma predominante y se libera con gran facilidad por medio
de evaporacion o secado. Esto se debe a que se encuentra en la superficie del alimento en
forma de cristales pequefios (agua congelada). Mientras que el agua ligada, se encuentra
combinada o absorbida dentro de las moléculas del alimento. El agua ligada no se congela

a-20°C, por lo que es la porcion de agua mas dificil de extraer.
Curva de calibracion obtenida en el equipo CV-AFS

Para determinar la concentracion de mercurio total en cada una de las muestras, se elabor6
una curva de calibracion multipunto a 1, 2, 3, 4 y 5 pg.dm=, que fueron diluidas por el

inyector automatico utilizando la solucion estandar de 50 pg.dm= de mercurio.

0,80

070 y =0,1447x + 0,005
R?=0,9999

0,60

0,50

o

S 0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

Concentracion

Figura 3. Curva de calibracién obtenida en el equipo de CV-AFS

Como se puede observar en la Figura 3, la relacion sefial-concentracion es proporcional,
es decir, la sefial que se genera de un determinado analito en la muestra se va a determinar

en funcidén de su concentracion, dando una mayor sefial si hay una mayor concentracion
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de analitos en la muestra. Cabe recalcar, que la intensidad de emision de energia
(fluorescencia), se va a dar en funcion de la cantidad de atomos del analito que se

encuentren en estado excitado.

Tabla 5. Datos obtenidos de la curva de calibracién

Coeficiente de Pendiente Intercepto
correlacion
0,9999 0,1447 0,005

Como se puede evidenciar en la Tabla 5, los resultados obtenidos en la curva de
calibracion, garantizan un ajuste lineal positivo, considerando el coeficiente de regresion

lineal (R? > 0,99). Esto demuestra que los valores obtenidos son aceptables.
Recuperacion del método

Tabla 6. Porcentajes de recuperacion obtenidos del material de referencia
certificado (MRC)

Muestra Peso () Lectura 1 (ug.L™?) Recuperacion (%R)
0,296 2,421 95
0,293 2,350 95
MRC DORM 4 0,297 2,500 99
0,306 2,567 99

La precision de la metodologia se estableci6 analizando CRM DORM-4, con la
recuperacion de mercurio total (THg) calculada de acuerdo con el valor certificado
(MRC) que es de 412 + 36 ug.kg™. El porcentaje de recuperacion obtenido fue del 95-
99%. De acuerdo con los resultados obtenidos descritos en la Tabla 6, se puede considerar
que las recuperaciones son adecuadas, ya que estan dentro del rango de aceptacién
determinado por el Codex Alimentarius (80-120%). Por tanto, el método propuesto

muestra la exactitud necesaria para poder analizar mercurio en el pescado.
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A continuacion, se detallan las concentraciones de mercurio total obtenidas en las

muestras de Pargo (Lutjanus colorado) que se expenden en el mercado América de la
ciudad de Quito.

Tabla 7. Concentraciones de mercurio total obtenidas en las muestras de Pargo

pequefio

Promedio Concentracion Promedio Concentracion | Concentracion

Lecturas (THg) peso seco | %CV (THQ) (TI—]g)

(ug.L ) peso seco (Ho.Kg™) peso humedo | peso himedo

' (ug.kg™h) ' (ug.kg™h) (mg.kg™)

Pg001
misculo 2,282 372,8
nfgsi?jo 2,369 3701 3735 1,03 77.24 0,077
Pg001 2338 377.7
musculo
Pgo02 2323 389.9
musculo
r:gg%%fo 2,269 386.0 386.6 0,80 7913 0,079
Pg002
misculo 2,337 383,8
Pg003
misculo 1,211 200,2
r:gs(i?ﬁo 1177 197.8 199 4 0,70 45,76 0,046
Pgo03 1,211 200,2
musculo
Pg004 252 4136
musculo
nf’gs(i?jo 2,632 4078 419,2 3,58 93,10 0,093
Pgo04 2 564 436,2
musculo
Pgo05 2,894 4745
musculo
r:gi%?o 2,836 4795 4864 3,37 112.7 0,113
Pgo05 2994 505,1

musculo
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En la Tabla 7 se aprecia las concentraciones finales de mercurio total tanto en peso seco
como en himedo de pescado. Los valores de concentracion de mercurio total en peso seco
fueron entre 1994 upg.kg? + 0,70 hasta 486,4 pg.kg? + 3,37, mientras que la
concentracion en peso himedo fue entre 45,76 pg.kg* £ 3,03 hasta 112,7 pg.kg* + 14,6
Finalmente, se obtuvieron valores entre 0,046 mg.kg™ £ 3,01 hasta 0,113 mg.kg* + 14,5

de mercurio total en peso hiumedo o peso fresco de pescado pequefio.

Concentracion (HgT) peso humedo
(mg.kg™)

Pg001  Pg002  Pg003  Pg004  Pg005
musculo musculo musculo muasculo musculo

Figura 4. Datos finales obtenidos de la concentracion de mercurio total en peso
himedo de las muestras de Pargo pequefio

La figura 4 indica los valores de las concentraciones de mercurio total para las muestras
1, 2, 3, 4 y 5. Los cuales fueron: 0,077; 0,079; 0,046; 0,093 y 0,113 mg.kg*
respectivamente, mientras que los coeficientes de variacion fueron 5,00; 3,91; 3,01; 16,1
y 14,5 %. La mayor concentracion de mercurio se encuentra en la muestra 5 de Pargo

pequefio tal como se puede observar en la gréfica 4.

Para el analisis de mercurio en las muestras de pescado, se realizé dos lecturas por cada
muestra y tres repeticiones de medicién por muestra en el equipo, ya que esto va a
garantizar una mayor precision y exactitud en los resultados. En base a los datos de
concentracion de mercurio total en peso hiumedo de pescado, se obtuvo el coeficiente de
variacion (%CV) de cada muestra, obteniendo como resultado, un porcentaje entre el
3,01-16,1%. Siendo la muestra 4 de pargo pequefio (Pg004), la que presenta el mayor
coeficiente de variacion, lo que significa que las medidas se encuentran dispersas respecto

a la media. Del conjunto de valores, la muestra 4 (Pg004) y 5 (Pg005), presentan
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coeficientes de variacion mayores al 10%, por tanto, esto explica a variabilidad en los

resultados.

Tabla 8. Concentraciones de mercurio total obtenidas en las muestras de Pargo

mediano
Promedio Concentracion Promedio Concentracion | Concentracion
(THg) o (THg) (THg)
Lecturas peso seco | %6CV hamed hamed
(Hg.L™) peso se(l:o (g.kg™) peso umle 0 | peso umle 0
(g.kg™) (1g.kg™) (mg.kg™)
PgO06 | 155 653.6
musculo
PgO06 | 519 658,3
musculo
672,8 3,23 162,9 0,163
PgO06 | 513 701,2
musculo
Pg006 1 4 oo 678,2
musculo
PgO07 1 5 647 445 4
musculo
PgOO? 2,672 452.8 460,2 4,24 111,4 0,111
musculo
POO0T | 5 594 4823
musculo
Pgo08 | 567 7455
musculo
Pgo08 | og3 769.6 7621 | 188 175.7 0,176
musculo
Pgo08 |, 577 7712
musculo
PgO09 | 519 866.8
musculo
PgO09 | 5 h5n 8735 8812 | 219 2007 0,201
musculo
PgO09 | 5 4y 903,2
musculo
PgOI0 ) 509 816,6
musculo
PgOlO 5,114 810,5 828,9 3,24 185 0,185
musculo
PgOI0 | 5 103 859,7
musculo
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En la Tabla 8 se observa que los valores de mercurio obtenidos son mayores con respecto
a los valores obtenidos en la tabla 7. Los valores de concentracion de mercurio total en
peso seco fueron entre 460,2 pg.kg™ + 4,24 hasta 881,2 pg.kg™ + 2,19, mientras que la
concentracion en peso himedo fue entre 111,4 pg.kg! + 17,5 hasta 200,7 + 9,65.
Finalmente, se obtuvieron valores entre 0,111 mg.kg™ + 17,6 hasta 0,201 mg.kg™ + 9,64

de mercurio total en peso humedo o peso fresco de pescado mediano.

Concentracion (HgT) peso humedo
(mg.kg™)

Pg006 Pg007 Pg008 Pg009 Pg010
musculo musculo muasculo musculo musculo

Figura 5. Datos finales obtenidos de la concentracion de mercurio total en peso
himedo de las muestras de Pargo mediano

La Figura 5 muestra las concentraciones de mercurio total que se obtuvieron dando
valores de 0,163; 0,111; 0,176; 0,201 y 0,185 mg.kg* para la muestra 6, 7, 8, 9 y 10
respectivamente, mientras que los coeficientes de variacion fueron 13,3; 17,6; 8,18; 9,64
y 14,5 %. Se puede apreciar que la muestra 2 y 5 de pargo mediano, presentan un
coeficiente de variacion mayor al 10%, cuyas mediciones son las que poseen una mayor

dispersion respecto a la media.
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Tabla 9. Concentraciones de mercurio total obtenidas en las muestras de Pargo

grande
Promedio Concentracion Promedio Concentracion | Concentracion
(THo) o (THg) (THg)
L(ﬁ;tlljjfa)s peso seco F()Esgolfg%) YoV peso humedo | peso humedo
' (1g.kg™) ' (1g.kg™h) (mg.kg™)
PQOIL ) 539 7055
musculo
Pg011
musculo 4,434 714,9 719,6 2,35 159,9 0,16
PQOIL |y 738.4
musculo
PQOI2 ) 5oq 748 8
musculo
PgOlZ 4,384 745,8 756,5 2,12 181,6 0,182
musculo
PO12 | 451y 774,9
musculo
PQOI3 | ) 59 736,1
musculo
P9013 4,311 735,8 753 3,92 175,8 0,176
musculo
PQOI3 ) 717 787.1
musculo
Pg014 1 g 403 1402
musculo
Pg014 1 g,97 1419 1419 | 116 360.7 0,361
musculo
PgO14 1 g 49 1435
musculo
PgO15 | 4 5oy 7212
musculo
PgOlS 4231 732 735,3 2,18 170,1 0,17
musculo
PQOI5 | 6g 752.8
musculo

En la Tabla 9 se puede notar que los valores de concentracion de mercurio total en peso

seco fueron entre 719,6 pg.kgt + 2,35 hasta 1419 pg.kg? + 1,16, mientras que la

concentracion en peso humedo fue entre 159,9 pg.kg? + 10,6 hasta 360,7 + 4,6.

Finalmente, se obtuvieron valores entre 0,160 mg.kg™ + 10,6 hasta 0,361 mg.kg™* + 4,57
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de mercurio total en peso humedo o peso fresco de pescado grande. Las muestras de
pescado Pargo grande presentaron un mayor contenido de mercurio en su organismo

segun los datos expuestos anteriormente.

Concentracion (HgT) peso humedo
(mg.kg™)

Pg011 Pg012 Pg013 Pg014 Pg015
musculo musculo musculo musculo musculo

Figura 6. Datos finales obtenidos de la concentracion de mercurio total en peso
hamedo de las muestras de Pargo grande

La Figura 6 muestra las concentraciones de mercurio total que se obtuvieron dando
valores de 0,160; 0,182; 0,176; 0,361 y 0,170 mg.kg* para la muestra 11, 12, 13, 14y 15
respectivamente, mientras que los coeficientes de variacion fueron 10,6; 8,79; 16,8; 4,57
y 9,45 %. La concentracion de mercurio es casi constante en las muestras a excepcion de
la muestra 4 cuya concentracién supera el doble de veces al resto de concentraciones
obtenidas. La muestra 4 presentd un coeficiente de variacion mayor al 10%, por tanto, es

la que presenta una mayor dispersion respecto a la media.

En las Figuras 4, 5y 6 se detallan las concentraciones finales de mercurio total. En donde,
se observa que la concentracion de mercurio varia en todas las muestras. Esta variabilidad
del contenido de mercurio en los peces no esta relacionada directamente con el tamafio,
sino con la afinidad entre el mercurio y el masculo de pescado. La acumulacion de
mercurio se debe precisamente al metilmercurio, el cual, se adsorbe y acumula mas que
otras formas en el musculo de pescado (Gonzalez et al., 2014). Lo que sucede es que los
peces fijan con fuerza al metilmercurio y equivale casi el 100% del mercurio que se
bioacumula, por lo que la mayor parte del metilmercurio en tejidos de peces forma enlaces
covalentes con grupos sulfidrilo proteinico, con lo que la vida media de eliminacion

resulta larga. Como consecuencia, se genera un enrigquecimiento selectivo de
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metilmercurio cuando pasa de un nivel trofico al siguiente (de Carvalho, Feres, Ferreira,
& Kennedy, 2010).

Ademas, la cantidad de mercurio que esta contenida en un pez va a depender también de
otros factores como la localidad, ya que las concentraciones de metales pesados como el
mercurio van a ser mayores en ciertos lugares geograficos que estan expuestos a una
mayor contaminacion ya sea por industrias (eliminacion de desechos), o por procesos
biologicos naturales (metilacion). Otro factor, se debe a los tejidos del cuerpo del pez
(musculo), ya que no todos los peces poseen la misma cantidad de musculo. También esta
la disponibilidad de alimentos (otros organismos acuaticos) y el contenido de mercurio
que presenten (biomagnificacidn), ya que las especies mas proclives a la acumulacion de
mercurio son las especies depredadoras que se encuentran en el nivel mas alto de la
cadena tréfica como albacora, atin, pez espada, tiburdn, entre otros. Por tanto, van a tener
una mayor cantidad de mercurio (metilmercurio) en su organismo. Ademas, hay otros
factores que también podrian influir en la acumulacién de este metal como el género, el

tamafio, la edad, etc (Gonzélez et al., 2014).

En la literatura no existen los limites maximos permisibles con relacion a la cantidad de
mercurio total que existe en el pez Pargo (Lutjanus colorado). Sin embargo, de acuerdo
con el Codex Alimentarius, se ha establecido que el contenido maximo de metilmercurio
en la carne de pescado debe ser de 0,5 mg.kg en peso fresco para los productos de pesca
incluidos los mariscos, excepto para algunas especies depredadoras que incluyen un alto
contenido de mercurio tales como el atin con un limite méximo de 1,2 mg.kg* y el tiburén
con un limite maximo de 1,6 mg.kg® de metilmercurio (Comision del Codex
Alimentarius, 2018). En conclusion, se puede decir, que ninguna de las muestras de pargo

excede los limites maximos permisibles establecidos sobre el mercurio en el pescado.

Si bien es cierto, el musculo de pescado es donde generalmente se acumula el mercurio,
sin embargo, se ha especulado que pueden existir otras partes como el higado de pescado
que podrian llegar a presentar concentraciones de este metal debido a que es donde se
acumulan todas las toxinas. Esta parte del pez no es consumida por las personas, pero
existe el aceite de bacalao proveniente del higado de pescado, o las llamadas harinas de
pescado donde se procesa este drgano del animal. Mediante varios analisis se ha
demostrado que los niveles de mercurio son indetectables en los aceites de pescado, por

la razon de que el mercurio interactiia Unicamente con la parte proteica. Y con respecto a
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las harinas de pescado, se han realizado estudios donde si han encontrado concentraciones
de hasta 0,1 mg.kg* de mercurio (Obando, 2015).

Por otro lado, existe una ingesta semanal tolerable provisional (PTWI) establecida por el
Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios, en relacion al mercurio
inorganico que presenta un valor de 4 pug.kg* (Comision del Codex Alimentarius, 2010),
mientras que para el metilmercurio (MeHg) el PTWI esta actualmente establecido con un

valor de 3,2 pug.kg™* de metilmercurio de peso corporal (OMS, 2010).
Limites de analisis del método

Tabla 10. Lectura de blancos

Resultado Blancos (ug.L™?)
0,030 0,030 0,034 0,030 0,030 0,034 0,030 0,030
0,034 0,055 0,055 0,034 0,055 0,055 0,034 0,055
0,055 0,034 0,034 0,055 0,055 0,034 0,073 0,073
0,073 0,073 0,073 0,073 0,073 0,073 0,073 0,073
0,073 0,073 0,073 0,073 0,073 0,073 0,073 0,073
0,073 0,073 0,073 0,073 0,073 0,073 0,073

Tanto el limite de deteccién (LOD) como el limite de cuantificacién (LOQ) se
determinaron mediante la medicion del blanco como se puede observar en la Tabla 10. El
blanco contiene todos los reactivos utilizados para la digestion menos el analito de intereés.
En base a esto, se prepararon 47 muestras blanco, con &cido clorhidrico al 2% y se
realizaron las respectivas lecturas aplicando el método de estudio. El limite de deteccion,
se determind conociendo el promedio de la sefial del blanco mas tres veces su desviacién
estandar (y + 3S); por otro lado, el limite de cuantificacion se calculé conociendo el
promedio de la sefial del blanco més 10 veces su desviacion estdndar (y + 10S). Dichos
valores en concentracion se muestran en la Tabla 11 y representan las figuras de mérito

de la técnica empleada.

Tabla 11. Limites de deteccion y cuantificacion obtenidos en el presente estudio

Limite de deteccion (ug.L™1) Limite de cuantificacion (ug.L™?)

0,111 0,237
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A continuacion, la Tabla 12 revela'y compara los limites de deteccion para varias técnicas
de deteccidn de mercurio total reportadas en la literatura, tomando la instrumentalidad de
AFS como el medio de deteccion final.

Tabla 12. Limites de deteccion obtenidos por técnicas de analisis para mercurio
total (THg)

(Ruiz Chaves, 2016)

Método Limite de deteccion reportado
(Mercurio total)
Espectrometria de absorcién atdmica - 1ng.g*
horno de grafito (GF AAS)
Plasma acoplado inductivamente- 0,01 ng.mL*; 0,01 ng.g*t
espectrometria masas (ICP MS)
Espectrometria de emision atbmica 2 ng.mL?
(ICP- AES)
Analisis por descomposicion térmica 0,1-1 mg.g*
(TD-AAS)
CV-AAS 0,1-1 ng.g%; 0,5 ng.mL™?
CV-AFS 0,001-0,01 ng.g’*; 0,08 ng.mL™*
Estudio realizado (CV-AFS) 0,1 ug.Lt00,1 ng.mL?

Segun los valores que se presentan en la Tabla 12, se demuestra que la técnica de CV-
AFS posee una alta sensibilidad ya que presenta niveles de deteccion muy bajos a nivel
de ppb, lo que hace que esta técnica analitica sea ventajosa en comparacion a las técnicas
de absorcion atbmica como GF-AAS, CV-AAS y TD-AAS. Si bien es cierto, por medio
de la técnica de plasma acoplado inductivamente con espectrometria masas (ICP MS), se
pueden obtener limites de deteccidn muy bajos pero esta técnica puede generar un mayor
namero de interferencias espectrales y es una técnica mucho mas costosa a diferencia de
CV-AFS. Ademas, la instrumentacidn que se requiere en CV-AFS, es mucho mas simple
que la utilizada en las técnicas de espectrometria de masas (Fernandez et al., 2015). La
técnica de CV-AFS es una técnica selectiva y posee un amplio rango lineal de
concentraciones en comparacion con cualquier técnica de absorcion atémica (Ruiz,
2016). Por tanto, se puede decir que la técnica de CV-AFS, es una buena alternativa para

la determinacion de mercurio en matrices complejas, como el pescado.
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6. CONCLUSIONES

El porcentaje de humedad obtenido en las muestras de Pargo pequefio dio un valor
promedio de 78,10 %, para las muestras de Pargo mediano se obtuvo un valor aproximado

de 76,68 % y para las muestras de Pargo grande dio un resultado de 76,38 %.

El proceso de liofilizacion es indispensable para este tipo de analisis ya que no altera
la estructura fisicoquimica del pescado y permite su conservacion sin necesidad de cadena
de frio, ademas de que permite obtener una elevada estabilidad microbiologica del

pescado, permitiendo un mayor tiempo de conservacion.

Mediante la técnica de vapor frio acoplado a espectrofotometria de fluorescencia
atémica, se determind que todas las muestras de Pargo (Lutjanus colorado) si presentan

contenido de mercurio total en su organismo.

Para las muestras de pargo pequefio se obtuvieron valores de concentracion de mercurio
total, los cuales fueron: 0,077; 0,079; 0,046; 0,093 y 0,113 mg.kg™ respectivamente,
mientras que los coeficientes de variacion fueron 5,00; 3,91; 3,01; 16,1 y 14,5 %. Para las
muestras de pargo mediano, se obtuvieron concentraciones de 0,163; 0,111; 0,176; 0,201
y 0,185 mg.kg* respectivamente, mientras que los coeficientes de variacion fueron 13,3;
17,6; 8,18; 9,64 y 145 %. Y, para las muestras de pargo grande, se obtuvieron
concentraciones de 0,160; 0,182; 0,176; 0,361 y 0,170 mg.kg™ respectivamente, mientras
que los coeficientes de variacion fueron 10,6; 8,79; 16,8; 4,57 y 9,45 %.

La técnica de CV-AFS cuenta con el sistema de vapor frio, Unico para el analisis de
mercurio, ya que es el inico metal que es liquido a temperatura ambiente y posee una alta
presidn de vapor que facilita su atomizacion. Ademas, este sistema de vapor frio ayuda a
minimizar las interferencias espectrales que se producen debido a la fuente de dispersion

y la emision del atomizador.

Todas las muestras analizadas cumplen con los limites permitidos por el Codex

Alimentarius que es de 0,5 mg.kg* de mercurio.

En el presente estudio se obtuvo un limite de deteccion de 0,111 pg.L?, mientras que
el limite de cuantificacion fue de 0,237 pg.L*. Esto hace que la técnica CV-AFS sea mas

sensible en comparacion a las técnicas de AAS, debido a sus bajos limites de deteccién y
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cuantificacion. Ademas, de que es una técnica selectiva para el analisis de mercurio total

en el pescado.

7. RECOMENDACIONES

Se debe mantener las muestras de pescado en refrigeracion a una temperatura de 4 °C
hasta el proceso de liofilizacion. Posteriormente, se deben colocar en un desecador hasta
realizar el analisis de cada muestra, a fin de eliminar y evitar la presencia de humedad en

las muestras.

Seria necesario realizar un muestreo probabilistico, ya que, al obtener una muestra

representativa, esto nos va a garantizar obtener los resultados con una alta precision.

Se recomienda realizar una optimizacion del método de digestion para poder estimar
la mayor exactitud del método en funcion de los porcentajes de recuperacion de la

muestra.

Para el andlisis de mercurio total en pescado mediante la técnica de CV-AFS, se
recomienda preparar los reactivos a utilizar el mismo dia, debido a que se pueden degradar

facilmente.

Analizar una mayor cantidad de especies de pescado en investigaciones posteriores,
esto con la finalidad de determinar si hay especies que puedan exceder los limites

permisibles de mercurio en su organismo y asi poder reducir su consumo.

Se recomienda realizar una investigacién mas amplia en especies de pescado respecto
a diferentes metales tdxicos presentes en el agua ademas del mercurio tales como el
plomo, niquel, cromo, entre otros. Metales que pueden llegar a afectar la salud debido al

consumo de estos alimentos.
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8. FIGURAS

Figura 7. Pargo (Lutjanus colorado)

Figura 8. Filetes de pescado para la determinacion de humedad
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Figura 9. Balanza infrarroja o determinador de humedad

Figura 10. Liofilizador
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Figura 11. Secado de muestras de pescado
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Figura 12. Acidos para la digestion de muestras
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Figura 13. Carrusel del digestor de muestras

Figura 14. Microondas para la digestion de muestras
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Figura 15. Preparacion de las muestras de anélisis

Figura 16. Llave para el flujo de gases
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Figura 17. Solucion de enjuague y solucion de dilucién (acido clorhidrico al 2%)

Figura 18. Soluciones de &cido clorhidrico al 2% y cloruro de estafio al 2% en acido
clorhidrico al 4%



Figura 19. Carrusel de muestras del equipo de CV-AFS

Figura 20. Analizador de mercurio (CV-AFS)
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9. ANEXOS

Tabla 13. Pesos obtenidos de las muestras de Pargo de pequefio para su posterior

analisis

Muestra Peso de la

muestra (g)
Pg001 musculo 0,302
Pg001 musculo 0,316
Pg001 musculo 0,305
Pg002 musculo 0,294
Pg002 musculo 0,290
Pg002 musculo 0,300
Pg003 musculo 0,295
Pg003 musculo 0,290
Pg003 musculo 0,294
Pg004 musculo 0,298
Pg004 musculo 0,316
Pg004 musculo 0,290
Pg005 musculo 0,296
Pg005 musculo 0,290
Pg005 musculo 0,293

Tabla 14. Pesos obtenidos de las muestras de Pargo mediano para su posterior

analisis

Muestra Peso de la

muestra (g)
Pg006 musculo 0,306
Pg006 musculo 0,301
Pg006 musculo 0,298
Pg007 musculo 0,291
Pg007 musculo 0,289
Pg007 musculo 0,310
Pg008 musculo 0,288
Pg008 musculo 0,293
Pg008 musculo 0,292
Pg009 musculo 0,291
Pg009 musculo 0,285
Pg009 musculo 0,296
Pg010 musculo 0,290
Pg010 musculo 0,311
Pg010 musculo 0,310




Tabla 15. Pesos obtenidos de las muestras de Pargo grande para su posterior

analisis

Muestra Peso de la

muestra (g)
Pg011 musculo 0,316
Pg011 musculo 0,305
Pg011 musculo 0,293
Pg012 musculo 0,297
Pg012 musculo 0,289
Pg012 musculo 0,293
Pg013 musculo 0,281
Pg013 musculo 0,288
Pg013 musculo 0,295
Pg014 musculo 0,297
Pg014 musculo 0,287
Pg014 musculo 0,293
Pg015 musculo 0,288
Pg015 musculo 0,284
Pg015 musculo 0,306




Tabla 16. Concentraciones de mercurio obtenidas en el equipo de CV-AFS,
procedentes de las muestras de Pargo pequefio

Concentracion | Concentracion
Muestra de mercurio de mercurio
Lectura 1 Lectura 2
(ug.L™) (ug.L™)
MRC DORM 4 2,421 2,421
Pg001 masculo 2,271 2,293
Pg001 masculo 2,360 2,378
Pg001 masculo 2,341 2,334
Pg002 masculo 2,312 2,334
Pg002 masculo 2,272 2,265
Pg002 masculo 2,341 2,332
Pg003 masculo 1,219 1,202
Pg003 masculo 1,175 1,179
Pg003 masculo 1,215 1,207
Pg004 masculo 2,521 2,518
Pg004 masculo 2,633 2,631
Pg004 masculo 2,556 2,572
Pg005 musculo 2,887 2,900
Pg005 masculo 2,841 2,830
Pg005 masculo 2,980 3,007




Tabla 17. Concentraciones de mercurio obtenidas en el equipo de CV-AFS,
procedentes de las muestras de Pargo mediano

Concentracion Concentracion
Muestra de mercurio de mercurio
Lectura 1 Lectura 2
(ug.L™) (ug.L™)
Pg006 musculo 4,059 4,051
Pg006 musculo 3,998 4,038
Pg006 muasculo 4,208 4,218
Pg007 muasculo 2,660 2,634
Pg007 masculo 2,701 2,642
Pg007 masculo 3,026 3,021
Pg008 musculo 4,429 4,305
Pg008 musculo 4,587 4,579
Pg008 musculo 4,539 4,614
Pg009 musculo 5,112 5,124
Pg009 musculo 5,047 5,056
Pg009 musculo 5,403 5,437
Pg010 muasculo 4,797 4,820
Pg010 masculo 5,133 5,094
Pg010 masculo 5,371 5,434




Tabla 18. Concentraciones de mercurio obtenidas en el equipo de CV-AFS,

procedentes de las muestras de Pargo grande

Concentracion

Concentracion

Muestra de mercurio de mercurio
Lectura 1 Lectura 2
(ug.L ™) (ug.L™)
Pg011 musculo 4,637 4,427
Pg011 masculo 4,472 4,396
Pg011 masculo 4,450 4,350
Pg012 musculo 4,508 4,533
Pg012 musculo 4,380 4,387
Pg012 masculo 4,607 4,621
Pg013 masculo 4,208 4,211
Pg013 masculo 4,294 4,328
Pg013 musculo 4,728 4,706
Pg014 musculo 8,415 8,390
Pg014 musculo 8,177 8,256
Pg014 musculo 8,478 8,484
Pg015 musculo 4,578 3,876
Pg015 masculo 4,372 4,089
Pg015 masculo 4,690 4,670
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Tabla 19. Desviacion estandar y coeficiente de variacion obtenidos de las
concentraciones de peso seco que resultaron de las muestras de Pargo pequefio

Desvest % CV
Pg001 5,37 1
Pg002 3,09 1
Pg003 1,39 1
Pg004 15,0 4
Pg005 16,4 3

Tabla 20. Desviacion estandar y coeficiente de variacion obtenidos de las
concentraciones de peso seco que resultaron de las muestras de Pargo mediano

Desvest % CV
Pg006 21,7 3
Pg007 19,5 4
Pg008 14,4 2
Pg009 19,4 2
Pg010 26,8 3

Tabla 21. Desviacién estandar y coeficiente de variacion obtenidos de las
concentraciones de peso seco que resultaron de las muestras de Pargo grande

Desvest % CV
Pg011 16,9 2
Pg012 16,0 2
Pg013 29,5 4
Pg014 16,5 1
Pg015 16,1 2
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9.1 PREPARACION DE SOLUCIONES (CALCULOS)

Preparacion del HCI al 2% (Blanco) (v/v)

C1V1=C2V2
L _c2ve
c1

_2%* 250 mL
B 37 %

V1 = 13,5 mL de HCI concentrado (aforar hasta 250 mL con agua destilada)

Preparacién del HCl al 4% (v/v)

ClV1=C2V2

_c2v2

C1

_4%* 500 mL
- 37 %

V1 = 54,1 mL de HCI concentrado (aforar hasta 500 mL con agua destilada)

Preparacion del cloruro de estario (SnClz) al 2% en HCl al 4% (p/v)

2% =2¢9/100 mL
29 (SnClp) -------- 100 mL (sol)
X e 500 mL (sol)

X =10 g de SnCl,

Para preparar una solucién de cloruro de estafio (2%) en acido clorhidrico (4%), se debe
pesar 10 g de cloruro de estafio I1'y aforar en un balon de 500 mL con el &cido clorhidrico
al 4%.
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Preparacion del estandar de mercurio de 50 ug.L!

1mgL?t - 1000 pg.L*
X - 50 pg.L?
X =0,05mg.L"?

ClV1i=C2V2

C2V2
1_

C1

_ 0,05mg L™« 50 mL
B 10 mg L1

V1=0,25mL
V1 =0,25mL * 1000 =~ 250 uL de la solucién stock de 10 mg.L™*

781

Para preparar el estandar de mercurio de 50 pg.L™, se tom6 250 pL de una solucion stock

de 10 mg.L™ de mercurio y se aford hasta 50 mL con acido clorhidrico al 2%.
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9.2 ANALISIS DE RESULTADOS

Muestra: Pargo (Lutjanus colorado)
Tamario de individuo: Pequefio
Caodigo asignado: PG001p

Peso del individuo (g): 273,64
Longitud total del individuo (cm): 28
% Humedad: 79,32

Tabla 22. Datos obtenidos de la primera muestra de Pargo pequefio

Promedio | Resultado
Lectural | Lectura2 | Lecturas Blanco
Muestra Peso (g) (g.LY) (g.LY) 1 N
Hg. Hg. (Mg.L™) (Mg.L™)
Pg001 musculo 0,302 2,271 2,293 2,282 0,030
Pg001 musculo 0,316 2,360 2,378 2,369 0,030
Pg001 musculo 0,305 2,341 2,334 2,338 0,034

Resultado de las muestras en peso seco (ug.kg™)

(Promedio de lecturas — Resultado Blanco) * Volumen de aforo
Peso de la muestra

Peso seco =

ug ug
(2,282T — 0,030 T) 50 mL
0,302 g

Peso seco =

ug
(2,252 L) 0,054
3,02x10~* kg

Peso seco =

Peso seco (muestra 1) = 372,8 ug. kg™
Peso seco (muestra 2) = 370,1 ug. kg™

Peso seco (muestra 3) = 377,7 ug.kg™*

Desviacién estandar

Tx—x)?
N-1

o \/(372,8 —373,5)2 + (370,1 — 373,5)% + (377,7 — 373,5)>2
B 3—1

S =3853



Coeficiente de variacion (CV)

%

S

CV =

% CV =

Promedio (peso seco) i

]

3
3;3,5

% CV =1,032

Porcentaje de recuperacion (MRC)

100

Tabla 23. Datos obtenidos del material de referencia de pescado
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Promedio | Resultado Resultado
Lectural | Lectura 2 1 peso
Muestra Peso 1 1 Lecturas | Blanco
(gL | (ug.L™) gl | (ug.L?) seco
(ng-kg™)
MRC DORM 4 0,296 2,421 2,421 2,421 0,109 390,1

Concentracion MRC DORM 4: 0,412 mg.kg™*

% R

_ Resultado 1 (peso seco)/1000

* 100

Concentraciéon MRC

% R

~390,1/1000

0,412

% R = 94,68 %

Resultado de las muestras en peso himedo (pg.kg™)

Peso hamedo =

* 100

Promedio de peso seco * (100 — % Humedad)

Peso hamedo =

Peso humedo = 77,24 pg. kg~

100

373,5 % (100 —

79,32)

100

Resultado de las muestras en peso himedo (mg.kg™)

Peso

1

Peso humedo (ug.kg™1)

himedo =

Peso humedo =

Peso himedo = 0,077 mg. kg~

1000

1000

77,24 pug. kg™t

1




Limite de deteccion y limite de cuantificacion obtenidos (ug.L™)

Tabla 24. Concentracién de los blancos

Resultado Blancos (ug.L™?)

0,030 0,030 0,034 0,030 0,030 0,034 0,030 0,030
0,034 0,055 0,055 0,034 0,055 0,055 0,034 0,055
0,055 0,034 0,034 0,055 0,055 0,034 0,073 0,073
0,073 0,073 0,073 0,073 0,073 0,073 0,073 0,073
0,073 0,073 0,073 0,073 0,073 0,073 0,073 0,073
0,073 0,073 0,073 0,073 0,073 0,073 0,073

Media del blanco analitico

n
i=1Xi

X =
n

0,030 + 0,030 + 0,034 + --
46

X =

x = 0,057

Desviacién estandar

_/2&—@2
5= N-1

. \/(0,030 —0,057)2 + (0,030 — 0,057)2 + (0,034 — 0,057)2 ...
B 3—-1

$=0,018

Limite de deteccion

LD =Sb + 3(S)
LD = 0,057 + (3*0,018)
LD =0,111 pg.L*

Limite de cuantificacién

LC = Sb + 10(S)
LC = 0,057 + (10*0,018)

LC =0,237 pug.L*




