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RESUMEN

Se analizaron las concentraciones de zinc y hierro en veinte y una especies de pescados
marinos de la costa ecuatoriana, mediante la técnica de espectrofotometria de absorcion
atébmica de Ilama previa una digestion asistida por microondas, con el fin de evaluar el
valor nutricional del pescado y establecerlo como fuente alternativa a la carne roja. Se
utilizé como referencia el método estandarizado de la AOAC (Association of Analytical
Communities, siglas en inglés) 999.10, asegurando la confiabilidad de los resultados al
estimar previamente parametros de desempefio, como: limites de deteccion y
cuantificacion, linealidad, exactitud y precision. Ademas, se realizd6 un analisis
estadistico para identificar las diferencias significativas entre las medias y varianzas de

los datos obtenidos de las diversas especies de pescados.

Los resultados conseguidos en la validacion parcial, son satisfactorios al cumplir con los
criterios de aceptabilidad establecidos, considerando asi al método adecuado para el
analisis propuesto. Dentro de las muestras, se determin6 que el atin (Thunnus alalunga)
es la especie con mayor concentracion de hierro, igual a 5,31 mg/100g de alimento,
mientras que, la guaba (Fistularia corneta) presenta la mayor concentracion de zinc,
igual a 2,37 mg/100g, siendo estos los pescados que poseen un alto valor nutricional,

dado a su valioso contenido de hierro y zinc.

Gracias al analisis estadistico se determind que otras especies pueden utilizarse
indistintamente con el mismo nivel de beneficio, como es el caso del atin y la albacora
con su contenido en hierro, y la guaba con la albacora y el bagre en zinc. A su vez, al

comparar los resultados obtenidos con la carne roja, son valores muy similares, lo que



convierte al pescado en una fuente nutricional éptima de consumo y de alto valor

bioldgico para la salud humana.

Palabras claves: Hierro, zinc, nutricion, pescados marinos ecuatorianos.



ABSTRACT

Zinc and Iron content in twenty-one sea fish species from Ecuadorian Coast was
determined by flame atomic-absorption spectrometry, in order to evaluate the fish
nutritional content and its potential as an alternative food source to meat. 999.10 AOAC
(Association of Analytical Communities) Standard Method was used as reference and a
partial validation was performed to assure reliable data; estimated parameter were:
detection and quantification limits, linearity, accuracy and precision. Besides, statistical
analysis was executed through software, as a way to identify significant gaps between

averages and stardard deviations from obtained data.

Partial validation showed that data are satisfactory, as all acceptability criteria were met.
It was determined that tuna (Thunnus alalunga) has the highest iron concentration (5.31
mg/100 g), while guaba (Fistularia corneta) has the highest zinc concentration (2.37
mg/100 g). Therefore, among all analyzed species, tuna and guaba, are the ones with

higher nutritional value, considering their iron and zinc concentration respectively.

Based on statistical analysis, it was determined that some sea fish species can be used
indistinctly with the same nutritional benefit, such as tuna or albacora, related to their
iron level; and guaba, albacora and catfish related to their zinc level. At the same time,
comparing obtained data with red meat, fish values are quite similar, what means that
fish is a very good nutritional source, besides with high biological level for human

health.

Keywords: Iron, zinc, nutrition, Ecuadorian sea fishes.



INTRODUCCION

El hierro y el zinc son dos minerales esenciales de vital importancia que garantizan el
buen funcionamiento del organismo, dado a que desempefian gran cantidad de funciones

fisiologicas e implicaciones bioquimicas dentro del cuerpo humano [1].

Cada uno de estos elementos presentan una cantidad adecuada que el organismo
requiere a diario, sin embargo, en el caso de poseer una concentraciéon menor a la
recomendada, se manifiestan sintomas carenciales que podrian acarrear graves
consecuencias para la salud, debido principalmente a que se reduce la inmunidad,
aumentando la vulnerabilidad a las enfermedades y alterando el desarrollo fisico y

mental [2].

De tal manera, se conoce que la mayoria de los minerales se encuentran distribuidos
ampliamente entre todos los alimentos y con una dieta balanceada, combinada con el
gjercicio fisico regular, se aportard la cantidad suficiente y necesaria de ellos. En
general, se conoce que los alimentos de origen animal, son mas ricos en hierro y zinc,
siendo las carnes rojas y el pescado los principales ejemplares dentro de este grupo. Sin
embargo, la carne a pesar de ofrecer una elevada cantidad de nutrientes y minerales,
presenta grandes concentraciones de grasas saturadas que conllevan a un consecuente

incremento de enfermedades cardiovasculares [3,4].

Por otra parte, el pescado, a diferencia de la carne aporta con grandes beneficios
nutricionales, al contener: proteinas, vitaminas, minerales y acidos grasos
poliinsaturados de la familia omega-3, que tienen una incidencia positiva en la
prevencion y el tratamiento de enfermedades cardiovasculares; ademas se caracteriza

4



por ser un alimento de facil digestion, estas caracteristicas tienen gran importancia, ya
que el pescado constituye una alternativa valida al consumo elevado de carnes ricas en
grasa saturadas, lo que lo convierte en una fuente alimenticia fundamental para el ser

humano y un objetivo importante de andlisis a nivel nutricional [4,5].

Dentro del Ecuador el consumo de pescado es masivo, dado a que es una de las
principales industrias de comercio y exportacion del pais, ademés de contar con un
mercado suficiente y variado, con una disponibilidad de casi todas las especies en el

transcurso del afio, principalmente en la costa ecuatoriana [5].

De esta manera, analizar la concentracion de zinc y hierro en diferentes especies de
pescados marinos de mayor consumo en Ecuador, proveera de datos necesarios para

evaluar el aporte nutritivo que éstos ofrecen a la poblacién.

Para exponer el contenido de este trabajo se ha organizado la informacion en 4
capitulos, siendo el primero el que contextualiza el desarrollo experimental presentado
en el Capitulo 2. A continuacion se detallan los resultados alcanzados y posteriormente

las conclusiones que derivan de ello.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. NUTRICION

La nutricion se define como el conjunto de procesos fisiologicos por los cuales el
organismo recibe, transforma y utiliza las sustancias quimicas contenidas en los
alimentos, en relacion con las necesidades dietéticas del organismo. ES un proceso
involuntario e inconsciente que depende de procesos corporales y metabolicos como: la

digestion, la absorcion y el transporte de los nutrientes hasta los tejidos [6].

1.1.1. NUTRIENTES

Son las sustancias quimicas presentes en los alimentos, gran parte de ellas esenciales, ya
que no pueden ser sintetizadas por el cuerpo humano en las cantidades adecuadas, a
pesar de ser necesarios para el crecimiento, reparaciéon y mantenimiento del mismo.

Segun su concentracién en el alimento, se dividen en macro y micronutrientes [7].

- MACRONUTRIENTES
Son aquellos nutrientes que ocupan la mayor proporcion de los alimentos, dentro de este
grupo se encuentran las proteinas, carbohidratos y lipidos o grasas, utilizados

principalmente por los tejidos, tanto con fines energéticos como estructurales [6].

- MICRONUTRIENTES
Son nutrientes que estan presentes en pequefias proporciones dentro de los alimentos,

Ilegando a encontrarse en cantidades de miligramos y microgramos, sin embargo, son



imprescindibles para la subsistencia del ser humano. Este grupo se constituye por las
vitaminas y los minerales, cuya funcién principal es facilitar y controlar las funciones

bioquimicas en el interior de los seres vivos [6].

1.2. MINERALES

Son los elementos inorganicos de la alimentacion, necesarios para la elaboracion de
tejidos, la sintesis de hormonas y estan presentes en la mayor parte de las reacciones

quimicas en las que intervienen las enzimas [6].

-  MINERALES ESENCIALES

Se conoce que alrededor de 27 de los elementos quimicos existentes en la corteza
terrestre son esenciales para la vida, ya que son minerales imprescindibles para la
actividad de las células, necesarios para controlar las funciones de diversos tejidos;

acorde a su concentracion en el cuerpo se clasifican en: macro y microelementos [1]:

- MACROELEMENTOS
Son aquellos elementos que se requieren en mayor cantidad en el cuerpo y se miden en
concentracion de gramos, entre ellos tenemos: al calcio (Ca), sodio (Na), fosforo (P) y

azufre (S) [8].

- MICROELEMENTQOS
En éste grupo encontramos a los elementos que se necesitan en menor cantidad, y se

miden en miligramos, como ejemplares tenemos: al hierro (Fe), zinc (Zn), fluor (F) y

yodo (1) [8].



1.2.1. HIERRO

El hierro es uno de los principales componentes de la sangre, al formar parte de la
estructura de la hemoglobina y mioglobina, proteinas que transportan oxigeno desde los
pulmones hasta las células méas remotas del organismo; a su vez, participa en procesos
de obtencion de energia al encontrarse en enzimas, cuya funcion principal se observa en
la produccion de ATP (Adenosin trifosfato); actia durante actividades de defensa del
organismo y en sistemas neurocerebrales [9]. La cantidad de hierro recomendado varia

de 8-18 mg/dia en adultos,10 mg/dia en nifios y 27 mg/dia en mujeres embarazadas [10].

De acuerdo a la forma quimica en el alimento existen dos tipos de hierro: el hemo y el
no hemo. Al hierro hemo se lo denomina asi porque constituye la estructura del grupo
hemo en estado ferroso (Fe?*), presente en las moléculas de hemoglobina, mioglobina y
algunas enzimas, en este estado, el hierro se caracteriza porque se absorbe con mayor
eficiencia dentro del organismo, Illegando hasta un 20-35% de su absorcién, el cual se
encuentra solo en alimentos de origen animal, tales como: carne, pollo y pescado

[9,11].

He” Fels “CH

Figura 1. 1. Grupo hemo de la hemoglobina [12]



Por otro lado, el hierro no hemo se encuentra en estado férrico (Fe**), formando parte de
componentes que no presentan grupo hemo, como diversas enzimas; en este caso solo
un 5-10% se absorbe por el organismo, debido a que el intestino delgado es capaz de
absorber las sales ferrosas méas no las férricas, de esta manera el estado férrico debe ser
reducido a ferroso para su mayor absorcion. Tal reduccion se logra dentro del estomago
y en los intestinos, gracias al bajo pH gastrico, la accion de enzimas ferrorreductasas y
la intervencion de una serie de factores que hacen que el hierro se absorba en mayor o
menor proporcion, como: la presencia de vitamina C y la de taninos en el café,
respectivamente. EIl hierro no hemo se presenta en fuentes vegetales: legumbres y

cereales [9,11,13].

La consecuencia fisiologica mas evidente en la disminucion de los niveles de hierro en
el cuerpo humano, es la conocida anemia, que se produce cuando todas las reservas
corporales de dicho elemento se agotan, acarreando una limitacion en el aporte de
oxigeno a los mdsculos, manifestandose con el deterioro de la funcion muscular,
limitacién de capacidad de esfuerzo, disminucién de la concentracion y reduccién en

importante escala de los diferentes procesos metabdlicos [14].

La falta de hierro, sin presencia de anemia o0 asociada con ella, es una de las deficiencias
mas significativas encontradas en atletas, personas de avanzada edad y en el género
femenino, originado por diferentes factores como: disminucién de su absorcion a nivel
intestinal, sudoracion excesiva, aumento de su pérdida en mujeres por efecto de la
menstruacion, embarazo y lactancia; sin embargo, el principal motivo es puramente

dietético, debido a ingestas inadecuadas [14,15].



1.2.2. ZINC

El zinc forma parte de mas de un centenar de reacciones metabdlicas en el organismo, al
encontrarse acoplado a proteinas, muchas de ellas enzimaticas, como las polimerasas
que intervienen en la sintesis de ADN y ARN, convirtiéndolo asi en un regulador de la
expresion genética. Ademas, desempefia un papel importante como estabilizador de
membranas celulares y citoplasmaticas, desarrolla las sensaciones de gusto y olfato,
incrementa la defensa inmune, la maduracion sexual y favorece el desarrollo del
crecimiento [16]. La dosis recomendada de zinc para adultos oscila entre los 10-12

mg/dia, nifios 5-8 mg/dia'y mujeres embarazas de 12 mg/dia [17].

La absorcién del zinc en el organismo, varia entre un 5-40%, y depende meramente de
factores nutricionales, ya que no existen reservas sustanciales de zinc en el organismo,
resultando esencial una adecuada ingesta diaria de éste elemento que aporte con las
concentraciones apropiadas dentro de los requerimientos dietéticos. En general, los
alimentos de origen animal son mas ricos en zinc que los vegetales, incluso se conoce
que la proteina animal aumenta su absorcion, solubilizando el zinc en los aminoacidos

[16].

La deficiencia de zinc perjudica principalmente a la funcién inmunitaria, originando un
trastorno del crecimiento con una baja sintesis de ADN, por otra parte, provoca
alteraciones cutaneas, mala cicatrizacion, disminucion del apetito, de la funcién
respiratoria y la fuerza. Este déficit es frecuente en nifios, lactantes y personas de

avanzada edad [7].

10



1.3. PESCADO

La denominacion genérica de “pescado” comprende a los peces marinos y de agua
dulce, frescos o conservados por distintos procedimientos. Siendo los peces animales
que viven en el agua dulce o salada, generalmente de forma fusiforme cubiertos de
escamas; son vertebrados, cuya respiracion es branquial, dotados de aletas para realizar
movimientos proporcionados por sus masas musculares. La principal parte comestible
del pescado esta constituida por los masculos corporales de mayor tamafio, y en menor
cantidad, la piel y otros érganos como el higado, aptos también para el consumo

humano [18].

Aletas dorsales
Rayos espinosos Rayos suaves

Aleta caudal
Aleta pectoral

Aleta pélvica Aleta anal

Figura 1. 2. Partes externas de un pez [19]

Por afos, la American Heart Association ha recomendado la ingesta promedio de dos a
tres pescados por semana, esto debido a las grandes ventajas que ofrece su consumo,

entre ellos [20]:

e Poseen un elevado porcentaje de proteinas (15-27%) de muy alta digestibilidad y
valor bioldgico, es decir, proteinas que contienen todos los aminoécidos esenciales y

en la proporcién adecuada.
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Son una fuente importante de minerales esenciales para la actividad vital como: el
fésforo, calcio, hierro, potasio y yodo.

Se puede utilizar el pescado blanco (contenido graso < 2%) para suavizar el
contenido caldrico de la dieta, y el pescado azul (contenido graso entre 8-15%) para
aportar &cidos grasos polinsaturados que permiten regular ciertos factores
relacionados con las enfermedades cardiovasculares.

Son ricos en vitaminas del grupo B como: Bi, Bz, Bz y Bi; vitaminas liposolubles
entre las que destacan la vitamina A, D y en menor proporcion la E, presentes
principalmente en el higado de los pescados blancos y en la carne de los azules.
Contiene acidos grasos poliinsaturados en cantidades comprendidas entre un 25-
45%, entre ellos se encuentran: el &cido linoleico, de la familia omega-6, y los acidos
EPA (eicosapentanoico, siglas en inglés) y DHA (docosahexanoico, siglas en inglés),
de la familia omega-3. También contiene acidos grasos monoinsaturados y en menor

proporcién, saturados.

1.3.2. PESCA EN EL ECUADOR

En el Ecuador la actividad pesquera se ha incrementado marcadamente en las dos

Gltimas décadas, debido no solo a la creciente demanda interna, sino también a los

recursos econdémicos que genera como consecuencia de las exportaciones y las

diferentes fuentes alternativas de trabajo [21].

En el Ecuador la flota pesquera estd formada principalmente por barcos “atuneros”,

ademés de una gran cantidad de embarcaciones menores, cuyos principales productos

son peces de aguas poco profundas (corvinas, pargos, etc.). La mayoria de las
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actividades pesqueras ecuatorianas se desarrollan en la zona costera, entre los

principales puertos tenemos: Esmeraldas, Manta, Santa Rosa, Bolivar, entre otros [21].

1.3.3. ESPECIES ANALIZADAS

- Albacora (Thunnus albacares):

Presenta un cuerpo fusiforme, alargado y redondeado. El dorso es azul metélico y
vientre con visos amarillos a plateados, aleta dorsal y anal amarillentas. Talla maxima
de 120 cm de longitud total. Es una especie oceanica que vive en agua de hasta 100 m
de profundidad y temperatura entre 18 y 31° C. Se encuentra en el Pacifico oriental

desde los Estados Unidos hasta el norte de Per, incluyendo las Islas Galapagos [21].

Figura 1. 3. Albacora (Thunnus albacares) [21]

- Atdn (Thunnus alalunga):

Presenta un cuerpo fusiforme y alargado. Se caracteriza por la presencia de dos aletas
dorsales bien separadas. Son ejemplares grandes de dorso azul metélico, vientre y aletas
amarillentas. Talla maxima de 120 cm de longitud total. ES una especie oceanica que
vive en aguas de hasta unos 100 m de profundidad. Se encuentra en las areas del

Pacifico Oriental desde los Estados Unidos hasta el norte de PerG [21].

Figura 1. 4 Atun (Thunnus alalunga) [21]
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- Bagre (Bagre Panamensis):

Presenta un cuerpo robusto y estrecho. Boca con labios carnosos y barbillas sensoriales
maxilares. Posee un dorso azulado a café oliva, con reflejos dorados. Vientre blanco a
plateado y aletas oscuras. Talla maxima de 50 cm de longitud total. Se encuentra en
aguas costeras, de frecuencia comun hasta 60 m de profundidad. Habita en las areas del

Pacifico Oriental desde los Estados Unidos hasta el norte de Pert [21].

Figura 1. 5 Bagre (Bagre Panamensis) [21]

- Bandera (lIstiophorus platypterus):

Presenta un cuerpo alargado y comprimido. Mandibula superior prolongada en un pico
largo. Dos aletas dorsales, la primera con una membrana azul negruzca y manchas
oscuras. Aletas pélvicas delgadas. Dorso oscuro y vientre claro plateado; cuerpo con
unas 20 franjas verticales azuladas. Talla maxima de 320 cm de longitud total. Especie

oceanica que habita en el Pacifico oriental desde los Estados Unidos hasta Chile [21].

Figura 1. 6. Bandera (Istiophorus platypterus) [21]

- Bonito Sierra (Serda orientalis):
Presenta un cuerpo fusiforme, alargado y redondeado. Boca grande con el supramaxilar

angosto. El dorso es azulado puarpura, partes bajas del vientre blanco plateado con
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franjas oscuras en toda la region dorsal. Talla maxima de 100 cm de longitud total.
Especie costera de aguas con temperaturas entre 13 y 23 © C. Se localiza en el Pacifico

oriental desde México hasta el norte de Perd, incluyendo las Islas Galapagos [21].

Figura 1. 7. Bonito Sierra (Serda orientalis) [21]

- Cabezudo (Caulolatilus affinis):

Presenta un cuerpo alargado y robusto. Se caracteriza por su cabeza grande y chata.
Aletas largas y continuas. Un dorso verde aceitunado, una franja amarilla frente al ojo y
una mancha negra sobre la axila de las aletas pectorales. Talla maxima de 60 cm de
longitud total. Especie de aguas costeras de frecuencia abundante hasta 185 m de

profundidad, se localiza en el Pacifico oriental, desde México hasta Peru [21].

Figura 1. 8. Cabezudo (Caulolatilus affinis) [21]

- Carita (Selene Peruviana):

Presenta un cuerpo corto, alto y comprimido, superficialmente desnudo. Posee una
coloracion plateado a dorado, con reflejos azul metalicos. Talla maxima de 40 cm de
longitud total. Especie de aguas costeras de hasta 50 m de profundidad, con frecuencia
abundante. Se distribuye en el Pacifico oriental desde los Estados Unidos hasta el centro

de Perq, incluyendo las Islas Galapagos [21].
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Figura 1. 9. Carita (Selene Peruviana) [21]

- Camotillo (Serranus psittacinus):

Presenta un cuerpo alargado, moderadamente comprimido, de coloracion marrén con
una banda media lateral negruzca, vientre amarillento con una hilera de manchas rojas.
Talla méaxima de 17 cm de longitud total. Especie de aguas costeras de frecuencia
comun. Se encuentra en arrecifes aislados de 60 m de profundidad. Su distribucion se

expande en el Pacifico oriental desde México hasta el norte de Per( [21].

Figura 1. 10. Camotillo (Serranus psittacinus) [21]

- Cherna (Mycteroperca xenarcha):

Presenta el cuerpo robusto y algo comprimido, caracterizado por su boca prominente.
Puede presentar dos patrones de coloracién: el primero de fondo grisdceo y manchas
oscuras. El segundo, marrén uniforme con aletas mas oscuras y bordeadas de blanco. Es
una especie de aguas costeras comun hasta 60 m de profundidad. Se localiza en el

Pacifico oriental desde los Estados Unidos hasta el centro de Pert [21].

Figura 1. 11. Cherna (Mycteroperca xenarcha) [21]
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- Corvina (Cynoscion stolzmanni):

Presenta un cuerpo alargado y poco comprimido. Boca grande y oblicua, mandibula
inferior prominente. Aletas dorsales no separadas, pectorales y anal cortas. Dorso azul
metalico, vientre plateado, aletas anal y pélvica amarillentas. Talla mé&xima de 100 cm
de longitud total. Especie que vive en aguas costeras y estuarios. Presente en el Pacifico

oriental desde México hasta el Norte de Peru [21].

—— ~=

Figura 1. 12. Corvina (Cynoscion stolzmanni) [21]

- Dorado (Coryphanea hippurus):

Presenta un cuerpo alargado y comprimido. El perfil de la cabeza desarrolla una cresta
Osea. Presenta una aleta dorsal a nivel del ojo que se extiende hasta la aleta caudal.
Dorso verde azulado metalico brillante, flancos con reflejos dorados y numerosas
manchas negras. Talla maxima de 180 cm de longitud total. Especie de frecuencia
abundante en el Pacifico oriental desde los Estados Unidos hasta Chile, incluyendo las

Islas Galapagos [21].

Figura 1. 13. Dorado comun (Coryphanea hippurus) [21]

- Guaba (Fistularia corneta):

Especie de cuerpo largo y achatado. Boca pequefia, situada en el extremo de un hocico
largo y tubular. Presenta un arco cerca del perfil dorsal, que desciende hacia la parte
media del cuerpo y continua hacia la aleta caudal. Posee un dorso rojo a naranja pardo,

vientre claro y filamento caudal ceniciento. Especie de aguas costeras, comun desde los
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20 cm de profundidad, se lo encuentra en el Pacifico oriental desde México hasta el

centro de Perd, incluyendo las Islas Galapagos [21].

- Lechuza (Scorpaena histrio)

Especie de cuerpo robusto y perfil dorsal arqueado. Cabeza deprimida. Cuerpo de fondo
café rojizo, con manchas oscuras irregulares particularmente en la region dorsal y
mancha caracteristica encima de la pectoral. Talla maxima de 26 cm de longitud total.
Especie costera que vive sobre fondos rocosos y arenosos a 150 cm de profundidad. Se
localiza en el Pacifico oriental desde México hasta el centro de Perd, incluyendo las

Islas Galapagos [21].

Figura 1. 15. Lechuza (Scorpaena histrio) [21]

- Lisa (Mugil cephalus):

Especie de cuerpo alargado y sub-cilindrico. Cabeza ancha y achatada, con boca
pequefia inferior. Presenta un dorso con tonalidad verde a café claro, vientre blanco y
una serie de estrias oscuras horizontales. Talla maxima de 85 cm de longitud total. Vive
en aguas costeras de hasta 120 cm de profundidad, y frecuencia comun, se encuentra en

el Pacifico Oriental desde los Estados Unidos hasta Chile [21].
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Figura 1. 16. Lisa (Mugil cephalus) [21]

- Murico (Epinephelus labriformis):

Presenta un cuerpo alargado, moderadamente alto y comprimido en los laterales. Posee
una aleta dorsal con 10 espinas, siendo la tercera y la cuarta las mas grandes. Su cuerpo
es verde aceitunado a pardo, con puntos y manchas blancas diseminadas. Talla maxima
de 45 cm de longitud. Especie que vive sobre fondos rocosos hasta 30 m de profundidad

en las areas del Pacifico Oriental desde México hasta el norte de Per( [21].
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Figura 1. 17. Murico (Epinephelus labriformis) [21]

- Pargo (Lutjabus peru):

Posee un cuerpo moderadamente alto y poco comprimido. Perfil de la cabeza poco
empinado y convexo, con el hocico pronunciado. Coloracion roja con reflejos
plateados y aletas amarillentas. Talla maxima de 90 cm de longitud total. Especie que
vive en arrecifes rocosos costeros, hasta unos 80 m de profundidad. Habita en el

Pacifico oriental desde México hasta el centro de PerG [21].

Figura 1. 18. Pargo (Lutjabus peru) [21]
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- Perela (Paralabrax loro)

Especie de boca grande y escamas &speras. Cuerpo gris oscuro, con escamas de borde
naranja y cabeza con manchas irregulares anaranjados, bordeadas de gris. Talla maxima
de 55 cm de longitud total. Especie de aguas costeras, muy poco frecuente, que vive
sobre fondos rocosos y arenosos. Se encuentra en el Pacifico oriental desde México

hasta el Norte de Pert [21].

Figura 1. 19. Perela (Paralabrax loro) [21]

- Picudo (Sphyraena idiastes)

Especie de cuerpo cilindrico y prolongado, se reconoce facilmente por sus ojos grandes,
con hocico prolongado y puntiagudo. Cuerpo de coloracién marrén a verde grisaceo
uniforme, y vientre un poco palido. Talla maxima de 75 cm de longitud total. Se
encuentra en aguas costeras de profundidades hasta 100 m en el Pacifico oriental, desde

el norte de Colombia hasta el norte de Pertd [21].

o) \
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Figura 1. 20. Picudo (Sphyraena idiastes) [21]

- Sierra (Scomberomorus sierra):

Posee un cuerpo alargado y muy comprimido. Extremo posterior del maxilar expuesto,
situado a nivel del borde posterior del ojo. Presenta flancos plateados, con numerosas
manchas pardo amarillentas distribuidas en 2 o 3 hileras. Aleta anal blanca. Talla

méaxima de 95 cm de longitud total. Especie principalmente costera de frecuencia
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abundante, se encuentra en el Pacifico oriental desde Estados Unidos hasta el Sur de

Perd, incluyendo las Islas Galapagos [21].

Figura 1. 21. Sierra (Scomberomorus sierra) [21]

- Tiburdn (Carcharhinus falciformis):

Posee un cuerpo esbelto, fusiforme y alargado. Hocico moderadamente largo vy
estrechamente redondeado, cuya longitud es igual o poco menor que el ancho de la
boca. Dorso gris oscuro, marron a azul negruzco, vientre méas claro. Talla maxima de
350 cm de longitud total. Especie oceanica y costera en las areas del Pacifico Oriental

desde México hasta el norte de Per(, incluyendo las islas Galapagos [21].

Figura 1. 22. Tiburon (Carcharhinus falciformis) [21]

- Wahoo (Acanthocybium solandri):

Especie de cuerpo muy alargado, fusiforme y moderadamente comprimido. Hocico de
tamarnio aproximadamente igual al resto de la cabeza. Dorso verde azulado, flancos
plateados con unas 24 a 30 franjas azul cobalto, dispuestas transversalmente. Talla
méaxima de 210 cm de longitud total. Especie oceanica, se encuentra en el océano

Pacifico oriental desde México al norte de Peru, incluyendo las Islas Galapagos [21].

21



Figura 1. 23. Wahoo (Acanthocybium solandri) [21]

1.4. ANALISIS DE MINERALES

La determinacion cuantitativa de minerales es uno de los analisis mas importantes
dentro del &mbito nutricional, tanto para el conocimiento de su composicién quimica,
como para la evaluacion del estado de salud de los individuos, segin su alimentacion.
Lo que conlleva asi, a la necesidad de revisar y completar la informacion existente sobre

el contenido de elementos traza en los diversos alimentos [22].

Las técnicas analiticas disponibles para el andlisis elemental, requieren de una
mineralizacion previa de la muestra, para eliminar la materia organica y obtener la
fraccion mineral en forma analizable. EI método frecuentemente utilizado, es la

digestion, ya sea por via seca 0 himeda [22].

La digestion por via seca se realiza en una mufla, donde las muestras son calentadas a
500-550°C en crisoles de porcelana; dicho metodo tiene la ventaja de no necesitar
reactivos o solo requerir una pequefa cantidad de ellos, el rendimiento de muestras es
alto, con la utilizacion de instrumental simple, sin embargo, no es adecuada para
elementos volatiles (por ejemplo: selenio y mercurio), los cuales se pierden durante la

calcinacion.
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La digestion por via himeda en vasos abiertos involucra el calentamiento de las
muestras en acido, siendo los reactivos comunmente utilizados: &cido nitrico, acido
clorhidrico y agua oxigenada. Sin embargo, estos sistemas poseen una serie de
desventajas, al requerir largos periodos de calentamiento y grandes cantidades de
acidos, ademas, existe un alto riesgo de contaminacion y peérdidas durante la

mineralizacion [22].

Estas desventajas han llevado al desarrollo de sistemas cerrados, como es la digestion
asistida por microondas, que consiste en el calentamiento de la muestra en vasos
cerrados, transparentes a las microondas, donde la descomposicion de la materia puede
realizarse bajo temperatura y presién elevadas, reduciendo asi el tiempo de digestion y
gasto de reactivos, eliminando el riesgo de peérdida de elementos volatiles o
contaminacion aérea. Este procedimiento se utiliza para mineralizar muestras solidas de
las cuales se requiere obtener informacidn elemental mediante técnicas espectroscopicas

que requieren la muestra en estado liquido [23].

La espectrofotometria de absorcion atomica de llama es una de las técnicas mas
comunes para el analisis elemental en alimentos; consiste en la descomposicion de los
compuestos presentes en una muestra en solucion, en atomos en estado gaseoso, por
medio de un proceso denominado atomizacion con llama, donde el aerosol de la
muestra, obtenido previo a un proceso de nebulizacion, un flujo de gas oxidante y gas
combustible se queman en un mechero de flujo laminar. Los atomos libres producidos
absorben energia en forma de luz a una longitud de onda especifica generada por una

fuente externa de radiacion, cuyo catodo se encuentra constituido del metal a analizar.
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Finalmente, la energia radiante producida se convierte en una sefial eléctrica gracias al

detector.

La espectrofotometria de absorcion atomica se basa en la ley de Lambert-Beer, la cual
establece que la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion [24].
Siendo asi, en una radiacion monocromatica la absorbancia directamente proporcional
al camino oOptico b a través del medio y la concentracién c de la especie absorbente.
Estas relaciones vienen dadas por la siguiente ecuacion, la cual sirve como base para el

analisis cuantitativo [25]:

A = axbxc (1.2)

Donde:

A= Absorbancia
a= constante de proporcionalidad de cada sustancia, denominada absortividad
b= Espesor del medio que atraviesa la radiacion (cm)

c= concentracion de la sustancia que absorbe la luz (g/L)

El equipo de absorcion atomica de llama consta de siete partes principales basicas,
siendo estas: Zona de introduccion de la muestra, atomizador de llama, fuente de
radiacion, selector de longitud de onda, detector, procesador de sefial y dispositivo de

lectura, tal como se muestra en la Figura 1.25
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Figura 1.24. Espectrofotometro de absorcion atémica de llama con un disefio de
haz sencillo [24].

1.5 ESTUDIOS RELACIONADOS

La determinacion de la concentracion de micronutrientes o elementos traza, tanto en
pescados como en mariscos, es una de las investigaciones méas desarrolladas a nivel
mundial, debido a su importancia dentro del ambito nutricional y ambiental en términos

de contaminacion.

La mayor parte de la literatura relacionada con los niveles de hierro y zinc en especies
marinas, se publican principalmente en paises europeos y asiaticos, cuyos resultados
revelan una variedad de concentraciones sin precision, esto debido a que la captacion
del elemento depende tanto de la fisiologia de la especie, como el periodo del afio en el
cual fue muestreado. Sin embargo, segun la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura, FAO (por sus siglas en inglés), gracias a un analisis
realizado en una amplia variedad de especies, establece que la concentracién de hierro y
zinc en el filete de pescado en base seca, de manera general, oscila en un rango de 1 -
5.6 mg/100g y 0.23 — 2.1 mg/100g, respectivamente. Rangos sustanciales que sirven

como guia de informacion y comparacion para este tipo de investigaciones [26].
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Dentro del pais, el analisis cuantitativo de hierro y zinc es escaso, incluso en la propia
Tabla de Alimentos Ecuatorianos no se ha actualizado esta informacion desde el afio
1965, destacando a su vez que no se presentan todas las especies aqui detalladas.
Mientras que, las investigaciones realizadas en peces a nivel nacional, recalcan el
andlisis de metales pesados, principalmente cadmio, plomo y mercurio, con énfasis en la
contaminacion ambiental, como es el estudio mas reciente realizado por Villareal y
Sanchez en 2016, en la especie dorado que se consume en la provincia de Manta,
Ecuador, confirmando que los niveles de cadmio y mercurio en las muestras estudiadas

se encuentran dentro de los limites permisibles de consumo e ingesta [27].

Por otra parte, paises aledafios, como Peru y Venezuela, con salida al Pacifico Oriental,
al contar con casi todas las especies de pescados presentes en el Ecuador, poseen
publicaciones relevantes y correspondientes al tema de interés, los cuales permitiran ser

referencia importante de comparacion con los resultados obtenidos en este proyecto.

En general, se puede mencionar que, dentro de estas investigaciones, se han encontrado
niveles de hierro y zinc dentro de los parametros establecidos por la FAO y WHO, en
una diversidad de especies. Como lo expone Jacinto en el 2007, cuyas especies marinas
analizadas de la bahia de Huarmey en Perd, no superaron los estandares internacionales
de contenido metalico, pero presentan una amplia variabilidad entre ellas, la cual estaria
condicionada por una variedad de mecanismos internos y externos de cada organismo

[28].

A su vez, en Venezuela, Marquez, durante el afio 2008, demostro que, en varios tejidos

musculares de peces, el hierro se encuentra desde 2,68- 30,27mg/kg, y en zinc igual a
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8,71- 25,04 mg/kg, en este caso se detalla que los hébitos ecoldgicos de las diferentes
especies, afectan en gran forma la captacion del metal por el pez, por lo que la

diferencia de concentracion puede variar significativamente [29].
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CAPITULO I1

2 MATERIALES Y METODOS

2.1. MUESTREO

Las muestras de las diversas especies de pescados marinos fueron adquiridas en los
meses de abril y junio de 2015, como parte del proyecto: L13259 “Determinacion de
perfil lipidico y contenido de acidos grasos omega 3 y omega 6 de pescados marinos de
mayor comercializacion para consumo humano en el Ecuador como potenciales

alimentos nutracetticos”.

Los lugares de recoleccion de muestras fueron en mercados de alto flujo popular:
"Mercado del Marisco" en Manta, y "Mercado Caraguay" en Guayaquil. Las especies de
pescado se recolectaron mediante un muestro al azar, el mismo dia de su pesca en cada
mercado, procurando que no se repitieran. Asi, en la ciudad de Manta se adquirieron 15
especies: sierra, dorado, guaba, albacora, cabezudo, picudo, carita, perela, lechuza,
camotillo, corvina, bonito sierra, pargo, murico y atin, mientras que 6 especies de
pescados se obtuvieron en la ciudad de Guayaquil: Lisa, Bagre, Wahoo, Cherna,

Bandera y Tiburén.

En el sitio de muestreo, se obtuvieron las porciones musculares, libres de piel, de cada
una de las especies, las cuales fueron almacenadas en fundas resellables e
inmediatamente colocadas en hieleras plasticas para su traslado al laboratorio. Una vez
en el laboratorio las muestras se congelaron a -18°C. Los filetes congelados se

homogenizaron en un procesador de alimentos (Oster) y se dividieron en porciones de
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aproximadamente 2 g con film pléstico, para facilitar su manipulacion. Las muestras

nuevamente se congelaron hasta el momento de su analisis.

El andlisis de las muestras se realizo a partir del mes de julio del 2016; més de un afio
después de su muestreo. Sin embargo, al mantenerlas bajo congelacion a -18°C y
empacadas apropiadamente, se preservo su maxima calidad, tal como lo menciona el
Departamento de Agricultura de los EE. UU. (USDA, por sus siglas en inglés), en su
informe de Inocuidad de Alimentos, estableciendo que, la congelacion, tanto para
mariscos como carnes, los preserva por periodos extensos, ya que previene el
crecimiento de microorganismos, reduce la actividad enzimética y las reacciones
oxidativas, debido a la formacion de cristales de hielo que modifican la disponibilidad
del agua, evitando asi que se favorezcan las reacciones deteriorativas, e incluso evitando

la destruccion de sus nutrientes [30].

De igual manera, la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA, por sus siglas en
inglés), destaca que los pescados y mariscos congelados (-18°C o0 menor) se mantienen
inocuos durante tiempo ilimitado, siendo solo su textura la que se modifica después de
un afio de congelacion. La USDA expresa a su vez un tiempo de vida en
almacenamiento congelado para filetes éptimo de 12 meses, al igual que lo detalla
Gbmez — Sanchez, en su informe técnico de alimentos, siendo éste un tiempo favorable

mas no limitante de la calidad del producto [31].

Cabe destacar a su vez, que al ser éste sold un estudio preliminar, lo que se plantea
identificar entre las especies analizadas, son aquellas que tengan potencial nutricional,

mas no evaluar la diferencia en composicion debida a la época del afio.
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2.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

EQUIPOS

- Mortero y pistilo de ceramica

- Estufa Binder ® FD 115

MATERIALES

- Muestras de los diferentes pescados

- Bolsas plasticas Ziplock ®

PROCEDIMIENTO

Las muestras homogenizadas que se mantuvieron bajo congelacion para preservar su
conservacion, se descongelaron y secaron en estufa a 110°C por 24 horas. Una vez
secas, se molieron en un mortero, con el fin de obtener un menor tamafio de particula
que facilite los analisis posteriores, recogiendo la muestra pulverizada en bolsas Ziplock

rotuladas adecuadamente.

2.3. METODO DE ANALISIS

Los analisis de hierro y zinc en las diferentes muestras de pescado se realizaron por el
método de absorcion atdmica de llama, previa una digestion asistida con microondas;
tomando como referencia el método estandarizado de la AOAC (Association of
Analytical Communities, siglas en inglés) 999.10. (ver anexo 2). Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado, expresando la concentracion obtenida en
mg por cada 100 g de alimento (base seca), y en mg por cada Kg, este ultimo por

motivos de comparacién con otras publicaciones.
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EQUIPOS

Microondas CEM® MARSG6 230/60 910900

- Espectrometro de Absorcion Atomica Perkin Elmer ® AAnalyst 400; Software
WinLab32AA.

- Compresor de aire

- Balanza analitica Mettler Toledo ® ML 204, max 220 g, d=0,1 mg

- Sorbona LABCONCO CEX 120/ 011016 47

- L&mpara de hierro de catodo hueco Perkin Elmer ®

- L&mpara de zinc de catodo hueco Perkin Elmer ®

MATERIALES

- Tubos de teflon para microondas

- Balones de aforo de 100 mL

- Pipeta de volumen variable de 1000 pL
- Puntas para pipetas

- Pipetas pasteur

- Vasos de precipitacion de 100 mL

REACTIVOS

Agua desmineralizada (Conductividad < 0,067 uS/cm)
Acido nitrico concentrado Fisher Scientific grado traza de metales.
Acido nitrico 0,1 M.

Peroxido de hidrogeno 30 %
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- Estandar de hierro AccuStandard ®, Inc. 1000 ug/mL
- Esténdar de cinc AccuStandard ®, Inc. 1000 pg/mL

- Acetileno

- DIGESTION DE LA MUESTRA

Para eliminar la materia organica interferente de las muestras, se realiz6 una digestion
asistida por microondas (sistema cerrado de alta presion CEM MARS 6), programado
con los pardmetros necesarios; donde se agregd 0,5g de la muestra seca en los tubos de
teflon, junto con 5 mL de HNO3 y 2 mL de H202 30%, tal como se detalla en la AOAC
(ver anexo 2). La solucion resultante se llevd a volumen de 100mL con agua
desmineralizada en balones de aforo y sin necesidad de realizar diluciones estas se

leyeron directamente en el equipo de absorcion atomica.

- PREPARACION DE CURVAS DE CALIBRACION

A partir del estandar de 1000 pg/mL de cada metal, se prepard una solucion madre de
50 mg/L, al afiadir 5 mL del estandar con una pipeta y llevar a volumen de 100 mL con
acido nitrico 0,1 M en balones aforados. Luego, con pipetas automaticas, se tomo la
cantidad exacta de soluciobn madre para obtener seis estandares de concentracién
conocida para cada metal, como se indica en la Tabla 2.1., llevando a un volumen de
100 mL en balones con &cido nitrico 0,1 M. El blanco se realiz6 de la misma manera,

sin agregar solucion estandar.
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Tabla 2. 1. Concentraciones estdndar de curvas de calibracion para hierroy zinc

Hierro (mg/L) Zinc (mg/L)
0,125 0,050
0,250 0,100
0,500 0,250
0,750 0,500
1,000 0,750
1,500 1,000

- ANALISIS POR AAS

Para iniciar el analisis en el equipo de absorcion atémica se siguieron los siguientes
pasos consecutivos: se abrid la llave de paso del tanque de gas acetileno, se
encendieron: el compresor de aire, el computador, el equipo de absorcion atomica y el
extractor de gases. Posteriormente, se abrieron las llaves de paso de los gases de las
tuberias al equipo (Aire-acetileno).

Una vez encendido el equipo, mediante el software WinLab32AA se selecciond el
método del metal a analizar con las condiciones adecuadas, luego se encendio la
lampara, esperando que la energia de la misma se mantenga constante. Se abrieron las
ventanas de control del equipo en el software, se encendio6 la Ilama del mechero y se
analizaron: el blanco, la curva de calibracion y las muestras. Terminadas las lecturas, se
procedi6 apagar el equipo de la misma manera en la que se encendid, pero en reversa,
adicionando que una vez apagada la llama y la lampara, se cerraron las llaves de paso de

las tuberias de los gases al equipo y se realizé su purga.

Tabla 2. 2. Condiciones utilizadas de cada metal en el espectrofotdmetro de
absorcion atomica

Condicion Hierro (Fe) Zinc (Zn)

Longitud de onda (nm) 248,33 213,86

Slit (Ancho/Altura) (nm/mm) 1,80/1,35 2,7/1,8
Relacion Aire-Acetileno (mL/min) 10,00/2,50 10,00/2,50
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La concentracién mostrada por el equipo de absorcién atdbmica se encuentra en unidades
de mg/L, de tal manera, para obtener la concentracién en mg por cada 100 gramos de

alimento se utilizé la siguiente formula:

- et 1)
Donde:

C= Concentracion de mineral en mg/100g de muestra

R= Respuesta del equipo en mg/L

V= Volumen de aforo (mL)

M= peso de la muestra (g)

2.4. VALIDACION PARCIAL

Segun la norma ISO/IEC 17025:2005, “la validacion es la confirmacion, a través del
examen Yy el aporte de evidencias objetivas, de que se cumplen los requisitos

particulares para un uso especifico previsto”.

En general, la validacién es uno de los requisitos mas importantes en la realizacion de
cualquier analisis quimico, ya que su procedimiento logra confirmar a través de estudios
de laboratorio, las caracteristicas de desempefio y limitaciones de un método
seleccionado, siendo este apto o no para el uso indicado. De tal manera, en cualquier
ensayo de laboratorio, dentro de su alcance, debe usar métodos y procedimientos

apropiados, entre ellos preferentemente métodos normalizados [32, 33].

Los métodos normalizados son aquellos desarrollados por organizaciones reconocidas

(AOAC International), publicados en normas (ISO, UNE, etc.) o laboratorios de
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referencia y aceptados por el sector técnico en cuestion. Dentro del laboratorio, a pesar
de usar un método normalizado es necesario confirmar, mediante validacion, que éste
puede aplicarse, teniendo en cuenta los medios disponibles del laboratorio y su
capacidad para aplicar el método. La confirmacion de un método normalizado se puede
realizar mediante una validacion parcial, sin necesidad de analizar todos los parametros
de una validacién completa [34]. En este estudio se realizd la evaluacién de los

siguientes pardmetros de desempefio:

- LIMITE DE DETECCION (LOD)

Se define como la magnitud minima que puede detectarse, pero no cuantificarse con un
valor exacto, a su vez considera la concentracion mas baja que se puede distinguir
claramente a partir del cero. Para su determinacion se realizé la medicién de 10 blancos
estdndar con concentraciones cercanas o por debajo del limite de cuantificacion
esperable [34]. El limite de deteccidn se obtiene mediante la siguiente formula [32]:

LOD = 3,29xS;, (2.2)
Donde:

S10: Desviacion estandar de diez soluciones de concentracion baja

- LIMITE DE CUANTIFICACION (LOQ)

Se define como la magnitud minima que puede cuantificarse confiablemente por el
instrumento con un nivel aceptable de exactitud. Para su determinacién se realizo la
medicion de 10 blancos estandar con concentracion cercana o por debajo del limite de
cuantificacion esperable [34]. El limite de cuantificacion se obtiene mediante [32]:

Donde:

S10: Desviacion estandar de diez soluciones de concentracion baja
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- LINEALIDAD

Es la capacidad de un método, dentro de un determinado intervalo, de dar una respuesta
o resultados instrumentales que sean proporcionales a la cantidad del analito. La
linealidad se determina mediante la realizacion de una curva de calibracion, grafico en
el que se representa la sefial del instrumento en funcion de la concentracion de patrones

con valores tedricos conocidos que cubran el intervalo de trabajo [32].

Criterios de aceptacion

La linealidad se demuestra mediante el coeficiente de correlacion (r?), el cual indica el
grado de relacion entre la variable concentracion (X) y la variable respuesta (Y) de la
curva de calibracion. Los valores que puede alcanzar son -1 y 1, siendo el valor
maximo de 1, una correlacién perfecta entre X-Y con pendiente positiva. De esta
manera, se acepta un r? con un valor igual o mayor que 0.995. El coeficiente de
correlacion se obtuvo directamente al construir las graficas de relacion en el software

Microsoft Excel.
- EXACTITUD

Expresa la proximidad de un Unico resultado a un valor de referencia, sin embargo,
cuando se aplica a un método de ensayo, la exactitud evalua los efectos sistematicos y
aleatorios sobre los resultados individuales obtenidos, refiriéndose asi a un estudio de
combinacion de veracidad y precisién [32]. En este caso se usG como patrdn, un
material de referencia interno, a partir de una matriz similar al de las muestras: la

trucha, seleccionada al no encontrarse entre las muestras en estudio.

- VERACIDAD
Determina el grado de concordancia existente entre el valor medio obtenido de una serie
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de resultados y un valor de referencia aceptado. Este pardmetro se determina mediante
el porcentaje de recuperacion, el cual corresponde a la relacion entre la concentracion
recuperada y la concentracion real, al ser analizadas muestras fortificadas y sin
fortificar. La recuperacion permite ver el rendimiento del método analitico en cuanto al
proceso de extraccion y la cantidad del analito existente en la muestra [32]. El anlisis
realiz6 mediante fortificaciones en 3 niveles distintos, durante 3 semanas consecutivas;

la recuperacion se calcul6 mediante la siguiente formula:

%R = (“=2) x100 (2.4)

a

Donde:
R: recuperacion

Ce: es la concentracion de analito de la muestra enriquecida.
Co: es la concentracion de analito medida en la muestra sin adicionar.

Ca: es la concentracion de analito adicionado a la muestra enriquecida.

Los tres niveles de fortificacion se seleccionaron dentro de un rango de concentracién
tedrico obtenido a partir de concentraciones de zinc y hierro en (mg/kg) reportados en
referencias y estudios realizados recientemente en el filete de varios pescados, bajo la
misma técnica de andlisis utilizada, los rangos seleccionados para cada metal se

muestran en la Tabla 2.3 a continuacion:
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Tabla 2. 3. Concentraciones reportadas de hierro y zinc en filete de diferentes

pescados en estudios internacionales (mg/kg)

Afo de

Locacién geogréafica Fe Zn Referencia
muestreo
Mar Arabe
(Pakistan) 2013 0,685 - 3,098 [35]
Lagos Patagonia i
Norte (Argenting) 2010 12,00 - 52,00 [36]
Laguna Unare
(Venezuela) 2003 7,76 - 30,27 8,71 - 25,04 [37]
Mar mediterraneo
(Israel) 1998 2,17 - 28,20 2,53 -23,30 [38]
Reg'on(gf“'lg Lagos | o009 | 14,60 - 132,00 | 17,30 - 35,00 [39]
Regionde losLagos | 5014 | 1900-48,00 | 17,00 — 32,00 [40]
(Chile)
Mar del surde China | = 5015 | 551.2009 | 2,34-6,88 [41]
Mar negro
(Turquia) 2009 36,20 - 145,00 | 38,80 - 93,40 [42]
Cochin
(india) 2006 0,66 - 39,15 [43]
Rando | 685145 | 0,66- 9340
general

Dentro de cada rango general se eligi6 un nivel bajo, medio y alto, cuyas

concentraciones de fortificacion respectivas se determinaron usando la formula

estipulada por la AOAC 999.10 (ver anexo 2) para el calculo y evaluacion de resultados.

Donde:

C= Concentracidn del elemento en la muestra (mg/kg)

C =

axdf x100
m

a= concentracion en la solucion (respuesta del equipo) (mg/L)

df= factor de dilucién

m= peso de la muestra (g)

100= volumen de aforo de las soluciones (mL)
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Las concentraciones obtenidas se muestran en la Tabla 2.4 para hierro y zinc.

Tabla 2. 4. Fortificaciones a nivel bajo, medio y alto para hierro y zinc usadas en el

analisis de recuperacion

Elemento Hierro Zinc
Nivel C Fortificacion C Fortificacion
(mg/kg) (mg/L) (mg/kg) (mg/L)
Bajo 2,51 0,013 2,53 0,013
Medio 48,00 0,240 35,00 0,175
Alto 132,00 0,660 80,00 0,400

Criterio de aceptacion

Segun al valor obtenido del porcentaje de recuperacion se puede utilizar los criterios de
aceptacion de la AOAC, de acuerdo a la concentracion esperada del analito,
comprobando si €l %R obtenido se encuentra dentro del rango de %R tedrico esperado,

segun lo mostrado en la Tabla 2.5.

Tabla 2. 5. Recuperacion estimada en porcentaje de acuerdo a la concentracion
esperada de analito [32]

Unidad de Recuperacion
analito RSD (%) estimada (%)
100% 2,0 98-102
10% 2,8 98-102
1% 4,0 97-103
0,10% 57 95-105
100 ppm 8,0 90-107
10 ppm 11,3 80-110
1 ppm 16,0 80-110
100 ppb 22,6 80-110
10 ppb 32,0 60-115
1 ppb 45,3 40-120
- PRECISION

La precision es una medida de cuan cerca estan los resultados entre si, por lo general, se
expresa mediante pardmetros estadisticos que describen la propagacion de los
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resultados, habitualmente en términos de imprecision como: desviacion estandar y
coeficiente de variacion. A su vez este pardmetro se establece en términos de

repetibilidad y reproducibilidad [32].

a) Repetibilidad: En este caso los resultados de analisis se obtienen con el mismo
método, laboratorio, equipamiento y operador dentro de intervalos cortos de
tiempo. Se determina registrando al menos 6 mediciones bajo las mismas
condiciones de un analito en un Material de Referencia interno, calculando la
desviacién Estandar (Sr) y el porcentaje de coeficiente de variacion (CVr%) de los

datos obtenidos [32].

b) Reproducibilidad: Condiciones donde los resultados de los analisis se obtienen
con el mismo método, pero en condiciones diferentes, ya sea laboratorio,
operadores, entre otros. Para determinar la reproducibilidad se sugiere realizar 3
mediciones de un Material de Referencia Interno por tres semanas, calcular la
desviacién estandar (SRi) y el coeficiente de variacion (CVRi%) de los datos

obtenidos [32].

Criterio de aceptacion
El criterio de aceptacion para la repetibilidad se hara en base al coeficiente de variacién

de Horwitz (CVh%) con formula:

CVhY% = 2(1-0,5) x logc (2.6)
Donde:

CVh%= Coeficiente de variacion de Horwitz de repetibilidad
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C= Concentracion del analito expresado en potencia 10

Para el caso de la reproducibilidad el coeficiente de variacion de Horwitz (CVh%) se
divide para 3, como se menciona en la Guia Técnica de Chile, tomada como referencia

para la validacion del método, [26], obteniéndose asi la formula:

2 x 2(1—0,5) x logc

CVRi% = ———— (2.7)
Donde:
CVhi%-= Coeficiente de variacion de Horwitz de reproducibilidad

C= Concentracion del analito expresado en potencia 10

De esta manera en la repetibilidad, el CVr% obtenido debera ser menor a la mitad del
valor tedrico CVh% y para la reproducibilidad el CVR% experimental debera ser menor

al valor teérico de CVhi%.

2.5 ANALISIS DE RESULTADOS

Para el andlisis de resultados se requieren ciertos parametros estadisticos, como los

siguientes:

-Media o promedio: es la cantidad total de la muestra distribuida a partes iguales entre
cada observacion. En téerminos matematicos, es igual a la suma de todos sus valores

dividida entre el nimero de sumandos [32].

x =254 (2.8)
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Donde:
xi = valor de una lectura.

n = numero de lecturas

-Desviacion estandar (o, S): Es el promedio de lejania de los valores obtenidos
respecto de la media. De tal manera es la raiz cuadrada positiva de la varianza (S2), que
se obtiene a partir de la suma de los cuadrados de las desviaciones de las observaciones

respecto a su media, dividida por n-1 [32].

52 = 200 — )’ (29)

s= =X —x)? (2.10)

Donde:
xi = valor de una lectura
X= promedio de la totalidad de lecturas.

n = nimero de lecturas

-Coeficiente de Variacion (CV): También conocido como desviacion estandar relativa
(RSD), siendo esta la desviacion estandar dividida por la media [32]. El coeficiente de

variacion puede ser expresado en porcentaje, siendo aceptable un CV maximo del 10%:

%CV == X 100 (2.11)

Donde:
S = desviacién estandar de las lecturas.

X = promedio de la totalidad de lecturas.
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Adicionalmente, se aplican pruebas de significacion, las cuales son técnicas estadisticas
esenciales para realizar el analisis de diferencias dentro de un conjunto de datos, donde
se comprueba la veracidad de una hipdtesis experimental, Ilamada hipotesis alternativa
(H1), que afirma las diferencias significativas entre los resultados, mientras que, la

hip6tesis nula (Ho), demuestra lo contrario [32].

- PRUEBA T- STUDENT

Esta prueba permite comparar las medias de dos grupos de datos y determinar si entre
estos las diferencias son estadisticamente significativas. Para ello, se procede a
determinar el valor t-student y luego comparar con el valor critico, obtenido de la tabla
t-student a un determinado porcentaje de confianza, normalmente del 95% o un nivel de

significacion a = 0,05 [32]. El valor t se calcula mediante la formula:

t=—"t\n (2.12)
Donde:
t=t calculado a comparar con t tabulado
x= Media de la muestra
pu= Valor tedrico

s= Desviacion estandar de la muestra

n= Tamafno de muestras

Si no existen diferencias significativas entre los dos grupos, el t calculado debera ser
inferior al t critico y se acepta la Ho, si el t calculado es mayor al t critico, se rechaza la

Ho y se acepta la Hy.
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- PRUEBA F-FISHER
Es la prueba estadistica por la que se puede establecer una relacion de varianzas

mediante:

F=22 (2.13)

am

Donde:
oM= Varianza mayor

om = Varianza menor

De igual manera, si se obtiene una F critica o tabulada, mayor a la F calculada, se

concluye que las dos varianzas no son significativamente diferentes.

Sin embargo, en este trabajo se usé Statgraphics, un software de andlisis estadistico para
manejo de grandes volimenes de informacion, basado en las teorias de las pruebasty F,
con un médulo LSD (Minima Diferencia Significativa, por sus siglas en inglés), que
permite en corto tiempo establecer si existen o no diferencias significativas entre todas

las muestras analizadas.
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CAPITULO I11

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. VALIDACION PARCIAL
Para comprobar la reproducibilidad y la confiabilidad del método seleccionado se

realizd la determinacion previa de diversos parametros de desempefio y su validacion.

- LIMITES INSTRUMENTALES

Los limites se determinaron al leer 10 blancos estandar por debajo del limite de
cuantificacion esperable, igual a la mitad del nivel mas bajo de la curva de calibracion
para hierro y zinc, 0,064 mg/L y 0,025 mg/L, respectivamente. Los resultados se
demuestran en la tabla 3.1, junto con la desviacion estandar obtenida de cada caso,
calculos necesarios segun las formulas 2.2. y 2.3 para obtener los limites de deteccién y

cuantificacion, respectivos.

Tabla 3. 1. Resultados de blancos estandar, LOD y LOQ obtenidos para hierroy zinc

Réplica Hierro Zinc
N© C (mg/L) | C (mg/L)

1 0,062 0,023

2 0,063 0,025

3 0,061 0,024

4 0,062 0,025

5 0,064 0,023

6 0,063 0,027

7 0,064 0,025

8 0,062 0,024

9 0,062 0,025

10 0,062 0,025

S (mg/L) 0,001 0,001

LOD (mg/L) 0,003 0,004

LOQ (mg/L) 0,010 0,012
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Como se puede observar en la Tabla 3.1, los LOD y LOQ obtenidos fueron: 0,003 mg/L
y 0,010 mg/L para hierro; 0,004 mg/L y 0,012 mg/L para zinc, respectivamente; al ser
valores indicativos del desempefio del equipo a concentraciones bajas, se establecio que
aquellos valores experimentales menores a los limites de cuantificacion determinados,
se consideran resultados sin exactitud y precision aceptables, debido a que la deteccion
del analito en el equipo a concentraciones menores a éstas se vuelve problematica,

generando asi errores y otorgando valores sin los requerimientos adecuados.

Cabe destacar que los limites obtenidos corresponden a los limites instrumentales méas
no del método, pero se estima que el minimo detectable y cuantificable en mg/100g de
alimento en hierro sea de: 0,03 y 0,1; y para zinc 0,04 y 0,12, respectivamente. Tales
valores, al compararlos con el rango de concentracién de cada elemento establecido por
la FAO, son bajos. De esta manera, con el método propuesto es posible cuantificar y
aceptar con exactitud concentraciones de hierro y zinc hasta un minimo de 0,1 y 0,12

mg/100g, valores menores a los especificados por la FAO.

- LINEALIDAD

Para determinar la linealidad del método, se realizé una curva de calibracion por tres
semanas consecutivas con los valores de concentracion detallados en la tabla 2.1. de
cada metal, segun las absorbancias obtenidas una vez leidos los patrones de calibracién
en el equipo, se obtuvieron las graficas de relacion Concentracion vs. Absorbancia, que

se muestran a continuacion:
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Absorbancia

Curva Hierro 1
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Figura 3. 1. Curva de hierro obtenida en la semana 1

Absorbancia

Curva Hierro 2
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Figura 3. 2. Curva de hierro obtenida en la semana 2
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Figura 3. 3. Curva de hierro obtenida en la semana 3
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Figura 3. 4. Curva de zinc obtenida en la semana 1
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Figura 3. 5. Curva de zinc obtenida en la semana 2
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Figura 3. 6. Curva de zinc obtenida en la semana 3
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Los resultados obtenidos en las curvas de calibracion de cada metal, garantizan un

ajuste lineal positivo, con un r? no menor al 0,9950, como se detalla en la tabla 3.2.

Tabla 3. 2. Resultados obtenidos del parametro linealidad

r2 obtenido | r? obtenido | Criterio de g
Semana : : . Observacion
para hierro | para zinc aceptacion
1 0,9991 0,9985 >0,995 Se aceptan
2 0,9994 0,9984 >0,995 Se aceptan
3 0,9995 0,9982 >0,995 Se aceptan
- VERACIDAD

RECUPERACION

Para determinar la veracidad mediante recuperacion, se realizaron fortificaciones en
tres niveles distintos (bajo, medio y alto) dentro del rango de concentracion tedrico de
referencia de cada metal, detallados en la tabla 2.4. Dicho procedimiento se realizé por
triplicado en tres semanas consecutivas, bajo el mismo método de analisis propuesto
para las muestras (AOAC 999,10). EI material fortificado fue la trucha; los resultados
obtenidos se muestran en las tablas 3.3 y 3.4 para hierro y zinc, respectivamente, los

calculos se encuentran en el anexo 3, al aplicar la formula 2.4.

Tabla 3. 3. Resultados de las fortificaciones para hierro

Semana For(tr:g;i‘;'on "f',/i‘ga Me%Z‘FEOta' D | %wcv
0,013 99,20

1 0,240 98,09 97,45 215 | 221
0,660 95,05
0,013 99,12

2 0,240 95,50 96,03 287 | 298
0,660 93,47
0,013 93.48

3 0,240 97,15 96,42 265 | 275
0,660 98,63

Promedio 96,63 2,56 2,65
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Tabla 3. 4. Resultados de las fortificaciones para zinc

Semana Fortificacion| Media | Media total SD %CV
(mg/L) %R %R
0,013 95,90
1 0,175 94,18 96,51 2,68 2,78
0,400 99,44
0,013 96,14
2 0,175 90,53 94,57 3,53 3,73
0,400 97,05
0,013 91,88
3 0,175 97,88 95,95 3,52 3,67
0,400 98,09
Promedio 95,68 3,25 3,40

Como se puede observar en ambas tablas, el porcentaje promedio de recuperacion
experimental obtenido, cumple con el criterio de aceptacion establecido por la AOAC,
al encontrarse dentro del rango de % de recuperacion tedrico, 80-110% (ver Tabla
2.5.), ademas, el promedio de CV% no sobrepasa el limite maximo permitido. Por esta

razén, se establece una veracidad aceptable para el método de andlisis seleccionado.

- PRECISION

e REPETIBILIDAD

La repetibilidad se determindé mediante la comparacion del coeficiente de variacion
promedio de cada metal, obtenido en la tabla 3.3 y 3.4, con respecto al coeficiente de
variacion de Horwitz, el cual se calculo utilizando la formula 2.6. con un c=1,48
mg/100g en potencia 10 para hierro, y un ¢=1,98 mg/100g en potencia 10 para zinc,
medias de concentracion obtenidas al leer 10 soluciones en total de blanco matriz
(trucha) durante tres semanas consecutivas, dichos resultados se muestran en la tabla

3.5.
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Tabla 3. 5. Resultados de blanco matriz para hierroy zinc

Elemento Hierro Zinc
Semana | Muestra C C C C
@) (mg/L) |(mg/100g) | (mg/L) |(mg/100g)

0,5080 0,080 1,57 0,107 2,11

1 0,5049 0,080 1,58 0,108 2,14
0,5106 0,080 1,57 0,109 2,13

0,5004 0,074 1,48 0,093 1,86

2 0,5272 0,082 1,56 0,099 1,88
0,5006 0,072 1,44 0,092 1,84

0,5035 0,073 1,45 0,098 1,94

3 0,50 10 0,070 1,40 0,100 2,00
0,5051 0,068 1,35 0,101 2,00

0,5067 0,069 1,36 0,098 1,93
Promedio 1,48 Promedio 1,98

De esta manera, se obtiene un CVh%= 18,75% para hierro y un CVh% = 19,59% para
zinc. Donde se destaca que ambos CVr% obtenidos (2,65 % en Fe y 3,40 % en Zn)
cumplen con el criterio de aceptacion, al ser menores a la mitad del CVh% teorico

obtenido (CVr% < CVh%/2).

e REPRODUCIBILIDAD

La reproducibilidad se determind mediante la comparacion del coeficiente de variacion
promedio obtenido en cada semana, los cuales se detallan en las tablas 3.3. y 3.4, con el
coeficiente de variacion de Horwitz calculado mediante la formula 2.7., con los mismos
valores de concentracion (c) usados en la repetibilidad. Los resultados obtenidos se

expresan en la tabla 3.6.
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Tabla 3. 6. Resultados de reproducibilidad para hierroy zinc

Elemento Hierro Zn L
. . Criterio de .,
Media 0 Media 0 L, Observacion
Semana CVR% CVhi% CVR% CVhi% | aceptacion
1 2,21 2,78 CVR%<Cvhi% Cumple
2 2,98 125 3,73 13,06 | CVR%<Cvhi% Cumple
3 2,75 3,67 CVR%<Cvhi% Cumple

Como se observa en la tabla 3.6, al ser CVR% < CVhi% en ambos elementos, se

cumple con el criterio de aceptabilidad planteado para la reproducibilidad.

En general, segin los resultados obtenidos dentro del parametro de precision, se
considera que el método seleccionado es repetible y reproducible, siendo este apto para

el fin propuesto.

3.2 ANALISIS DE MUESTRAS

La determinacion cuantitativa de los elementos esenciales de hierro y zinc en las veinte
y una especies de pescados marinos de interés, se realizaron por triplicado en el menor
tiempo posible. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 3.7 y 3.8 para hierro y

zinc, respectivamente.
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Tabla 3. 7. Resultados de la concentracion de hierro en las veinte y una especies de

pescado, con sus respectivos analisis estadisticos.

Especie |Replica P(Zs)o C (mg/L) | C (mg/1009) (ml\g/]lfl(j(;gg) (I\r:s;jlig) %CV
1 0,5030| 0,129 2,56

Dorado 2 0,5124| 0,134 2,62 2,65 26,46 3,79
3 0,5076| 0,140 2,76
1 0,5008| 0,248 4,95

Carita 2 0,5235| 0,249 4,76 4,84 48,42 2,06
3 0,5064| 0,244 4,82
1 0,5104| 0,096 1,88

Sierra 2 0,5062| 0,087 1,72 1,77 17,69 5,50
3 0,5039| 0,086 1,71
1 0,5234| 0,105 2,01

Bagre 2 0,5129| 0,098 1,91 1,91 19,07 5,27
3 0,5041| 0,091 1,81
1 0,5016 | 0,041 0,82

Cherna 2 0,5015| 0,046 0,92 0,86 8,57 6,18
3 0,5020| 0,042 0,84
1 0,5030| 0,225 4,47

Lisa 2 0,5034| 0,212 4,21 4,32 43,17 3,19
3 0,5062| 0,216 4,27
1 0,5098| 0,206 4,04

Bandera 2 0,5059| 0,218 4,31 4,19 41,92 3,28
3 0,5088| 0,215 4,23
1 0,5013| 0,060 1,20

Camotillo 2 0,5083| 0,062 1,22 1,20 12,04 1,13
3 0,5269| 0,063 1,20
1 0,5138| 0,043 0,84

Murico 2 0,5052| 0,039 0,77 0,82 8,22 5,45
3 0,5012| 0,043 0,86
1 0,5129| 0,102 1,99

Picudo 2 0,5006| 0,106 2,12 2,06 20,55 3,14
3 0,5002| 0,103 2,06
1 0,5001| 0,077 1,54

Corvina 2 0,5009| 0,079 1,58 1,54 15,38 2,56
3 0,5005| 0,075 1,50
1 0,5099| 0,043 0,84

Guaba 2 0,5037| 0,038 0,75 0,79 7,89 6,07
3 0,5078| 0,039 0,77
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Peso

Media

Media

Especie |Replica ) C (mg/L) | C (mg/100g) (Mg/100g) | (Ma/Ka) %CV
1 0,5038| 0,270 5,36

Atdn 2 0,5054| 0,274 5,42 5,31 53,12 2,61
3 0,5042| 0,260 5,16
1 0,5021| 0,042 0,84

Pargo 2 0,5075| 0,048 0,95 0,89 8,91 6,13
3 0,5048| 0,045 0,89
1 0,5052| 0,079 1,56

Lechuza 2 0,5041| 0,075 1,49 1,49 14,90 4,89
3 0,5007| 0,071 1,42
1 0,5037| 0,068 1,35

Cabezudo 2 0,5036| 0,061 1,21 1,28 12,82 5,41
3 0,5062| 0,065 1,28
1 0,5131| 0,198 3,86

Tiburén 2 0,5095| 0,198 3,89 3,79 37,93 3,66
3 0,5064| 0,184 3,63
. 1 0,5071| 0,186 3,67

E?er;'fg 2 |05073] 0,192 3,78 368 | 3679 | 274
3 0,5273| 0,189 3,58
1 0,5204| 0,055 1,06

Wahoo 2 0,5055| 0,052 1,03 1,08 10,78 5,80
3 0,5051| 0,058 1,15
1 0,5083| 0,263 5,17

Albacora 2 0,5025| 0,27 5,37 5,24 52,40 2,21
3 0,5008| 0,259 5,17
1 0,5022| 0,071 1,41

Perela 2 0,5019| 0,076 1,51 1,45 14,48 3,96
3 0,5085| 0,072 1,42

Al analizar los datos de la tabla 3.7,

se pudo determinar que la especie con mayor

concentracion de hierro, es el atin, con un promedio de 5,31 mg por cada 100g de

alimento, mientras que, la especie con menor concentracién, es la guaba, con un

promedio de 0,79 mg por cada 100 g de alimento. A su vez, los CV% obtenidos dentro

de todo el conjunto de datos, son menores al 10% aceptable, lo que indica una buena

dispersion de los datos cercanos a la media.
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Tabla 3. 8. Resultados de la concentracion de zinc en las veinte y una especies de

pescado, con sus respectivos analisis estadisticos.

. . C C Media | Media
Especie | Replica | Peso () (mg/L) | (mg/100g) | (mg/100g) | (mg/kg) %CV

1 0,5030 | 0,098 1,95

Dorado 2 0,5124 | 0,103 2,01 2,04 20,35 5,01
3 0,5076 | 0,109 2,15
1 0,5008 | 0,114 2,28

Carita 2 0,5235 | 0,120 2,29 2,25 22,54 2,39
3 0,5064 | 0,111 2,19
1 0,5104 | 0,119 2,33

Sierra 2 0,5062 | 0,108 2,13 2,22 22,16 4,65
3 0,5039 | 0,110 2,18
1 0,5234 | 0,124 2,37

Bagre 2 0,5129 | 0,120 2,34 2,32 23,23 2,39
3 0,5041 | 0,114 2,26
1 0,5016 | 0,042 0,84

Cherna 2 0,5015 | 0,039 0,78 0,79 7,91 5,28
3 0,5020 | 0,038 0,76
1 0,5030 | 0,070 1,39

Lisa 2 0,5034 | 0,069 1,37 1,37 13,69 1,77
3 0,5062 | 0,068 1,34
1 0,5098 | 0,105 2,06

Bandera 2 0,5059 | 0,101 2,00 2,02 20,20 1,70
3 0,5088 | 0,102 2,00
1 0,5013 | 0,075 1,50

Camotillo 2 0,5083 | 0,082 1,61 1,56 15,62 3,83
3 0,5269 | 0,083 1,58
1 0,5138 | 0,075 1,46

Murico 2 0,5052 | 0,075 1,48 1,52 15,20 5,53
3 0,5012 | 0,081 1,62
1 0,5129 | 0,086 1,68

Picudo 2 0,5006 | 0,079 1,58 1,68 16,78 5,99
3 0,5002 | 0,089 1,78
1 0,5001 | 0,083 1,66

Corvina 2 0,5009 | 0,082 1,64 1,70 17,05 5,79
3 0,5005 | 0,091 1,82
1 0,5099 | 0,115 2,26

Guaba 2 0,5037 | 0,127 2,52 2,37 23,73 571
3 0,5078 | 0,119 2,34
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Peso

C

Media

Media

Especie | Replica| () | (mg/L) | (mg/100g) | (mg/100g) | (mgrkg) | **<V
1 | 05038 | 0,104 2,06
Atdn 2 | 05054 | 0,102 2,02 1,98 | 19,82 | 5,28
3 | 05042 | 0,094 1,86
1 | 05021 | 0,070 1,39
Pargo 2 | 05075 | 0,068 1,34 135 | 1347 | 325
3 | 05048 | 0,066 1,31
1 | 05052 | 0,069 1,37
Lechuza | 2 | 05041 | 0,065 1,29 133 | 1331 | 290
3 | 05007 | 0,067 1,34
1 | 05037 | 0,074 1,47
Cabezudo| 2 | 05036 | 0,078 1,55 149 | 1487 | 373
3 | 05062 | 0,073 1,44
1 | 05131 | 0,086 1,68
Tiburn | 2 | 0,5095 | 0,081 1,59 162 | 1622 | 291
3 | 05064 | 0,081 1,60
_ 1 | 05071 | 0,073 1,44
Ei’er;'rtg 2 | 05073 | 0,070 1,38 138 | 1382 | 4,06
3 | 05273 | 0,070 1,33
1 | 05204 | 0,121 2,33
Wahoo 2 | 05055 | 0,114 2,26 227 | 2273 | 2,04
3 | 05051 | 0,113 2,24
1 | 05083 | 0,094 1,85
Albacora 2 0,5025 | 0,089 1,77 1,87 18,66 5,56
3 | 05008 | 0,099 1,98
1 | 05022 | 0,078 1,55
Perela 2 | 05019 | 0,070 1,39 149 | 1487 | 555
3 | 05085 | 0,077 1,51

Al observar la tabla 3.8 se pudo determinar que la especie con mayor concentracion de

zinc, es la guaba, con un promedio de 2,37 mg por cada 100g de alimento, mientras que,

la especie con menor concentracion, es la cherna, con un promedio de 0,79 mg por cada

100 g de alimento. De igual manera, los CV% obtenidos dentro de todo el conjunto de

datos, son menores al 10%, lo que nos indica una dispersion aceptable de los datos

cercanos a la media.
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Al comparar los resultados obtenidos en los pescados analizados con la concentracion
estimada de hierro y zinc en carnes rojas, carne de mayor consumo debido a su bajo
precio y disponibilidad, con un contenido de hierro que oscila alrededor de 2,6 mg/100g
de alimento y zinc igual a 3,3 mg/100g; y carnes blancas con un contenido de hierro
menor que oscila en 1,5 mg/100g de alimento y zinc igual a 1,3 mg/100g de alimento en
base seca [3], demuestran que la cantidad de hierro en atin es mayor, y la de zinc en
guaba, son similares a las carnes rojas, mientras que, en las blancas estas sobrepasan los
valores. De esta manera, se logra demostrar la alta posibilidad de que ambas especies
logren ser fuentes significativas de alimento con un aporte deseado de ambos

micronutrientes [3].

Por otro lado, al comparar los resultados obtenidos con el rango de concentracion en
pescados para cada micronutriente en base seca, establecido por la FAO, (hierro: 1-5.6
mg/100g y zinc: 0.23-2.1 mg/100g), se puede observar que en el caso del hierro en la
tabla 3.7, todas las concentraciones de las diversas especies analizadas se encuentran
dentro del rango mencionado, mientras que, en tabla 3.8 para zinc, las especies: carita,
bragre, sierra, guaba y wahoo superan el valor maximo, sin embargo, las diferencias son
minimas, dado a que la variacion se encuentra entre 0,1-0,2 mg/100g, obteniéndose
inclusive un %CV menor al 10% aceptable entre el valor de referencia y el experimental
de dichas especies. De esta manera, se pueden considerar resultados validos, ademas,
como lo menciona la FAO, en este tipo de analisis obtener una adecuada precision es
imposible, ya que la composicion quimica puede variar ampliamente, no solo de peces a

peces de diferente especie, sino también dentro de un pez individual.
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Analizando los resultados de la concentracion de hierro y zinc en diversas especies en
estudios relacionados, se logré observar similitud y discrepancia en los resultados,
independientemente de la estacién geografica a la cual estan referidas, por ejemplo,
segun el andlisis realizado por Tuzen en 2009, en el muasculo de diferentes especies del
mar negro en Turquia, presentaron concentraciones de hierro en el filete entre 36.2 - 145

mg/kg, valores altos a comparacién a los obtenidos en esta investigacion [39].

Mientras que, Sivaperumal en 2006, analiz6 diversos tipos de especies marinas
recolectadas en los mercados méas concurridos de India, presentando una concentracion
de zinc de 0,66-39.2 mg/kg, abarcando valores similares a los alcanzados en la
investigacion. Por otra parte, Garcia en 2013, concluyé que la concentracion de hierro,
en especies obtenidas en mercados concurridos de tres ciudades principales de Perq, se
encuentra alrededor de 1.57-32.17 mg/kg y zinc igual a 33,44-11,65 mg/kg, resaltando
la diferencia obtenida entre las especies analizadas por la época creciente y vaciante, en

las cuales fueron recolectadas las muestras [40, 41].

En Venezuela, Marquez, durante el afio 2008, demostr6 que, en varios tejidos
musculares de peces, el hierro se encuentra desde 2,68- 30,27mg/kg, y en zinc igual a
8,71- 25,04 mg/kg, en este caso se detalla que los habitos ecoldgicos de las diferentes
especies, afectan en gran forma la captacion del metal por el pez, por lo que la

diferencia de concentracién puede variar significativamente [42].

58



En general, las diferencias presentadas se deben a que la mayoria de investigaciones
corresponden a especies diferentes, cuyas caracteristicas fisiologicas Unicas y
especificas determinan la acumulacién de elementos en sus tejidos, siendo factores tales
como su: dieta, sexo, edad y tamafio corporal, los que influyen directamente su
captacion. De igual manera, estudios experimentales han demostrado que la
acumulacion de metales en los tejidos de peces, depende principalmente de la
concentracion de los elementos en el agua y del periodo de exposicién, aunque otros
factores ambientales como: la salinidad, pH, dureza y temperatura del agua pueden
también desempefar funciones importantes dentro de los niveles de estos elementos

[37].

3.3 COMPARACION ENTRE ESPECIES

Las Tablas 3.9 y 3.10, se obtuvieron gracias al programa Statgraphics a un nivel de
confianza del 0.5, para hierro y zinc, respectivamente; en ellas se demuestran, en qué
especies de pescados no existen diferencias significativas entre las medias, si en la
seccion grupos homogéneos las X se encuentran alineadas, siendo asi una ilustracion
grafica de qué media es significativamente diferente de cuales otras. Cada grupo

homogéneo obtenido presenta una coloracién distintiva para facilitar su compresion.

Tabla 3. 9. Resultados prueba de comparacion multiple para hierro

Pescados Casos Media | Grupos homogéneos |
Guaba 3 0,786667|%
Murico 3 0,823333 |*
Cherna 3 0,86 X
Pargo 3 0,893333 |*
Wahoo 3 1,08

Camotillo 3 1,20667
Cabezudo 3 1,28
Perela 3 1,44667 X
Lechuza 3 1,49 X
Corvina 3 1,54
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Sierra 3 1,77 X

Bagre 3 191 X
Picudo 3 2,05667

Dorado 3 2,64667 X

Bonito Sierra 3 3,67667
Tiburdn 3 3,79333
Bandera 3 4,19333
Lisa 3 4,31667
Carita 3 4,84333
Albacora 3 5,23667
Atln 3 5,31333

Tabla 3. 10. Resultados prueba de comparacion maltiple para zinc

Pescados Casos| Media Grupos homogéneos
Cherna 3 0,793333
Cabezudo 3 1,33333
Lechuza 3 1,34667
Lisa 3 1,36667
Wahoo 3 1,38333
Tiburdn 3 1,48667
Murico 3 1,52 X
Camotillo 3 1,56333 X
Bonito Sierra 3 1,62333 X[
Picudo 3 1,68
Corvina 3 1,70667
Perela 3 1,86667
Pargo 3 1,98
Atln 3 1,98
Bandera 3 2,02
Dorado 3 2,03667
Sierra 3 2,21333
Carita 3 2,25333 X
Albacora 3 2,27667
Bagre 3 2,32333
Guaba 3 2,37333

Por ejemplo, de la tabla 3.9 se interpreta que consumir albacora o atdn, aporta el mismo
nivel de hierro dado a que no existe diferencia significativa entre ambas especies. A su
vez, aquellas especies que presentan mas de una “X”, poseen mas de un grupo
homogéneo, tal como se observa en el caso del camotillo, el cual no presenta diferencias

significativas con las especies wahoo y cabezudo, pero se puede resaltar que entre estas

60



dos ultimas si existe una diferencia significativa entre sus medias. Lo mismo se aplica
para los resultados de zinc en la Tabla 3.10. El detalle de los valores de las diferencias

significativas en todos los casos se observa en el anexo 1.

Las diferencias significativas existentes entre las especies se deben principalmente, por
un lado, a que los peces concentran metales en el cuerpo en proporciones variables que
dependen de su fisiologia, y por otro a las condiciones medio ambientales y habitos

ecoldgicos en las que habitan, como se mencioné anteriormente.

Las Figuras 3.7 y 3.8 a continuacion, muestran respectivamente los contenidos de hierro
y zinc de cada una de las especies de pescados analizados, ademas de la dispersion de
valores entre los tres analisis realizados para cada caso. La interpretacion de resultados

en las figuras es solo visual y se complementa con los valores en las tablas 3.9 y 3.10.
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Figura 3. 7. Gréfico de dispersion para hierro
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

De las especies marinas muestreadas en Guayaquil y Manta, en abril y junio del 2015, y
analizadas en el trascurso del afio 2016, se determind que el atun es la especie con
mayor concentracion de hierro, con un promedio igual a 5,31 mg/100g de alimento,
mientras que, la especie de menor concentracion, es la guaba, con un promedio de 0,79

mg por cada 1009 de alimento.

De las especies marinas muestreadas en Guayaquil y Manta, en abril y junio del 2015 y
analizadas en el trascurso del afio 2016, se determind que la guaba presenta la mayor
concentracion de zinc con un promedio de 2,37 mg/100g, mientras que, la especie de
menor concentracion, es la cherna, con un promedio de 0,79 mg por cada 100g de

alimento.

Los resultados obtenidos de hierro y zinc en atin y guaba, son similares a la carne roja.
De esta manera, se logra demostrar la alta posibilidad de que ambas especies logren ser

fuentes significativas de alimento con un aporte adecuado de estos micronutrientes.

Los analisis estadisticos permiten homologar, que, asi como hay especies con

contenidos nutricionales muy diferentes, hay otras que pueden utilizarse indistintamente
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con el mismo nivel de beneficio, como es el caso del atin y la albacora con su contenido

en hierro, y la guaba con la albacora y el bagre en zinc.

La existencia de diferencias significativas entre las muestras permite asegurar que no
todas las especies de pescado analizadas son una gran fuente de hierro y zinc, sin
embargo, esta diferencia puede deberse tanto a la fisiologia del pez, como a factores

medioambientales y naturales.

Los resultados en la validacién parcial, al evaluar los parametros de limites de deteccion
y cuantificacion, linealidad, exactitud y precision, son satisfactorios, al cumplir con los
criterios de aceptabilidad establecidos en el plan, segun la Guia técnica de Validacion de
métodos de Chile, por lo tanto, se considera que el método analitico ejecutado es

aceptable.

4.2 RECOMENDACIONES

Cabe destacar que, para adquirir la concentracion diaria recomendada de cada mineral,
se debe combinar al atun y la guaba, con otras fuentes alimenticias, ya sean de origen
animal o vegetal, que aporten con la cantidad de nutrientes necesarios para el buen

funcionamiento del organismo.

Se recomienda para futuras investigaciones, el analisis de elementos traza en pescados
marinos del Ecuador muestreados en diferentes épocas del afio, ya que este factor

influye directamente en la captacion y concentracion de los elementos en sus tejidos,
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siendo posible que en los meses de invierno cambie la concentracion de los elementos,
tanto en el agua de mar, como en los peces, obteniéndose asi, datos comparativos de
gran importancia. De igual manera, se puede incrementar el nimero de micronutrientes

a analizar, como puede ser el calcio y sodio, importantes para el desarrollo de los peces.
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ANEXOS

ANEXO 1: RESULTADOS COMPARACION INTERESPECIES

HIERRO
Contrast Sig. |Difference +/- Limits
Albacora — Atln -0,0766667 0,14911
Albacora — Bagre * 3,32667 0,14911
Albacora — Bandera * 1,04333 0,14911
Albacora - Bonito Sierra * 1,56 0,14911
Albacora — Cabezudo * 3,95667 0,14911
Albacora — Camotillo * 4,03 0,14911
Albacora — Carita * 0,393333 0,14911
Albacora — Cherna * 4,37667 0,14911
Albacora — Corvina * 3,69667 0,14911
Albacora — Dorado * 2,59 0,14911
Albacora — Guaba * 4,45 0,14911
Albacora — Lechuza * 3,74667 0,14911
Albacora — Lisa * 0,92 0,14911
Albacora — Murico * 4,41333 0,14911
Albacora - Pargo * 4,34333 0,14911
Albacora - Perela * 3,79 0,14911
Albacora - Picudo * 3,18 0,14911
Albacora - Sierra * 3,46667 0,14911
Albacora - Tiburén * 1,44333 0,14911
Albacora - Wahoo * 4,15667 0,14911
Atun - Bagre * 3,40333 0,14911
Atln - Bandera * 1,12 0,14911
Atln - Bonito Sierra * 1,63667 0,14911
Atln - Cabezudo * 4,03333 0,14911
Atln - Camotillo * 4,10667 0,14911
Atuln - Carita * 0,47 0,14911
Atln - Cherna * 4,45333 0,14911
Atln - Corvina * 3,77333 0,14911
Atln - Dorado * 2,66667 0,14911
Atln - Guaba * 4,52667 0,14911
Atln - Lechuza * 3,82333 0,14911
Atln — Lisa * 0,996667 0,14911
Atln - Murico * 4,49 0,14911
Atun - Pargo * 4,42 0,14911
Atln - Perela * 3,86667 0,14911
Atln - Picudo * 3,25667 0,14911
Atln - Sierra * 3,54333 0,14911
Atln - Tiburén * 1,562 0,14911
Atln - Wahoo * 4,23333 0,14911
Bagre - Bandera * -2,28333 0,14911
Bagre - Bonito Sierra * -1,76667 0,14911
Bagre - Cabezudo * 0,63 0,14911
Bagre - Camotillo * 0,703333 0,14911
Bagre - Carita * -2,93333 0,14911
Bagre - Cherna * 1,05 0,14911
Bagre - Corvina * 0,37 0,14911
Bagre - Dorado * -0,736667 0,14911
Bagre - Guaba * 1,12333 0,14911
Bagre - Lechuza * 0,42 0,14911
Bagre - Lisa * -2,40667 0,14911
Bagre - Murico * 1,08667 0,14911
Bagre - Pargo * 1,01667 0,14911
Bagre - Perela * 0,463333 0,14911
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Bagre - Picudo -0,146667 0,14911
Bagre - Sierra 0,14 0,14911
Bagre - Tiburén * -1,88333 0,14911
Bagre - Wahoo * 0,83 0,14911
Bandera - Bonito Sierra * 0,516667 0,14911
Bandera - Cabezudo * 2,91333 0,14911
Bandera - Camotillo * 2,98667 0,14911
Bandera - Carita * -0,65 0,14911
Bandera - Cherna * 3,33333 0,14911
Bandera - Corvina * 2,65333 0,14911
Bandera - Dorado * 1,54667 0,14911
Bandera - Guaba * 3,40667 0,14911
Bandera - Lechuza * 2,70333 0,14911
Bandera - Lisa -0,123333 0,14911
Bandera - Murico * 3,37 0,14911
Bandera - Pargo * 3,3 0,14911
Bandera - Perela * 2,74667 0,14911
Bandera - Picudo * 2,13667 0,14911
Bandera - Sierra * 2,42333 0,14911
Bandera - Tiburén * 0,4 0,14911
Bandera - Wahoo * 3,11333 0,14911
Bonito Sierra - Cabezudo * 2,39667 0,14911
Bonito Sierra - Camotillo * 2,47 0,14911
Bonito Sierra - Carita * -1,16667 0,14911
Bonito Sierra - Cherna * 2,81667 0,14911
Bonito Sierra - Corvina * 2,13667 0,14911
Bonito Sierra - Dorado * 1,03 0,14911
Bonito Sierra - Guaba * 2,89 0,14911
Bonito Sierra - Lechuza * 2,18667 0,14911
Bonito Sierra - Lisa * -0,64 0,14911
Bonito Sierra - Murico * 2,85333 0,14911
Bonito Sierra - Pargo * 2,78333 0,14911
Bonito Sierra - Perela * 2,23 0,14911
Bonito Sierra - Picudo * 1,62 0,14911
Bonito Sierra - Sierra * 1,90667 0,14911
Bonito Sierra - Tiburén -0,116667 0,14911
Bonito Sierra - Wahoo * 2,59667 0,14911
Cabezudo - Camotillo 0,0733333 0,14911
Cabezudo - Carita * -3,56333 0,14911
Cabezudo - Cherna * 0,42 0,14911
Cabezudo - Corvina * -0,26 0,14911
Cabezudo - Dorado * -1,36667 0,14911
Cabezudo - Guaba * 0,493333 0,14911
Cabezudo - Lechuza * -0,21 0,14911
Cabezudo - Lisa * -3,03667 0,14911
Cabezudo - Murico * 0,456667 0,14911
Cabezudo - Pargo * 0,386667 0,14911
Cabezudo - Perela * -0,166667 0,14911
Cabezudo - Picudo * -0,776667 0,14911
Cabezudo - Sierra * -0,49 0,14911
Cabezudo - Tiburdn * -2,51333 0,14911
Cabezudo - Wahoo * 0,2 0,14911
Camotillo - Carita * -3,63667 0,14911
Camotillo - Cherna * 0,346667 0,14911
Camotillo - Corvina * -0,333333 0,14911
Camotillo - Dorado * -1,44 0,14911
Camotillo - Guaba * 0,42 0,14911
Camotillo - Lechuza * -0,283333 0,14911
Camotillo - Lisa * -3,11 0,14911
Camotillo - Murico * 0,383333 0,14911
Camotillo - Pargo * 0,313333 0,14911
Camotillo - Perela * -0,24 0,14911
Camotillo - Picudo * -0,85 0,14911
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Camotillo - Sierra * -0,563333 0,14911
Camotillo - Tiburén * -2,58667 0,14911
Camotillo - Wahoo 0,126667 0,14911
Carita - Cherna * 3,98333 0,14911
Carita - Corvina * 3,30333 0,14911
Carita - Dorado * 2,19667 0,14911
Carita - Guaba * 4,05667 0,14911
Carita - Lechuza * 3,35333 0,14911
Carita - Lisa * 0,526667 0,14911
Carita - Murico * 4,02 0,14911
Carita - Pargo * 3,95 0,14911
Carita - Perela * 3,39667 0,14911
Carita - Picudo * 2,78667 0,14911
Carita - Sierra * 3,07333 0,14911
Carita - Tiburon * 1,05 0,14911
Carita - Wahoo * 3,76333 0,14911
Cherna - Corvina * -0,68 0,14911
Cherna - Dorado * -1,78667 0,14911
Cherna - Guaba 0,0733333 0,14911
Cherna - Lechuza * -0,63 0,14911
Cherna - Lisa * -3,45667 0,14911
Cherna - Murico 0,0366667 0,14911
Cherna - Pargo -0,0333333 0,14911
Cherna - Perela * -0,586667 0,14911
Cherna - Picudo * -1,19667 0,14911
Cherna - Sierra * -0,91 0,14911
Cherna - Tiburén * -2,93333 0,14911
Cherna - Wahoo * -0,22 0,14911
Corvina - Dorado * -1,10667 0,14911
Corvina - Guaba * 0,753333 0,14911
Corvina - Lechuza 0,05 0,14911
Corvina - Lisa * -2,77667 0,14911
Corvina - Murico * 0,716667 0,14911
Corvina - Pargo 0,646667 0,14911
Corvina - Perela 0,0933333 0,14911
Corvina - Picudo * -0,516667 0,14911
Corvina - Sierra * -0,23 0,14911
Corvina - Tiburén * -2,25333 0,14911
Corvina - Wahoo * 0,46 0,14911
Dorado - Guaba * 1,86 0,14911
Dorado - Lechuza * 1,15667 0,14911
Dorado - Lisa * -1,67 0,14911
Dorado - Murico * 1,82333 0,14911
Dorado - Pargo * 1,75333 0,14911
Dorado - Perela * 1,2 0,14911
Dorado - Picudo * 0,59 0,14911
Dorado - Sierra * 0,876667 0,14911
Dorado - Tiburdn * -1,14667 0,14911
Dorado - Wahoo * 1,56667 0,14911
Guaba - Lechuza * -0,703333 0,14911
Guaba - Lisa * -3,563 0,14911
Guaba - Murico -0,0366667 0,14911
Guaba - Pargo -0,106667 0,14911
Guaba - Perela * -0,66 0,14911
Guaba - Picudo * -1,27 0,14911
Guaba - Sierra * -0,983333 0,14911
Guaba - Tiburdn * -3,00667 0,14911
Guaba - Wahoo * -0,293333 0,14911
Lechuza - Lisa * -2,82667 0,14911
Lechuza - Murico * 0,666667 0,14911
Lechuza - Pargo * 0,596667 0,14911
Lechuza - Perela 0,0433333 0,14911
Lechuza - Picudo * -0,566667 0,14911
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Lechuza - Sierra * -0,28 0,14911
Lechuza - Tiburdn * -2,30333 0,14911
Lechuza - Wahoo * 0,41 0,14911
Lisa - Murico * 3,49333 0,14911
Lisa - Pargo * 3,42333 0,14911
Lisa - Perela * 2,87 0,14911
Lisa - Picudo * 2,26 0,14911
Lisa - Sierra * 2,54667 0,14911
Lisa - Tiburon * 0,523333 0,14911
Lisa - Wahoo * 3,23667 0,14911
Murico - Pargo -0,07 0,14911
Murico - Perela * -0,623333 0,14911
Murico - Picudo * -1,23333 0,14911
Murico - Sierra * -0,946667 0,14911
Murico - Tiburén * -2,97 0,14911
Murico - Wahoo * -0,256667 0,14911
Pargo - Perela * -0,553333 0,14911
Pargo - Picudo * -1,16333 0,14911
Pargo - Sierra * -0,876667 0,14911
Pargo - Tiburén * -2,9 0,14911
Pargo - Wahoo * -0,186667 0,14911
Perela - Picudo * -0,61 0,14911
Perela - Sierra * -0,323333 0,14911
Perela - Tiburén * -2,34667 0,14911
Perela - Wahoo * 0,366667 0,14911
Picudo - Sierra * 0,286667 0,14911
Picudo - Tiburén * -1,73667 0,14911
Picudo - Wahoo * 0,976667 0,14911
Sierra - Tiburén * -2,02333 0,14911
Sierra - Wahoo * 0,69 0,14911
Tiburén - Wahoo * 2,71333 0,14911
ZINC
Contrast Sig. |Difference +/- Limits
Albacora - Atln * 0,296667 0,128308
Albacora - Bagre -0,0466667 0,128308
Albacora - Bandera * 0,256667 0,128308
Albacora - Bonito Sierra * 0,653333 0,128308
Albacora - Cabezudo * 0,943333 0,128308
Albacora - Camotillo * 0,713333 0,128308
Albacora - Carita 0,0233333 0,128308
Albacora - Cherna 1,48333 0,128308
Albacora - Corvina * 0,57 0,128308
Albacora - Dorado * 0,24 0,128308
Albacora - Guaba -0,0966667 0,128308
Albacora - Lechuza * 0,93 0,128308
Albacora - Lisa * 0,91 0,128308
Albacora - Murico * 0,756667 0,128308
Albacora - Pargo * 0,296667 0,128308
Albacora - Perela * 0,41 0,128308
Albacora - Picudo * 0,596667 0,128308
Albacora - Sierra 0,0633333 0,128308
Albacora - Tiburén * 0,79 0,128308
Albacora - Wahoo * 0,893333 0,128308
Atln — Bagre -0,343333 0,128308
Atln - Bandera -0,04 0,128308
Atln - Bonito Sierra * 0,356667 0,128308
Atln - Cabezudo * 0,646667 0,128308
Atln - Camotillo * 0,416667 0,128308
Atln — Carita * -0,273333 0,128308
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Atln - Cherna * 1,18667 0,128308
Atln - Corvina * 0,273333 0,128308
Atln - Dorado -0,0566667 0,128308
Atln — Guaba * -0,393333 0,128308
Atln - Lechuza * 0,633333 0,128308
Atln — Lisa * 0,613333 0,128308
Atln - Murico * 0,46 0,128308
Atln — Pargo 0,0 0,128308
Atln — Perela 0,113333 0,128308
Atln - Picudo * 0,3 0,128308
Atln — Sierra * -0,233333 0,128308
Atln - Tiburén * 0,493333 0,128308
Atln - Wahoo * 0,596667 0,128308
Bagre - Bandera * 0,303333 0,128308
Bagre - Bonito Sierra * 0,7 0,128308
Bagre - Cabezudo * 0,99 0,128308
Bagre - Camotillo * 0,76 0,128308
Bagre - Carita 0,07 0,128308
Bagre - Cherna * 1,53 0,128308
Bagre - Corvina * 0,616667 0,128308
Bagre - Dorado 0,286667 0,128308
Bagre - Guaba -0,05 0,128308
Bagre - Lechuza * 0,976667 0,128308
Bagre — Lisa * 0,956667 0,128308
Bagre - Murico * 0,803333 0,128308
Bagre - Pargo * 0,343333 0,128308
Bagre - Perela * 0,456667 0,128308
Bagre - Picudo * 0,643333 0,128308
Bagre - Sierra 0,11 0,128308
Bagre - Tiburon * 0,836667 0,128308
Bagre - Wahoo * 0,94 0,128308
Bandera - Bonito Sierra * 0,396667 0,128308
Bandera - Cabezudo * 0,686667 0,128308
Bandera - Camotillo * 0,456667 0,128308
Bandera - Carita * -0,233333 0,128308
Bandera - Cherna * 1,22667 0,128308
Bandera - Corvina * 0,313333 0,128308
Bandera - Dorado -0,0166667 0,128308
Bandera - Guaba * -0,353333 0,128308
Bandera - Lechuza * 0,673333 0,128308
Bandera - Lisa * 0,653333 0,128308
Bandera - Murico * 0,5 0,128308
Bandera - Pargo 0,04 0,128308
Bandera - Perela * 0,153333 0,128308
Bandera - Picudo * 0,34 0,128308
Bandera - Sierra * -0,193333 0,128308
Bandera - Tiburén * 0,533333 0,128308
Bandera - Wahoo * 0,636667 0,128308
Bonito Sierra - Cabezudo * 0,29 0,128308
Bonito Sierra - Camotillo 0,06 0,128308
Bonito Sierra - Carita * -0,63 0,128308
Bonito Sierra - Cherna 0,83 0,128308
Bonito Sierra - Corvina -0,0833333 0,128308
Bonito Sierra - Dorado * -0,413333 0,128308
Bonito Sierra - Guaba * -0,75 0,128308
Bonito Sierra - Lechuza * 0,276667 0,128308
Bonito Sierra - Lisa * 0,256667 0,128308
Bonito Sierra - Murico 0,103333 0,128308
Bonito Sierra - Pargo -0,356667 0,128308
Bonito Sierra - Perela -0,243333 0,128308
Bonito Sierra - Picudo -0,0566667 0,128308
Bonito Sierra - Sierra -0,59 0,128308
Bonito Sierra - Tiburén 0,136667 0,128308
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Bonito Sierra - Wahoo * 0,24 0,128308
Cabezudo - Camotillo * -0,23 0,128308
Cabezudo - Carita * -0,92 0,128308
Cabezudo - Cherna * 0,54 0,128308
Cabezudo - Corvina * -0,373333 0,128308
Cabezudo - Dorado * -0,703333 0,128308
Cabezudo - Guaba * -1,04 0,128308
Cabezudo - Lechuza -0,0133333 0,128308
Cabezudo - Lisa -0,0333333 0,128308
Cabezudo - Murico * -0,186667 0,128308
Cabezudo - Pargo * -0,646667 0,128308
Cabezudo - Perela * -0,533333 0,128308
Cabezudo - Picudo * -0,346667 0,128308
Cabezudo - Sierra * -0,88 0,128308
Cabezudo - Tiburén * -0,153333 0,128308
Cabezudo - Wahoo -0,05 0,128308
Camotillo - Carita * -0,69 0,128308
Camotillo - Cherna * 0,77 0,128308
Camotillo - Corvina * -0,143333 0,128308
Camotillo - Dorado * -0,473333 0,128308
Camotillo - Guaba * -0,81 0,128308
Camotillo - Lechuza * 0,216667 0,128308
Camotillo - Lisa * 0,196667 0,128308
Camotillo - Murico 0,0433333 0,128308
Camotillo - Pargo * -0,416667 0,128308
Camotillo - Perela * -0,303333 0,128308
Camotillo - Picudo -0,116667 0,128308
Camotillo - Sierra * -0,65 0,128308
Camotillo - Tiburén 0,0766667 0,128308
Camotillo - Wahoo * 0,18 0,128308
Carita - Cherna * 1,46 0,128308
Carita - Corvina * 0,546667 0,128308
Carita - Dorado * 0,216667 0,128308
Carita - Guaba -0,12 0,128308
Carita - Lechuza * 0,906667 0,128308
Carita — Lisa * 0,886667 0,128308
Carita - Murico * 0,733333 0,128308
Carita - Pargo * 0,273333 0,128308
Carita - Perela * 0,386667 0,128308
Carita - Picudo * 0,573333 0,128308
Carita - Sierra 0,04 0,128308
Carita - Tiburén * 0,766667 0,128308
Carita - Wahoo * 0,87 0,128308
Cherna - Corvina * -0,913333 0,128308
Cherna - Dorado * -1,24333 0,128308
Cherna - Guaba * -1,58 0,128308
Cherna - Lechuza * -0,553333 0,128308
Cherna - Lisa * -0,573333 0,128308
Cherna - Murico * -0,726667 0,128308
Cherna - Pargo * -1,18667 0,128308
Cherna - Perela * -1,07333 0,128308
Cherna - Picudo * -0,886667 0,128308
Cherna - Sierra * -1,42 0,128308
Cherna - Tiburén * -0,693333 0,128308
Cherna - Wahoo * -0,59 0,128308
Corvina - Dorado * -0,33 0,128308
Corvina - Guaba * -0,666667 0,128308
Corvina - Lechuza * 0,36 0,128308
Corvina - Lisa * 0,34 0,128308
Corvina - Murico * 0,186667 0,128308
Corvina - Pargo * -0,273333 0,128308
Corvina - Perela * -0,16 0,128308
Corvina - Picudo 0,0266667 0,128308
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Corvina - Sierra * -0,506667 0,128308
Corvina - Tiburén * 0,22 0,128308
Corvina - Wahoo * 0,323333 0,128308
Dorado - Guaba * -0,336667 0,128308
Dorado - Lechuza * 0,69 0,128308
Dorado - Lisa * 0,67 0,128308
Dorado - Murico * 0,516667 0,128308
Dorado - Pargo 0,0566667 0,128308
Dorado - Perela * 0,17 0,128308
Dorado - Picudo * 0,356667 0,128308
Dorado - Sierra * -0,176667 0,128308
Dorado - Tiburén * 0,55 0,128308
Dorado - Wahoo * 0,653333 0,128308
Guaba - Lechuza * 1,02667 0,128308
Guaba - Lisa * 1,00667 0,128308
Guaba - Murico * 0,853333 0,128308
Guaba - Pargo * 0,393333 0,128308
Guaba - Perela * 0,506667 0,128308
Guaba - Picudo * 0,693333 0,128308
Guaba - Sierra * 0,16 0,128308
Guaba - Tiburén * 0,886667 0,128308
Guaba - Wahoo * 0,99 0,128308
Lechuza - Lisa -0,02 0,128308
Lechuza - Murico * -0,173333 0,128308
Lechuza - Pargo * -0,633333 0,128308
Lechuza - Perela * -0,52 0,128308
Lechuza - Picudo * -0,333333 0,128308
Lechuza - Sierra * -0,866667 0,128308
Lechuza - Tiburén * -0,14 0,128308
Lechuza - Wahoo -0,0366667 0,128308
Lisa - Murico * -0,153333 0,128308
Lisa — Pargo * -0,613333 0,128308
Lisa - Perela * -0,5 0,128308
Lisa - Picudo * -0,313333 0,128308
Lisa — Sierra * -0,846667 0,128308
Lisa - Tiburén -0,12 0,128308
Lisa - Wahoo -0,0166667 0,128308
Murico - Pargo * -0,46 0,128308
Murico - Perela * -0,346667 0,128308
Murico - Picudo * -0,16 0,128308
Murico - Sierra * -0,693333 0,128308
Murico - Tiburén 0,0333333 0,128308
Murico - Wahoo * 0,136667 0,128308
Pargo - Perela 0,113333 0,128308
Pargo - Picudo * 0,3 0,128308
Pargo - Sierra * -0,233333 0,128308
Pargo - Tiburon * 0,493333 0,128308
Pargo - Wahoo * 0,596667 0,128308
Perela - Picudo * 0,186667 0,128308
Perela - Sierra * -0,346667 0,128308
Perela - Tiburén * 0,38 0,128308
Perela - Wahoo * 0,483333 0,128308
Picudo - Sierra * -0,533333 0,128308
Picudo - Tiburén * 0,193333 0,128308
Picudo - Wahoo * 0,296667 0,128308
Sierra - Tiburén * 0,726667 0,128308
Sierra - Wahoo * 0,83 0,128308
Tiburén - Wahoo 0,103333 0,128308

Sig.: Se coloca un asterisco si existe una diferencia significativa.
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C. Preparation of Standard Solutions

(a) Copper standard solution.—1000 pg/mL. Dissolve 1.000 g
99.99% Cu in 20 mL HNO;, cool, and dilute to 1 L with H,O.

(b) Nickel standard solution—1000 pg/mL. Dissolve 1.000 g
99.99% Ni in 20 mL HNO,, cool, and dilute to 1 L with H,O.

(€) Matrix standard solutions.—Prepare solutions containing-0,
0.2,04, 0.8, 1.6, 2.0, 4.0, 8.0, and 10 pg Ni and Cw/mL and major
metal matrix components: (I) For 3 g sample tea—To contain
180 g Ca, 100 ug Mg, and 40 pg Al/mL with final concentration of
8% (viv) HCIO,. (2) For 6 g sample instant tea.—To contain
7000 pg K, 70 pg Na, 700 pg Mg, and 130 pg Co/mL with final
HNO, concentration of (1 + 9).

D. Preparation of Calibration Curve

Let instrument stabilize. Optimize conditions for Cu or Ni accord-
ing to manufacturer’s instructions.

Aspirate 10 pg/mL standard enough times to establish that A read-
ing is not drifting. Record 6 readings and calculate standard deviation
(6) = (x ~y) x0.40, where x and y are maximum and minimum read-
ings, respectively, and 0.40 s factor to convert range of 6 valuesto c.

Beginning with solution containing 0 Cu, aspirate each matrix
standard solution and record A. If value for 10 pg/mL solution dif-
fers from average of the 6 values used to calculate by >0.01 x (av-
erage of the 6 values), repeat measurements. If these determinations
indicate drift, determine cause (e.g., deposits in burner or clogged
capillary), correct it, and repeat calibration. Repeat for Ni solutions.
Plot A against pg metal/mL.

E. Determination

Select test portion weight to give solution containing 20.05 but
<10 pg NifmL, usually 3'g for teas and 6 g for instant teas.

(a) Wet ashing—Accurately weigh test pOFtiom im0 400 mk—

beaker, add 100 mL HNO,, and swirl. Cover, and let react 10 min;
then place on hot plate. Evaporate to near dryness and cool. Add
50 mL HNO;, and for tea, add 10 mL HCIO,. Continue evaporation
to obtain clear solution. . o

Transfer to 50 mL volumetric flask and dilute to volume with
H,0. (Insoluble KC1O, which settles to bottom of flask does not in-
terfere.)

Prepare reagent blank containing same amounts of acids taken
from same lots, evaporated as above.

(b) Photometry—Aspirate test and blank solutions, and record
A. Measure A of matrix standard solution containing 10 pg/mL. If
this value differs from value of average of the 6 values used to calcu-
late oby >2c, repeat measurement. If these values indicate drift, de-
termine cause, correct it, and repeat calibration and test and blank
readings.

(€) Calculations.—Correct readings of test solution for blank.
Convert corrected A to pg/mL from calibration curve.

Concentration (mg/kg) Ni (or Cu) = €}

where C =pg metal/mLfrom curve, V = final volume test solution
(50), and W = g test portion.

References: JAOAC 53, 531(1970); 54, 658(1971).

CAS-7440-50-8 (copper)
_CAS-7440-02-0 (nickel)
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_ (f). Funnels.—Glass or plastic.

9.1.08
AOAC Official Method 999.10
Lead, Cadmium, Zinc, Copper, and Iron
in Foods
Atomic Absorption Spectrophotometry
after Microwave Digestion
First Action 1999

[Applicable to determination of Zn, Cu, and Fe in a variety of foods
by microwave digestion and flame atomic absorp,

spectrophotometry (FAAS), and Cd and Pb by microwave digeg,
and graphite furnace atomic absorption spectroscopy (GFAAg
Method is capable of determining these elements at concentratig,
above approximately Pb (0.1), Cd (0.01), Zn (4), Cu (0.2), and Fe (7)
mg/kg. Method is not applicable to foods with a fat content >4g
Not applicable to milk powder. See Table 999.10A for the resu]ts
the interlaboratory study supporting the acceptance of the methoq

Caution: Digestion vessels must cool for an appropriate time by
fore opening in order to avoid burns from hot and cor-
rosive vapors. Always gently add acid to water.
Maintain safe distance from furnaces equipped with
Zeeman background correction when the magnetison, -
Consult manufacturer’s instructions to determine safe
distance, which varies for different instruments. See
Appendix B, Laboratory Safety, for safe use of com-
pressed gases, inorganic acids, and atomic absorption
spectrometer. For disposal of 4% acetic acid solutions,
follow local regulations.

A. Principle

- Products are digested with HNO, and H,O, under pressure ina
closed vessel heated by microwaves. Sélution is diluted with H,0. -

" Pb and Cd are determined by GFAAS:Zn; Cusand Fe are determined .

by FAAS.
B. Apparatus \

(a) -Atomic absorption spectrophotometer.—With air-acetylene -
burner or nitrous oxide—acetylene burner for flame (FAAS; see Ta: -
ble 999.10B) and a graphite furnace for electrothermal (GFAAS; see :
Table 999.10C) determinations, with appropriate background
(nonatomic) correction.

(b) Hollow cathode or electrodeless discharge lamps.—For Pb, |
Cd, Zn, Cu, and Fe.

(¢) Microwave oven.—Designed for laboratory use, €.8-
MDS-2000, CEM Corp., PO Box 200, Mattews, NC 28106-2000 -
USA. Microwave oven should be regularly checked for delivered
power. If the measured effect does not agree with the specification.
adjust the program: Fill a plastic beaker (polypropylene or Teflon)
with 1.000 kg water (room temperature) and measure temperature
(Ty). Place beaker in microwave oven and heat water at full power
for 2 min. Take beaker out of oven, stir water, and measure temperé-

ture (T). The delivered power in watts:

P=35x (T,~ Ty

(d) Teflon digestion vessels—100 mL, withstanding a pressure
of at least 1.4 MPa.

(e) Volumetric flasks.—25 and 1000 mL.
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10A Interlaboratory study results

Chapter 9?; p. 17

Analyte range, i

Sample ma/kg Mean, mg/kg n®  Outliers S sg  RSD,% RSDg,% R
5) Liver >0.1 0.130 11 1 0.049  0.055 37 42 0.14 0.5
Wheat bran 0.155 12 0 0.088 0091 57 59 025 026
Diets? 0.394 12 0 0.063 0098 16 25 048 % 20:27
Bovine muscle 0.398 10 2 0.086 22 0.24
Fish 0.48 12 0 0.13 27 0.36
Mushroom 1.62 12 0 0.26 i 16 0.73
AAS)  Bovine muscle >0.01 0.0124 12 1 0.0034 28 0.0097
- Liver 0164 "~ 13 0 0025 0034 15 20 0.070  0.094
Wheat bran 0.171 1 2 0.0078 0.022 46 13 0.022  0.063
Fish 0211 12 0 0.035 17 0.099
Mushroom 0.482 11 2 0.053 11 0.149
Diets” 0.764 12 1 0.050  0.105 6.5 14 0.14  0.294
(FAAS) Fish >4 450 12 0 0.41 9.1 1.1
Milk powder 35.3 14 0 33 9.3 9.1
Diets® 47.8 13 1 1.9 2.5 4.0 53 54 7
Mushroom 56.9 14 0 3.0 5.3 8.4
Wheat bran 735 13 1 25 35 3.4 48 .74 9.9
Bovine muscle 147.3 1 3 256 1.7 7.0
Liver 181.9 12 2 2.8 8.8 1.6 4B =nic7i8ui #25
AAS) Fish 20.2 0.241 4 0 0.094 39 0.26
Bovine muscle 2.63 6 0 0.17 6.4 0.47
Wheat bran 10.14 10 1 0.44 0.81 43 7.9 2 23
Mushroom 37.7 14 0 2.2 5.7 6.0
Dists? 63.42 12 2 0.95 19 15 3¢ -27 53
Liver 107.5 14 0 3.3 4.4 3.1 38 93 12
(FAAS) Fish >7 7.4 9 0 13 17 35
Bovine muscle 75.0 12 0 8.1 \ 11 23
Mushroom * 105.5 11 0 7.9 75 22
Wheat bran 123.1 12 0 3.9 9.9 3.2 8.1-—11 28
Diets” 303 10 I ) 18 4.0 59 33 50
Liver 487 12 0. .27 31 5.4 6.4 74 88

Number of lab
ulated diets E and F.

after outlier elimi

) Plastic bottles.—e.g., Polystyrene bottles with tightly fitting

, 50-100 mL.

h) Drying oven.—Or equipment for freeze-drying.

glassware and plasticware should be carefully cleaned and
, e.g., with HNO; or HCI, in order to avoid metal contamina-

i?éagenls

cagents should be of at least analytical reagent grade (p.a.), pref-
bly ultrapure (suprapur) or equivalent.

) Water—Redistilled or deionized, 218 MQ-cm.

b) Nitric acid —65% (wiw).

() Nitric acid—0.1M. Dilute 7 mL concentrated HNOs, (b),
h water to 1 L,

) Nitric acid.—3M. Dilute 200 mL concentrated HNO;,, (b),
th water to 1 I,

ion. Values for s,, RSD,, and r are are

o

only available for duplicate or split level determinations.

(e) Hydrogen peroxide.—30% (w/w).

(f) Zinc standard solution.—1 mg/. Dissolve 1.000 g Znin 14 mL
water + 7 mL nitric acid, (b), in 1 L volumetric flask. Dilute to vol-
ume with water. [Note: Commercially available standard solutions
for AAS (e.g., BDH Chemicals Ltd., Poole, UK) may be used for all
metal standard solutions.] 4

(g) Copper standard solution.—1 mg/mL. Dissolve 1.000 g Cu
in 7 mL nitric acid, (b);-in-1.L volumetric flask. Dilute to volume
with water.

(h) Iron standard solution.—1 mg/mL. Dissolve 1.000 g Fe in
14 mL water + 7 mL nitric acid, (b), in 1 L volumetric flask. Dilute to
volume with water.

(i ) Lead standard solution—1 mg/mLDissolve 1.000 g Pb in
7 mL HNO; (b), in 1 L volumetric flask and dilute to volume with
water.

© 2000 AOAC INTERNATIONAL
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Table 999.10B Instrumental parameters for FAAS

Metal Flame type Wavelength, nm
Zn Air-acgtylene, oxidizing 213.9
Cu Air—acetylene, oxidizing : 324.7
Fe Air-acetylene, oxidizing ; 248.3
Fe N,O-acetylene, oxidizing 248.3

(j) Cadmium standard solution.—1 mg/mL. Dissolve 1.000 mg
Cd in 14 mL water + 7 mL HNO;, (b), in 1 L volumetric flask and di-
lute to volume with water.

(k) Working standard solutions.—(1) For flame analysis.—Di-
lute standard, (f)—(j), with 0.1/ HNO;, (¢), to a range of standards
that covers the concentration of the element to be determined. (2)
For graphite furnace analysis.—Dilute standard solutions, (£)-(j),
with 0.1M HNO;, (c), to a range of standards that covers the linear
range of the element to be determined.

D. Procedures

(a) Cleaning procedure.—(1) For glass and
plasticware.—Acid solution: 500 mL concentrated HNO;, C(b), +
4500 mL deionized water, C(a). Wash first with water and deter-
gent. Rinse with tap water, followed by deionized water, then with
acid solution. Finally rinse 4-5 times with deionized water. (2) For
Teflon digestion vessels—Rinse with acetone, wash with deionized
water, keep vessels covered with 0.1 HNO,, C(c), for at least
30 min, rinse with deionized water, and let vessels dry.

Use separate vessels for different applications, depending on the
concentration of metals. If, however, the same digestion vessels are

_used for heavily contaminated products. e.¢., sludge, it may be.nec-
essary to use a more severe cleaning procedure, e.g., heating vessels
together with concentrated HNO;, C(b). The instrument manual
usually provides detailed instructions for such cleaning procedures.

(b) Pre-treatment.—If product is to be analyzed fresh, proceed to
(d), Homogenization. Otherwise, continue at (¢), Drying.

- (¢) Drying.—Dry to constant weight in drying oven at 105°C, or
freeze-dry. Freeze-drying is usually preferable because it renders the
product less compact and easier to homogenize. If final result is
based on fresh weight, weigh test portion before and after drying to
obtain water content:

W, - W,

H,0=-2t_ 4100
W,

where H,0, % = water content of the test portion (%); W= weight of
the test portion (g); Wy = weight after drying (g).

(d) Homogenization.—Homogenize products using
noncontaminating equipment. Check for leached metals if the appa-
ratus consists of metal parts.

Table 999.10C Instrumental parameters for GFAAS

Temperature (°C)/ramp-hold (s)  Cleaning

Wavelength, out step
Metal nm Ashing step _ Atomization step (°C)
Pb 283.3 650/15-10 1900/0-4 2500
Cd 228.8 350/15-10 1200/0-4 2500
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(e) Digestion.—Weigh 0.2-0.5 g dry material into digestioy
sel. If water-containing mal_crials are used, maximum Weightiv
stricted to 2 g, but dry matter content must never exceeq 05 SIe
example, if product has a water content of 50%, take a maxin e
1g(=0.5 g dry matter). If a product has a water content of 95
2 g (<0.5 g dry matter). When unknown products are dj
much solids may cause the safety membrane in the dige
to rupture.’ .

Add 5 mL HNO;, C(b), and 2 mL 30% H,0,, C(e). Close e,
place vessels in holder, place vessel holder in microwave gye
close door. Set oven program according to the parameters
Table 3 and start program.

The program is valid only when 12 vessels are being digesteq 3
multaneously. If fewer are being digested, the remaining Vessel
must be filled with reagent blank. When a microwave ovey, e |
than the one given as an example is used, it may be necessary to yge a2
slightly different time/power program.

%, take
gesled' 100‘ i
Stion Vesse

Ssels,
nand
8ivenjy -

Remove digestion vessels from microwave oven and let cool they.
oughly before opening them. Open vessel and rinse down lid anq
walls into container. Transfer solution to 25 mL volumetric flask ang
dilute to mark with deionized water. Then, transfer solution to plas-
tic container. Treat blanks in the same way as tests. One blank shoulq
be included in every set.

() Dilution.—If test solution needs to be further diluted (due to
high metal concentrations), dilute with 31 HNO;, C(d), in orderto_
maintain same acid concentration prior to metal determination, (g).

High acid concentration is environmentally undesirable and may
depress the analytical signal. Reduce acid strength by diluting the =
test solution ¥ with 0.1M nitric acid and standard solutions % with
3M nitric acid. The tests and standards are thereby brought io the

tant when a calibration curve is used.

(g) Atomic absorption spectrophotometry.—Use of flame or
graphite furnace technique is determined by the concentration of the
metal to be determined. Flame technique should be used as far as
possible, since this technique is less sensitive to interference than the
GFAAS. The most appropriate wavelength, gas mixture/tempera-
ture program, and other instrumental parameters for each metal are
found in the manual provided with the instrument. Always use
background correction.

Measurements must be within the linear range when the method
of standard addition is used. A standard addition curve consists of at
least 3 points, of which at least 2 are standards. The concentration of
the highest standard should be 3~5 times the concentration in the test
solution. The lower standard should have a concentration approxi-
mately half of the highest standard. A simplified version of the
method of standard addition is to use a matrix-matched standard
curve, which s applicable to products with the same matrix: The test
and standard solutions are mixed and used to make a standard addi-
tion curve. This curve is then parallel transferred to origin and is use_d
as the standard curve for the tests that followed and that have beendi-
luted in the same proportions. The matrix-matched standard curve
and the test solutions will thus have the same matrix concentration-
On most modern instruments, this function is included in the soft
ware.

(I) Flame technique.—The concentration of Zn, Cu, and Fe ar¢
usually atlevels suitable for determination by FAAS. When calibra-
tion curve is to be used, standards and test solutions must have the
same acid concentration.

~ same acid concentration. Malching of acid concentrations is impor-
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999.10D Parameters for microwave oven program

Power (watts) Duration (min)

250 3
630 S
500 22

0 15

¢ Fe may be strongly affected by interferences from the ma-
¢ either the method of standard addition or matrix-matched
dards. When experiencing severe interferences, an oxidizing ni-
de acetylene flame may be an alternative.

Graphite furnace technique.—This technique is generally re-
for determination of Pb and Cd in foods. Use pyrolytically
ed tubes with platforms. Since the method results in a fairly
dilution of the analyte, it may frequently be needed also for the
rmination of, e.g., Cu. The method of standard addition or ma-
matched standards should always be used unless shown to be
cessary (i.e., no significant difference between the slopes of
tion curves of pure working standard and standard addition
s of the test product). Measurements must be made in the linear
e when the method of addition is used.

ogram the autosampler to deliver a volume that gives as large an
rbance as possible within the linear range and producing a back-
d absorbance not larger than approximately 0.5 absorbance
‘Multiple injection may enhance the absorbance at very low
trations. Evaluate each new matrix by means of ash- and at-
on-curves in order to optimize the graphite furnace parame-

Calculations and Evaluation of Results

culate the concentration (C) of metal in the test sample accord-
) the formula: |
C=(a—b)df><25 l

m

tere C = concentration in the test sample (mg/kg); a = concentra-
n the test solutions (mg/L); df = dilution factor; b = mean con-
ation in the blank solutions (mg/L); m = weight of the test

If(a~b) is lower than the detection limit, DL, then (a—b) is replaced
L for calculation of the limit of detection in the test sample.

f the test solution has been diluted, the dilution factor (df) has to

taken into account. If the test portion was dried and the result

ould be based on fresh weight, correct according to the following:

100-H,0%
Coy=Cx———27
i 100
‘ere Cry = concentration in the test portion corrected to fresh
ght (mg/kg); H,0% = the water content of the test portion (%).
When. running replicates, the average of the results should be
e with 3 significant figures.
Detection limit —The DL for each metal is calculated as DL=3x
§ard deviation of the mean of the blank determinations n=
0). A large number of blanks must be analyzed before DL can be

e
established. A DL is not static and will need to be re-evaluated from
time to time in accordance with changes in the blank levels.
Reference: J. AOAC Int. (future issue).

9.1.09
AOAC Official Method 999.11
Determination of Lead, Cadmium,
Copper, Iron, and Zinc
in Foods

Atomic Absorption Spectrophotometry
after Dry Ashing
First Action 1999

[Applicable to the determination of lead, cadmium, zinc, copper,
and iron in food by dry ashing and flame atomic absorption spec-
trometry (GFAAS), flame and graphite furnace procedures. See Ta-
ble 999.11A for the results of the interlaboratory study supporting
the acceptance of the method.]

Caution: Always gently add acid to water.

Avoid environmental contamination by Pb. Store quartz crucibles
in20% HNOj; and rinse with deionized water before use. When nec-
essary, crucibles may be boiled with 20% HNO; before use. Heat
platinum crucibles until red hot and boil with 50% (v/v) HC1 prior to
use.

Ash products with a high fat content (>40%), e.g., margarine or
lard, with great care to avoid self-ignition. Pre-ash such products ac-
cording to D(c)(2), even if a programmable furnace is used.

A. Principle

Test portions are dried and then ashed at 450°C under a gradual in-
crease (<50°C/h) in temperature. 6M HCI (1 + 1) is added, and the
solution is evaporated to dryness. The residue is dissolved in 0.1M
HNOs,, and the analytes are determined by flame and graphite proce-
dures.

B. Apparatus

(a) Atomic absorption spectrophotometer—With an air-acety-
lene burner or nitrous oxide-acetylene burner for flame and a graph-
ite furnace for electrothermal determinations, with appropriate
background (nonatomic) correction (see Table 999.11B).

See Table 999.11C for example of instrumental parameters for
graphite furnace AAS. (The parameters listed are for a Perkin Elmer
HGA-500 instrument. For other instruments, the parameters may
have to be changed. Suitable parameters are usually given in the
manual provided with the instrument.)

(b) Hollow cathode, or electrodeless discharge lamps for all ele-
ments determined.

(¢) Furnace.—Programmable, or muffle furnace with thermostat
maintaining 450 + 25°C. If muffle furnace is used, a separate
pre-ashing device is required. See (d)-(h). A

(d) Hot plizte.—With heating control, to heat up to about 300°C.

(e) Lamp.—IR 250 W, fixed to aretort stand in a way that allows
adjustment of the distance to the plate.

(f) Ceramic plate—e.g., Desiccator plate on a low stand, with a
diameter that suits the hot plate.

(g) Glass cover—e.g., Crystallizing dish, 185 mm diameter,
100 mm height, to fit on (f) or equivalent.

© 2000 AOAC INTERNATIONAL

82



ANEXO 3: CALCULOS DE RECUPERACION PARA HIERRO Y ZINC

Hierro Replica Fortificacion | Muestra C C M sin forti. Resta %R Criterio_de Media %R
(mg/L) @ | (mgl) |(mg100g)| (mglL) aceptacion

1 0,013 0,5010 | 0,091 1,82 0,07893 0,012 | 96,21
2 0,013 0,5006 | 0,092 1,84 0,07886 0,013 | 104,68 99,20
3 0,013 0,5006 | 0,091 1,82 0,07886 0,012 | 96,72
1 0,240 0,5056 | 0,319 6,31 0,07965 0,239 | 99,73

Semana 1 2 0,240 0,5002 | 0,318 6,36 0,07880 0,239 | 99,67 | 80-110% | 98,09
3 0,240 0,5036 | 0,307 6,10 0,07933 0,228 | 94,86
1 0,660 05148 | 0,717 13,93 0,08110 0,636 | 96,35
2 0,660 0,5026 | 0,701 13,95 0,07918 0,622 | 94,22 95,05
3 0,660 0,5001 | 0,703 14,06 0,07878 0,624 | 94,58
1 0,013 0,5096 | 0,089 1,75 0,07597 0,013 | 103,80
2 0,013 0,5108 | 0,088 1,72 0,07615 0,012 | 94,41 99,12
3 0,013 0,5001 | 0,087 1,74 0,07456 0,012 | 99,15
1 0,240 0,5017 | 0,304 6,06 0,07479 0,229 | 95,50

Semana 2 2 0,240 0,5003 | 0,302 6,04 0,07459 0,227 | 94,76 | 80-110% | 95,50
3 0,240 0,5034 | 0,306 6,08 0,07505 0,231 | 96,23
1 0,660 0,5214 | 0,691 13,25 0,07773 0,613 | 92,92
2 0,660 0,5234 | 0,699 13,35 0,07803 0,621 | 94,09 93,47
3 0,660 0,5071 | 0,692 13,65 0,07560 0,616 | 93,39
1 0,013 0,5001 | 0,080 1,60 0,06843 0,012 | 92,16
2 0,013 0,5070 | 0,081 1,60 0,06938 0,012 | 92,60 93,48
3 0,013 0,5188 | 0,083 1,60 0,07099 0,012 | 95,67
1 0,240 0,5038 | 0,300 5,95 0,06894 0,231 | 96,27

Semana 3 2 0,240 0,5213 | 0,307 5,89 0,07134 0,236 | 98,19 | 80-110% | 97,15
3 0,240 0,5207 | 0,304 5,84 0,07125 0,233 | 96,98
1 0,660 0,5069 | 0,718 14,16 0,06936 0,649 | 98,28
2 0,660 0,5046 | 0,720 14,27 0,06905 0,651 | 98,63 98,63
3 0,660 0,5097 | 0,723 14,18 0,06975 0,653 | 98,98
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Zinc Replica Fortificacion | Muestra C C M sin forti. Resta %R Criterio de Media %R
(mg/L) @ | (mgl) | (mg100g)| (mglL) aceptacion

1 0,013 0,5001 | 0,111 2,22 0,09885 0,012 | 96,06
2 0,013 0,5070 | 0,112 2,21 0,10021 0,012 | 93,19 95,90
3 0,013 0,5188 | 0,115 2,22 0,10254 0,012 | 98,46
1 0,175 0,5038 | 0,262 5,20 0,09958 0,162 | 92,81

Semana 1 2 0,175 0,5213 | 0,273 5,24 0,10304 0,170 | 97,12 | 80-110% | 94,18
3 0,175 0,5207 | 0,265 5,09 0,10292 0,162 | 92,62
1 0,400 0,5069 | 0,496 9,78 0,10019 0,396 | 98,95
2 0,400 0,5046 | 0,498 9,87 0,09974 0,398 | 99,57 99,44
3 _ 0,400 0,5097 | 0,500 9,81 0,10075 0,399 | 99,81

Zinc Replica Fortificacion | Muestra C C M sin forti. Resta %R Criterio de Media %R
(mg/L) @ | (mgl) |(mg100g)| (mglL) aceptacion

1 0,013 0,5096 | 0,107 2,10 0,09469 0,012 | 97,34
2 0,013 0,5108 | 0,107 2,09 0,09491 0,012 | 95,58 96,14
3 0,013 0,5001 | 0,105 2,10 0,09292 0,012 | 9549
1 0,175 0,5017 | 0,252 5,02 0,09322 0,159 | 90,73

Semana 2 2 0,175 0,5003 | 0,251 5,02 0,09296 0,158 | 90,31 | 80-110% | 90,53
3 0,175 0,5034 | 0,252 5,01 0,09353 0,158 | 90,55
1 0,400 0,5214 | 0,484 9,28 0,09688 0,387 | 96,78
2 0,400 0,5234 | 0,483 9,23 0,09725 0,386 96,44 97,05
3 0,400 0,5071 | 0,486 9,58 0,09422 0,392 | 97,94
1 0,013 0,5060 | 0,119 2,35 0,10761 0,011 | 90,03
2 0,013 0,5045 | 0,119 2,36 0,10729 0,012 | 92,56 91,88
3 0,013 0,5089 | 0,120 2,36 0,10823 0,012 | 93,06
1 0,175 0,5022 | 0,280 5,58 0,10680 0,173 | 98,97

Semana 3 2 0,175 0,5113 | 0,279 5,46 0,10874 0,170 | 97,29 | 80-110% | 97,88
3 0,175 0,5012 | 0,277 5,53 0,10659 0,170 | 97,38
1 0,400 0,5052 | 0,502 9,94 0,10744 0,395 | 98,64
2 0,400 0,5137 | 0,500 9,73 0,10925 0,391 | 97,69 98,09
3 0,400 0,5040 | 0,499 9,90 0,10719 0,392 | 97,95
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ANEXO 4: CERTIFICADOS DE ESTANDARES UTILIZADOS

e AccuStandard; Inc. W
CERTIFICATE OF ANALYSIS

AccuTrace™ Reference Standard
Item Number: AA70N-1

Element: Zinc
Storage Condition: Ambient
Hazards: IRRITANT P ’ Date Certified: 2/28/2011
Matrix: 2-5% Nitric acid Expiration: Heb /2016

Sample Size: 100 mL

Lot: 211025060

x |Included on ISO/IEC 17025 Scope of Accreditation
(x|Included on ISO Guide 34 Scope of Accreditation

Actual Lot Analysis

Zinc 1000 pg/mL

The gravimetric uncertainty for this product is +0.24%. The CRM uncertainty is £5%. Sce reverse side for
details. a5
The concentration of the final solution was verified by ICP against NIST SRM#

3168a
RESULTS: This solution standard was certified Tor acturacy of major efementai consttaency via
methodology traceable to primary or well characterized secondary standards. All trace level elements and
impurities were determined via plasma emission spectroscopy on the concentrate.

This standard was prepared gravimetrically to contain the elemental concentrations shown above. Balances,
used in the preparation, are calibrated regularly using NIST-traceable weights. All glassware is Class A.

Use good laboratory procedure when dilming this product. Shake bottle prior to use and do not pipette
directly out of the bottle. Use only cleaned Class A volumetric glassware.

We certify the accuracy of this standard to be + 0.5% of the stated value until the expiration date listed
above, provided it is kept tightly capped and stored under normal laboratory conditions.

‘ P Suufion

Lydia Snyder
For usc in routing laboratory analysis. Inorganic QC Supervisor
AccuStandard is accredited to ISO Guide 34, ISO/IEC 17025 and certified to ISO 9001 orommoan
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125 Market Street

Tel (203)786-5290
New Haven, CT 06513
USA

AccuStandard; Inc. o iy

CERTIFICATE OF ANALYSIS -

AccuTrace™ Reference Standard
Item Number: AA27N-1

Element: Iron

Storage Condition: Ambient Lot: 210065173
Hazards: IRRITANT.. bt oo Date Certified: .7/1/2010 .
Matrix: 2-5% Nitric acid Expiration: Jul /2015

Sample Size: 100 mL
I x |Included on ISO/IEC 17025 Scope of Accreditation
Xlncluded on ISO Guide 34 Scope of Accreditation

Actual Lot Analysis
Iron 1000pg/mL

The gravimetric uncertainty for this product is +0.24%. The CRM uncertainty is +5%. See reverse side for
details. ‘
The concentration of the final solution was verified by ICP against NIST SRM#

3126a i
RESULTS. ~Tinssotudon standara was ceitificd foraccuracy-of major ciemeintat constitucinoy-via
methodology traceable to primary or well characterized secondary standards. All trace level elements and
impurities were determined via plasma emission spectroscopy on the concentrate.

This standard was prepared gravimetrically to contain the elemental concentrations shown above. Balances,
used in the preparation, are calibrated regularly using NIST-traceable weights. All glassware is Class A.

Use good laboratory procedure when diluting this product. Shake bottle prior to use and do not pipette
directly out of the bottle. Use only cleaned Class A volumetric glassware.

We certify the accuracy of this standard to be =+ 0.5% of the stated value until the expiration date listed
above, provided it is kept tightly capped and stored under normal laboratory conditions.

Lydia Snyder
For use in routine laboratory analysis. Inorganic QC Supervisor

AccuStandard is accredited to ISO Guide 34, ISO/IEC 17025 and certified to ISO 9001 OR-ORG/INO-001

Rev. 711
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Yo, Gabriela Sofia Betancourt Flores, con CC. 1725358145, autora del trabajo de graduacion
intitulado: “Determinacion de hierro y zinc en diferentes especies de pescados de la costa
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Informacion de la Educacion Superior del Ecuador para su difusion pablica respetando
los derechos del autor.
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Quito, 23 enero de 2017

Gabriela Betancourt

Cl. 1725358145
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