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RESUMEN

|. RESUMEN

Los frijoles o judias son un tipo de vegetales de la familia de las leguminosas,
ampliamente conocidos por su alto contenido de hierro. En Nicaragua se cultivan
diversos tipos de frijoles especialmente los de la variedad roja, aunque también se
cultivan otras variedades como la blanca. Los frijoles ocupan un lugar importante en
la dieta diaria de los nicaragienses, en las que son consumidos en diversas
preparaciones ya sea de forma individual o combinados con otros platos. En el
presente trabajo se muestra un método espectrofotométrico utilizado para la
determinacion de hierro en muestras de frijoles, usando para ello la complejacion con
o-fenantrolina. De esta forma inicialmente se optimizaron las condiciones
experimentales del método y se obtuvieron sus parametros de desempefio.
Determinandose un rango lineal de 0 a 1.0 ppm, un coeficiente de determinacion
(R2) mayor de 0.99, la ausencia de efecto matriz, un porcentaje de recuperacion
(%R) mayor del 100%, una desviacion estandar relativa (DER) de la repetibilidad y
de la reproducibilidad menores del 20% y unos limites de deteccidén y cuantificacion
de 0.05 ppm y 0.13 ppm respectivamente. Finalmente el método fue aplicado a la
determinacién del contenido de hierro en muestras de frijoles: blanco, negros y rojos
antes y después de someterlos a un proceso de coccion, encontrdndose diferencias
significativas entre el contenido de hierro antes y después de su coccion,

demostrando la utilidad del método propuesto.
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OBJETIVOS

II. OBJETIVOS:

1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el contenido del hierro en algunas muestras de frijoles antes y después

de su tratamiento térmico usando la técnica de comparacion de espectrofotometria

de UV-Visible y el complejo de hierro - O-Fenantrolina

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Seleccionar las muestras de estudio

Determinar los parametros experimentales del método

Determinar y comparar el contenido de hierro en muestras de frijoles antes y

después del tratamiento térmico.

Relacionar el contenido del hierro encontrado en las muestras con las dosis

diarias recomendadas.
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MARCO TEORICO

l1l. MARCO TEORICO

1.1 FRIJOLES

l11.1.1 DESCRIPCION

Phaseolus vulgaris es la especie mas conocida del género Phaseolus en la familia
Fabaceae con unas cincuenta especies de plantas, todas nativas de América. Es una
especie anual de la familia de las leguminosas de América, que se cultiva en todo el
mundo. Existen numerosas variedades y de ella se consumen tanto las vainas

verdes como los granos secos. [1]

Las especies de este género son conocidas vulgarmente como porotos, frijoles,
habichuelas o judias de acuerdo a las distintas regiones en las que se encuentran.
Las vainas verdes se denominan ejotes, judia verde, poroto verde, vainicas o
chaucha y las semillas: alubias, fabes, caraotas, chicharos, frijoles, fabas, frejoles,
frijoles, frisoles, frijones, granos, habichuelas, judias, pochas, porotos ... son las
semillas comestibles de Phaseolus wvulgaris. EI nombre «frijol» viene del
asturleonésfréxol y éste del latin Phaseolus (también el gallego feixén, el catalan

fesol, el portugués feijao, el italiano fagiolo, el rumano fasole).

Son uno de los alimentos mas antiguos que el hombre conoce; han formado parte
importante de la dieta humana desde hace miles de afios. Se encuentran entre las
primeras plantas alimenticias domesticadas y luego cultivadas. El frijol domesticado
mas antiguo se ha encontrado en la Cueva del Guitarrero, un sitio arqueolégico en
Perd, y se ha aproximado su fecha de alrededor del segundo milenio AC.4 Los
frijoles comunes empezaron a cultivarse hace aproximadamente 7000 afios A.C. en
el sur de México y Guatemala. En México, los nativos cultivaron los frijoles blancos,
negros, y todas las demas variedades de color. También semillas pequeias y

semillas grandes.

Hernandez Valdivia y Gonzalez Carrion


http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Phaseolus
http://es.wikipedia.org/wiki/Familia_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
http://es.wikipedia.org/wiki/Especie
http://es.wikipedia.org/wiki/Planta
http://es.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica
http://es.wikipedia.org/wiki/Anual
http://es.wikipedia.org/wiki/Leguminosas
http://es.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica
http://es.wikipedia.org/wiki/Especie
http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Ejotes
http://es.wikipedia.org/wiki/Jud%C3%ADa_verde
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Vainicas&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Chaucha
http://es.wikipedia.org/wiki/Semilla
http://es.wikipedia.org/wiki/Asturleon%C3%A9s

MARCO TEORICO

Puesto que las culturas Mesoamericanas de México
cruzaron el continente americano, estos frijoles y las
practicas de cultivo se propagaron poco a poco por toda

Suramérica a medida que exploraban y comercializaban

con otras tribus. Cuando los conquistadores de la
Peninsula Ibérica llegaron al Nuevo Mundo, florecian diversas variedades de frijoles.
Cristébal Colon les llamo faxones y favas por su parecido a las habas del viejo
mundo, los aztecas los llamaban etl, los mayas buul y quinsoncho, los incas purutu,
los cumanagotos de Venezuela caraotas, en el Caribe les denominaban cunada, los
chibchas jistle o histe (CARTAY, 1991). Los primeros exploradores y comerciantes
llevaron posteriormente las variedades de frijol americano a todo el mundo, y a
principios del siglo XVII, los frijoles ya eran cultivos populares en Europa, Africa y
Asia. [1]

Los frijoles se ubican dentro del grupo de las leguminosas, que se caracterizan por
crecer en forma de vaina y se caracteriza por ser uno de los alimentos que contienen
mas proteinas que constituyen hasta el 20% de nuestro peso corporal y sirven para
el crecimiento, el proceso del metabolismo, la formacién de anticuerpos que protegen

de enfermedades y la produccién de energia, entre otras funciones. [2]

I1.1.2 PROPIEDADES

Los frijoles poseen un alto contenido en proteinas y en fibra, siendo asi mismo una
fuente excelente de minerales, su contenido nutricional promedio por cada 100
gramos de alimento crudo en peso neto es el siguiente: [1]

Valor nutricional por cada 100 g
Energia 330 kcal 1390 kJ
Carbohidratos 6159

Fibra alimentaria | 4.3 g

Grasas 18¢g
Saturadas 0.12g
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Continuacién de la tabla de valor nutricional por cada 100 g de

frijoles
Valor nutricional por cada 100 g
Energia 330 kcal 1390 kJ
Monoinsaturadas 0.06 g
Poliinsaturadas 0.18 ¢
Proteinas 19.2 ¢
Agua 7949
Vitamina A 1.0 pg (0%)
Tiamina (Vit. B1) 0.62 mg (48%)
Riboflavina (Vit. B2) | 0.14 mg (9%)
Niacina (Vit. B3) 1.7 mg (11%)
Vitamina B6 0.4 mg (31%)
Acido folico (Vit. B9) | 394 ug (99%)
Calcio 228 mg (23%)
Magnesio 140 mg (38%)
Faésforo 407 mg (58%)
Potasio 1406 mg (30%)
Sodio 24 mg (2%)
Zinc 2.79 mg (28%)

1.2 HIERRO

El hierro o fierro es un elemento quimico de nimero atémico 26 situado
en el grupo 8, periodo 4 de la tabla periédica de los elementos. Su
simbolo es Fe (del latinférrum) y tiene una masa atémica de 55,6 u.

[3][4]

Este metal de transicion es el cuarto elemento mas abundante en la
corteza terrestre, representando un 5% vy, entre los metales, solo el
aluminio es mas abundante. [3][4]
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El nucleo de la Tierra esta formado principalmente por hierro y niquel, generando al
moverse un campo magnético. Ha sido histéricamente muy importante, y un periodo

de la historia recibe el nombre de Edad de Hierro. [3]

En cosmologia, es un metal muy especial, pues es el metal mas pesado que puede
producir la fusion en el nucleo de estrellas masivas; los elementos mas pesados que

el hierro solo pueden ser creados en supernovas.

11.2.1 CARACTERISTICAS
Es un metal maleable, de color gris plateado y presenta propiedades magnéticas; es
ferromagnético a temperatura ambiente y presion atmosférica. Es extremadamente

duro y pesado.

Se encuentra en la naturaleza formando parte de numerosos minerales, entre ellos
muchos Oxidos, y raramente se encuentra libre.
Para obtener hierro en estado elemental, los
oxidos se reducen con carbono y luego es
sometido a un proceso de refinado para eliminar

las impurezas presentes.

Es el elemento més pesado que se produce
exotérmicamente por fusion, y el mas ligero que se
produce a través de una fisién, debido a que su nudcleo tiene la mas alta energia de
enlace por nucledn (energia necesaria para separar del ndcleo un neutréon o un

protén); por lo tanto, el ndcleo mas estable es el del hierro-56 (con 30 neutrones).

Presenta diferentes formas estructurales dependiendo de la temperatura y presion. A
presién atmosférica:
o Hierro-a: estable hasta los 911 °C. El sistema cristalino es una red cubica

centrada en el cuerpo (bcc).

Hernandez Valdivia y Gonzalez Carrion


http://es.wikipedia.org/wiki/Tierra
http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%ADquel
http://es.wikipedia.org/wiki/Campo_magn%C3%A9tico
http://es.wikipedia.org/wiki/Edad_de_Hierro
http://es.wikipedia.org/wiki/Cosmolog%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Fusi%C3%B3n_nuclear
http://es.wikipedia.org/wiki/Supernova
http://es.wikipedia.org/wiki/Magnetismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Ferromagn%C3%A9tico
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Refinado
http://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3n

MARCO TEORICO

o Hierro-y: 911 °C - 1392 °C; presenta una red cubica centrada en las caras
(fce).

o Hierro-6: 1392 °C - 1539 °C; vuelve a presentar una red cubica centrada en el
cuerpo.

o Hierro-¢: Puede estabilizarse a altas presiones, presenta estructura hexagonal

compacta (hcp).

El hierro es ferromagnético hasta la temperatura de Curie (768 °C), a partir de la cual
pasa a ser paramagnético. Antiguamente, al hierro-a paramagnético se le llamaba

hierro-B, aunque hoy en dia no se suele distinguir entre las fases a y (3.

[11.2.2 APLICACIONES

El hierro es el metal mas usado, con el 95% en peso de la produccién mundial de
metal. El hierro puro (pureza a partir de 99,5%) no tiene demasiadas aplicaciones,
salvo excepciones para utilizar su potencial magnético. El hierro tiene su gran
aplicacion para formar los productos siderargicos, utilizando éste como elemento
matriz para alojar otros elementos aleantes tanto metalicos como no metalicos, que
confieren distintas propiedades al material. Se considera que una aleacién de hierro
es acero si contiene menos de un 2,1% de carbono; si el porcentaje es mayor, recibe

el nombre de fundicion.

El acero es indispensable debido a su bajo precio y tenacidad, especialmente en

automoviles, barcos y componentes estructurales de edificios.

Las aleaciones férreas presentan una gran variedad de propiedades mecanicas
dependiendo de su composicién o el tratamiento que se haya llevado a cabo.

111.2.3 OBTENCION

Se encuentra formando parte de numerosos minerales, entre los que destacan la
hematites (Fe,O3), la magnetita (FeszO,), la limonita (FeO (OH)), la siderita (FeCOs3),
la pirita (FeS,), la ilmenita (FeTiO3), etc.
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Se puede obtener hierro a partir de los 6xidos con mas o

menos impurezas. Muchos de los minerales de hierro son

oxidos, y los que no, se pueden oxidar para obtener los

correspondientes oxidos.

La reduccién de los oOxidos para obtener hierro se lleva a cabo en un horno
denominado comunmente alto horno (también, horno alto). En él se afiaden los
minerales de hierro en presencia de coque y carbonato de calcio, CaCOs, que actla

como escorificante.

Los gases sufren una serie de reacciones; el cogue puede reaccionar con el oxigeno
para formar diéxido de carbono:
C+0,— CO,

A su vez el di6xido de carbono puede reducirse para dar monoxido de carbono:
CO,+C — 2CO

Aunque también se puede dar el proceso contrario al oxidarse el monéxido con
oxigeno para volver a dar didxido de carbono:
2CO + O,— 2CO,

El proceso de oxidacién de coque con oxigeno libera energia y se utiliza para
calentar (llegandose hasta unos 1900 °C en la parte inferior del horno).
En primer lugar los 6xidos de hierro pueden reducirse, parcial o totalmente, con el
monoxido de carbono, CO; por ejemplo:
Fes04 + CO — 3FeO + CO,
FeO + CO — Fe + CO;

Después, conforme se baja en el horno y la temperatura aumenta, reaccionan con el

coque (carbono en su mayor parte), reduciéndose los oxidos. Por ejemplo:
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FesO, + C — 3FeO + CO
El carbonato de calcio (caliza) se descompone:
CaC0O3;—Cal + CO»,

Y el dioxido de carbono es reducido con el coque a monéxido de carbono como se
ha visto antes.

Mas abajo se producen procesos de carburacion:
3Fe + 2CO — Fe3C + CO;

Finalmente se produce la combustiébn y desulfuracion (eliminacion de azufre)
mediante la entrada de aire. Y por ultimo se separan dos fracciones: la escoria y el
arrabio: hierro fundido, que es la materia prima que luego se emplea en la industria.
El arrabio suele contener bastantes impurezas no deseables, y es necesario
someterlo a un proceso de afino en hornos llamados convertidores.

En 2000 los cinco mayores productores de hierro eran China, Brasil, Australia, Rusia
e India, con el 70% de la produccion mundial. Actualmente el mayor yacimiento de
Hierro del mundo se encuentra en la regién de "El Mutin", en el departamento de
Santa Cruz, Bolivia; dicho yacimiento cuenta con mas de 40.000.000 de toneladas
para explotar.

[11.2.4 COMPUESTOS

o Los estados de oxidacion mas comunes son +2 y +3. Los 6xidos de hierro méas
conocidos son el 6xido de hierro (Il) (FeO), el 6xido de hierro (lll), Fe;03, y el
oxido mixto Fe30,.

Forma asimismo numerosas sales y complejos en estos
estados de oxidacion. El hexacianoferrato (Il) de hierro
(1), usado en pinturas, se ha denominado azul de Prusia

o azul de Turnbull; se pensaba que eran sustancias
diferentes.
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. Se conocen compuestos en el estado de oxidacion +4, +5 y +6, pero son poco
comunes, y en el caso del +5, no esta bien caracterizado. El ferrato de potasio
(K2FeOy), en el que el hierro esta en estado de oxidacién +6, se emplea como
oxidante. El estado de oxidacion +4 se encuentra en unos pocos compuestos y
también en algunos procesos enzimaticos.

. El Fe3sC se conoce como cementita, que contiene un 6,67 % en carbono, al
hierro a se le conoce como ferrita, y a la mezcla de ferrita y cementita, perlita o
ledeburita dependiendo del contenido en carbono. La austenita es una solucion
solida intersticial de carbono en hierro vy

(Gamma).

<
111.2.5 METABOLISMO Sy “))
Aungue solo existe en pequefias cantidades en los ’ ¢
seres vivos, el hierro ha asumido un papel vital en el |
crecimiento y en la supervivencia de los mismos y es iﬁ/‘“‘
necesario no solo para lograr una adecuada - '
oxigenacion tisular sino también para el metabolismo

de la mayor parte de las células.
En la actualidad con un incremento en el oxigeno atmosférico el hierro se encuentra
en el medio ambiente casi exclusivamente en forma oxidada (o férrica Fe**) y en esta

forma es poco utilizable.

En los adultos sanos el hierro corporal total es de 3 a 4 gramos 6 35 mg/kg en las
mujeres a 50 mg/kg en los hombres. Se encuentra distribuido en dos formas:

v' 70% como hierro funcional (2,89):

. Eritrocitos (65%).
. Tisular: mioglobinas (4%).
. Enzimas dependientes del hierro (hem y no hem): 1%

10
Hernandez Valdivia y Gonzalez Carrion


http://es.wikipedia.org/wiki/Cementita
http://es.wikipedia.org/wiki/Ferrita
http://es.wikipedia.org/wiki/Perlita
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Ledeburita&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Austenita
http://es.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Eritrocito
http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima

MARCO TEORICO

Estas son enzimas esenciales para la funcién de las mitocondrias y que controlan la
oxidacion intracelular (citocromos, oxidasas del citocromo, catalasas, peroxidasas).
Transferrina (0,1%), la cual se encuentra normalmente saturada en 1/3 con hierro.

La mayor atencion con relacién a este tipo de hierro se ha enfocado hacia el eritrén,
ya que su estatus de hierro puede ser facilmente medible y constituye la principal
fraccion del hierro corporal.

v' 30% como hierro de depésito (1 g):
. Ferritina (2/3).

. Hemosiderina (1/3).

. Hemoglobina: Transporta el oxigeno a las células.

. Transferrina: Transporta el hierro a través del plasma.

. Ferritina: Principal forma de depdsito del hierro en los tejidos.
111.2.6 ISOTOPOS

El hierro tiene cuatro is6topos estables naturales: **Fe, *°Fe, *'Fe y *®Fe, Las
abundancias relativas en las que se encuentran en la naturaleza son de
aproximadamente: >*Fe (5,8%), *°Fe (91,7%), >'Fe (2,2%) y *°Fe (0,3%).

1.2.7 PRECAUCIONES
La siderosis es el depdsito de hierro en los tejidos. El hierro en exceso es toxico. El
hierro reacciona con peroxido y produce radicales libres; la reaccion mas importante
es:

Fe*" + H,0,— Fe* + OH + OH’

Cuando el hierro se encuentra dentro de unos niveles normales, los mecanismos
antioxidantes del organismo pueden controlar este proceso.

La dosis letal de hierro en un nifilo de 2 afos es de unos 3 g. 1 g puede provocar un
envenenamiento importante. El hierro en exceso se acumula en el higado y provoca

dafios en este 6rgano. [3]
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111.2.8 CLASIFICACION
Este micro mineral u oligoelemento, interviene en la formacién de la hemoglobina y
de los glébulos rojos, como asi también en la actividad enzimatica del organismo. [5]

Dado que participa en la formacion de la hemoglobina de mas esta decir que
transporta el oxigeno en sangre y que es importante para el correcto funcionamiento
de la cadena respiratoria. Las reservas de este mineral se encuentran en el higado,
el bazo y la médula 6sea.

HEMOGLOBINA

Se clasifica en hierro hémico y no hémico:

o El hémico es de origen animal y se absorbe
en un 20 a 30%. Su fuente son las carnes
(especialmente las rojas).

o El no hémico, proviene del reino vegetal, es
absorbido entre un 3y 8 % y se encuentra

en las legumbres, hortalizas de hojas verdes,

salvado de trigo, los frutos secos, las
visceras y la yema de huevo.

El hierro hémico es facil de absorber mientras que el hierro no hémico es convertido
por medio del acido clorhidrico presente en el estbmago a hierro ferroso y asi es
capaz de ser absorbido en el intestino delgado, precisamente en el duodeno y parte
alta del yeyuno.

El transporte se realiza en la sangre, mayormente a través de una proteina
proveniente del higado, llamada transferrina y es distribuido en los tejidos. Es
almacenado en forma de ferritina o hemosiderina en el bazo, el higado y la medula
0sea. En ausencia de sangrado (incluyendo la menstruacion) o embarazo su pérdida
es minima. Se excreta principalmente en las heces.

Para mejorar la absorcion del hierro no hémico siempre es bueno consumir
conjuntamente alimentos que contengan vitamina C.
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Los inhibidores de la absorcién de hierro no hémico son: el té, café, la leche bovina,
la clara del huevo, el salvado de trigo y los productos de soya.

La falta de hierro en el organismo puede producir mala sintesis proteica, deficiencia
inmunitaria, aumento del &cido lactico, aumento de noradrenalina, menor
compensacion de enfermedades cardiopulmonares y anemia.

La forma de identificarlo que demuestra carencia de hierro es una menor respuesta
al estrés, menor rendimiento laboral, alteracion en la conducta y mala regulacion
térmica.

Las necesidades diarias de hierro son del orden de los 8 a 11 mg. /dia, requiriendo
un 50% adicional las mujeres y los hombres deportistas y hasta doble las mujeres
deportistas (20 a 25 mg. /dia).

[11.2.9 FUNCIONES

o Transporte y depésito de oxigeno en los tejidos:

El grupo hemo o hem que forma parte de la hemoglobina y mioglobina esta
compuesto por un atomo de hierro. Estas son proteinas que transportan y almacenan
oxigeno en nuestro organismo. La hemoglobina, proteina de las sangre, transporta el
oxigeno desde los pulmones hacia el resto del organismo.

La mioglobina juega un papel fundamental en el transporte y el almacenamiento de
oxigeno en las células musculares, regulando el oxigeno de acuerdo a la demanda
de los musculos cuando entran en accion.

o Metabolismo de energia:
Interviene en el transporte de energia en todas las células a través de unas enzimas
llamadas citocromos que tienen al grupo hemo o hem
(hierro) en su composicion.
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o Antioxidante:

Las catalasas y las peroxidas son enzimas que contienen hierro que protegen a las
células contra la acumulacion de peroxido de hidrogeno (quimico que dafa a las
células) convirtiéndolo en oxigeno y agua.

o Sintesis de ADN:
El hierro interviene en la sintesis de ADN ya que forma parte de una

enzima (ribonucledtidoreductasa) que es necesaria para la sintesis de
ADN vy para la division celular.

o Sistema nervioso:

El hierro tiene un papel importante en sistema nervioso central ya que participa en la
regulacion los mecanismos bioquimicos del cerebro, en la produccion de
neurotransmisores y otras funciones encefalicas relacionadas al aprendizaje y la
memoria como asi también en ciertas funciones motoras y reguladoras de la
temperatura.

o Detoxificacion y metabolismo de medicamentos y contaminantes
ambientales:

El Citocromo p450 es una familia de enzimas que contienen hierro en su

composicién y que participa en la degradacion de sustancias propias del organismo

(esteroides, sales biliares) como asi también en la detoxificacion de sustancias

exdgenas, es decir la liberacibn sustancias que no son producidas por nuestro

organismo.

o Sistema inmune:
La enzima mieloperoxidasa esta presente en los neutréfilos que forman parte de las
células de la sangre encargadas de defender al organismo contra las infecciones o

materiales extrafios. Esta enzima, que presenta en su composicion un grupo hemo
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(hierro), produce sustancias (acido hipocloroso) que son
usadas por los neutrofilos para destruir las bacterias y otros
microorganismos.

[11.2.10 FUENTES NATURALES

Las siguientes tablas mencionan los miligramos (mg) de hierro hémico y no hémico

presentes en una porcion de alimento.

Alimentos con hierro no hémico

Alimento Porcion Hierro en mg
(miligramos)

Cereales,100% fortificados con ¥ taza(30 gr) 18

hierro

Avena, instantanea, fortificada, 1 taza 10

preparada con agua

Semilla de soja, hervidas 1 taza 8.8
(170 gr)

Lentejas, hervidas 1 taza 6.6
(200 gr)

Espinaca, fresca, hervida, 1 taza 6.4

escurrida (180qgr)

frijoles/judias, hervidas 1 taza 5.2

Espinaca, enlatada, escurrida 1 taza 4.9
(215 gr)

Cereales, fortificado con 25% Ys taza 4.5

de hierro (30 gr)

Habas, hervidas 1 taza 4.5

Tofu, crudo, firme Y5 taza 3.4

Sémola, blanca, enriquecida, 1taza 1.5

preparada con agua

Pasas de uva, sin semilla Y5 taza 1.5

Almendras, pistachos 30 gr 1.2
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Pan de harina integral/harina 1 rodaja 0.9
blanca
Yema de huevo 1 0.45
Alimentos ricos en hierro hémico
Alimento Porcion Hierro
en mg (miligramos)
Higado de pollo, cocido 100 gr 12
Almejas y otros moluscos, enlatados 85 gr 23
Carne de pavo, cocida 145 gr 11
Carne de vaca, picada 80 % magra 100 gr 2.5
Higado de vaca, cocido 100 gr 6.2
Pollo, pechuga asada 100 gr 1.1
carne de cerdo, asada 100 gr 0.9
Atun, enlatado en agua 100 gr 0.9

[11.2.11 DEFICIENCIA DE HIERRO

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la
deficiencia de hierro se considera el primer desorden
nutricional en el mundo. El desarrollo de la deficiencia de

hierro es gradual y el comienzo se da con un balance

1y BLOOO Cnis
~ )

negativo de hierro es decir cuando la ingesta de hierro de

la dieta no satisface las necesidades diarias. Se produce
una disminucién en el depdsito de hierro del organismo
pero los niveles de hemoglobina permanecen normales. Por otro lado la anemia por
deficiencia de hierro (anemia ferropénica) es un estado avanzado en la disminucion

del hierro. Aqui los niveles de hemoglobina se encuentran por debajo de lo normal.

[5]

111.2.12 FACTORES QUE AFECTAN LA ABSORCION DEL HIERRO
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Un adulto sano absorbe aproximadamente entre 10% y 15% del hierro de la dieta.
Pero dicha absorcion estard influenciada por diferentes factores que pueden

favorecerla o disminuirla. [5][6]

Asi mismo depende del tipo de hierro que se consuma. La absorcién de hierro
hémico es del 15% al 35% y no es significativamente afectada por la dieta.
Contrariamente la absorcion del hierro no hémico es del
2% al 20% vy tiene gran influencia de otros componentes
de la dieta. [5][6]

1.2.13 FACTORES QUE FAVORECEN LA ABSORCION
DEL HIERRO: [5]

o Vitamina C (acido ascorbico): Mejora la absorcion

del hierro no hémico ya que convierte el hierro férrico
de la dieta en hierro ferroso, el cual es méas soluble y
puede atravesar la mucosa intestinal.

. Otros acidos organicos: Acido citrico, acido lactico y acido maélico también
benefician la absorcion de hierro no hémico.

o Proteinas de la carne: Ademas de proveer hierro hémico (altamente
absorbible) favorecen la absorcibn de hierro no hémico promoviendo la
solubilidad del hierro ferroso.

o Vitamina A: Mantiene al hierro soluble y disponible para que pueda ser
absorbido ya que compite con otras sustancias, polifenoles y fitatos, que unen
hierro y lo hacen poco absorbible. La combinacion de vitamina A con hierro se
usa para mejorar la anemia ferropénica (por deficiencia de hierro).

111.2.14 FACTORES QUE REDUCEN LA ABSORCION DE HIERRO:

o Acido fitico (fitatos): Se encuentra en arroz, legumbres y granos enteros. Si
bien las legumbres y los cereales tienen alto contenido de hierro no hémico, no
se los considera una buena fuente de hierro ya que también son ricos en fitatos,

17
Hernandez Valdivia y Gonzalez Carrion



MARCO TEORICO

los que inhiben la absorcion del hierro no hémico. Pequefias cantidades de

acido fitico (5 a 10 mg) pueden disminuir la absorcion del hierro no hémico en

un 50 %.

La industria alimenticia ha disminuido el contenido de

fitatos utilizando enzimas, como las fitasas, capaces de

degradar el acido fitico y asi aumentar el uso del

mismo.

o Taninos: Se encuentran en algunas frutas, vegetales,
café, té (negro, verde) vinos, chocolate, frutos secos y
especias (orégano). Pueden inhibir la absorcién ya que

se combinan con el hierro formando un compuesto

insoluble.

o Proteinas vegetales: Las proteinas de la soja (tofu) tiene un efecto inhibitorio

en la absorcion del hierro no hémico que no depende del contenido de fitatos.

o Calcio: Cuando el calcio se consume junto al hierro en una comida, el calcio

disminuye la absorcion de hierro hémico como el no hémico. El calcio tiene un

efecto inhibitorio que depende de sus o

dosis.

[11.2.15 ANEMIA POR DEFICIENCIA DE
HIERRO

Se caracteriza por ser microcitica e
hipocromica es decir que los glébulos rojos
tiene un tamafo mas pequefio que el normal y
el contenido de hemoglobina es menor dando

glébulos rojos palidos.

Existe carencia de hierro por aumento de la
demanda de hierro, por malnutricibn o dieta

GLOBULOS ROJOS EN UNA PERSONA
NORMAL ANEMICA

y .
u‘

«§ ® ‘O
§ S8

L]

deficitaria 0 por malabsorcién lo que trae como consecuencia disminuciéon de la

Hernandez Valdivia y Gonzalez Carrion
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hemoglobina y de la cantidad de globulos rojos o hematies. Sin el hierro, la

hemoglobina no puede suministrar el oxigeno necesario a los
tejidos de nuestro organismo.

111.2.15.1 SINTOMAS:

Palidez, cansancio o debilidad, irritabilidad, taquicardia,
dificultades en el aprendizaje, mayor susceptibilidad a
infecciones, dificultades respiratorias, glositis (inflamacion de la

lengua), dificultad para mantener la temperatura corporal, ufias quebradizas, dolor de

cabeza.

111.2.16 ¢QUIENES NECESITAN DOSIS EXTRAS DE HIERRO PARA PREVENIR
SU DEFICIENCIA?

Mujeres embarazadas: requieren alrededor del doble de hierro debido a que el
volumen sanguineo aumenta durante el embarazo, a las
necesidades en aumento del bebe y por la pérdida de sangre
que ocurre durante el parto. Utilizan el hierro para el normal
desarrollo del feto y la placenta.

Bebes prematuros o con bajo peso al nacer: tienen niveles

bajos de hierro en comparacion con un bebe en buen estado de salud ya que el
bebe no logra una acumulacion significativa de hierro que se da pasadas las 32
semanas de gestacion.

Nifios entre 6 meses y 4 afios: debido al rapido crecimiento que se produce
durante esta etapa.

Adolescentes: también es una etapa de crecimiento tanto para varones como
mujeres por lo cual el requerimiento de hierro es alto durante esta etapa.
Ademas las mujeres presentan perdidas menstruales

Mujeres en edad reproductiva: la pérdida de hierro se da ante la
menstruacion.

19
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o Individuos con alteraciones gastrointestinales: no pueden absorben el
hierro normalmente. Se da, entre otros, en casos de enfermedad celiaca y
Sindrome de Crohn.

o Individuos con fallo renal: el rifion no puede formar suficiente eritropoyetina
(hormona que estimula a la medula 6sea para formar glébulos rojos). Aquellos
que estan bajo didlisis pueden desarrollar anemia ya que el hierro como la
eritropoyetina puede perderse durante la dialisis

o Individuos con pérdida crdnica de sangre: por hemorragia gastrointestinal
(ulcera péptica, hernia hiatal, varices esofagicas, cancer, parasitosis, colitis
ulcerosas), por donacion de sangre, hemorragias genitourinarias.

o Vegetarianos: aquellos vegetarianos que no comen ningun tipo de producto
animal necesitan alrededor del doble de hierro por dia comparado a los no
vegetarianos. Esto se da debido a que la absorcion de hierro no hémico
provenientes de legumbres, vegetales, etc. es mucho menor. Se recomienda
consumir alimentos con hierro no hémico junto a vitamina C (citricos) para asi
aumentar la absorcion del mismo.

[11.2.17 DOSIS DIARIAS RECOMENDADAS DE HIERRO
En la siguiente tabla se muestran los valores de la ingesta diaria recomendada de
hierro segun el Departamento de Nutricion del IOM (Instituto de Medicina) tanto para

infantes, nifios y adultos.

Edad Hombres Mujeres
(mg/dia) (mg/dia)
0-6 meses 0.27 (IA)* 0.27

7-12 meses 11 11
1-3 afios 7 7
4-8 afos 10 10
9-13 afios 8 8
14-18 afios 11 15
19-50 afios 8 18
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>50 afios 8 8
Embarazo 27
Lactancia 9-10

Los nifios recién nacidos y en buen estado de salud cuentan con una reserva de
hierro que dura entre 4 a 6 meses. Hasta el momento no existe evidencia disponible
para establecer la dosis diaria recomendada desde nacimiento hasta los 6 meses de
edad. La ingesta de hierro recomendada para bebes de hasta 6 meses se basa en la
Ingesta Adecuada (IA) que refleja la ingesta promedio de hierro de bebes saludables

gue se alimentan con leche materna.

El hierro de la leche materna es bien absorbido por los infantes. Se estima que los
infantes utilizan mas del 50% del hierro presente en la leche materna comparado con
menos del 12% del hierro presenta en la formula. Se recomienda la lactancia
materna durante al menos los primeros 6 meses de vida y luego la incorporacion
gradual de comidas sélidas con contenido de hiero desde los 7 a 12 meses de edad.
En caso contrario las férmulas deben estar fortificadas con hierro (4 a 12 miligramos

de hierro por litro).

[11.2.18 TOXICIDAD

Se puede producir una sobredosis de hierro (toxicidad aguda) en los nifios menores
de 6 afios ante una ingesta accidental de suplementos de hierro dando vémitos |,
diarrea, dolor abdominal llegando a dificultades respiratorias, coma y muerte.

Altas dosis de suplementos de hierro en adultos pueden traer complicaciones
gastrointestinales como constipacion, nausea, vomitos, diarrea, especialmente si son
tomados con el estbmago vacio.
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Existe un alto potencial de tener toxicidad de hierro dado que muy poca cantidad de
hierro es excretado por el organismo. Ademas el hierro tiende a acumularse en los
tejidos y 6érganos cuando sus depdsitos estan saturados.

Los individuos con hemocromatosis pueden desarrollar una sobrecarga de hierro. La
hemocromatosis es una enfermedad hereditaria que altera el metabolismo del hierro
haciendo que se acumule en grandes cantidades en el organismo a lo largo de toda

su vida ocasionando dafio a distintos 6rganos.

Los individuos con anemias severas (que no son causadas por deficiencia de hierro)
que necesitan trasfusiones de sangre también pueden desarrollar una sobrecarga de

hierro.

Ante la deficiencia de hierro, la terapia con suplementos de hierro puede ocasionar:
irritacion gastrointestinal, nausea, vomitos, diarrea, constipacion, heces oscuras.

El Instituto de Medicina de la Academia Nacional de Ciencias (Institute of Medicine of
the National Academy of Sciences) ha establecido la ingesta maxima tolerable de
hierro para individuos sanos. Personas con hemocromatosis hereditaria, con cirrosis
hepatica y otros problemas hepaticos pierden tener efectos adversos con ingestas

menores a éstas: [5]

Edad Hombres Mujeres
(mg/dia) (mg/dia)
0-12 meses 40 40
1-13 afios 40 40
14-18 afios 45 45
>19 afos 45 45
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Embarazo 45

Lactancia 45

[11.2.19 EL HIERRO EN EL ORGANISMO

El cuerpo humano posee una cantidad de hierro que ha podido ser evaluada

aproximadamente en 2 gramos. Esta cantidad se halla distribuida del siguiente modo:

[7]

o 2,5 gramos se encuentran en la hematina, sustancia albuminoidea que entra en
la composicion de la hemoglobina.

o 0,5 gramos estan diseminados en la médula de los huesos, en el bazo (que
actla como almacén de reserva) y en el higado, donde se combina con una
sustancia proteica: la ferrina. [7]

1.3 TECNICAS DE ANALISIS DEL HIERRO

Para el andlisis de hierro en este trabajo pueden aplicarse tres método las cuales se
mencionan a continuacion: [8]

1. Método colorimétrico (fenantrolina).

2. Método espectrométrico de absorcién atomica.

3. Método de plasma de acoplamiento inductivo.

111.3.1 METODO COLORIMETRICO (FENANTROLINA).
Se disuelve el Fe, se reduce a hierro (ll) por ebullicién con &cido e hidroxilamina y se
trata con 1,10-fenantrolina a pH=3,2-3,3. [8][9]

El complejo rojo-naranja que se forma es un quelato de tres moléculas de
fenantrolina por atomo de Fe. La solucién coloreada obedece a la ley de Beer, su
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intensidad es independiente del pH entre 3 y 9, aunque un pH acido (2,9 - 3,4)
asegura un rapido desarrollo del color.

Los oxidantes fuertes, cianuro, nitrito, fosfatos, cromo, zinc, cobalto y cobre. El
bismuto, el cadmio, el mercurio, el molibdato y la plata precipitan la fenantrolina. La
adicion de un exceso de hidroxilamina elimina los errores causados por exceso de
reactivos oxidantes. En presencia de iones metdlicos, es necesario utilizar mayor
exceso de fenantrolina, aungue también se puede realizar una extraccion.

Si existen cantidades de materia organica o colorante, puede ser necesario evaporar
la muestra, llevar el residuo a combustion seca suave, y volver a disolver en acido.
La presencia de cantidades excesivas de materia organica puede hacer necesaria
una digestidon. Las concentraciones tan bajas como 10 mg/L pueden detectarse con
un espectrofotometro provisto de cubetas con un camino 6ptico de 5 cm o0 mas
largo.[8][9]

111.3.2 METODO ESPECTROFOTOMETRICO DE ABSORCION ATOMICA

Es una técnica muy relacionada con la fotometria de llama ya que se utiliza una
llama para atomizar la disolucion de la muestra de modo que los elementos a
analizar se encuentran en forma de vapor de atomos. En absorcion atbmica existe
una fuente independiente de luz monocromatica, especifica para cada elemento a
analizar y que se hace pasar a través del vapor de atomos, midiéndose
posteriormente la radiacion absorbida. [8]

En fotometria de llama la sensibilidad es proporcional al nimero de atomos que se
han excitado, mientras que, en absorcion atdmica la sensibilidad depende del
namero de atomos que se encuentran en el estado fundamental. Normalmente, tan
sélo un pequefio porcentaje de atomos se encuentran en estado excitado en la llama.
Por lo tanto, la absorcién atomica da lugar, en general, a una mayor sensibilidad que
la fotometria de llama para un gran nimero de elementos.

La absorcién atdbmica es una técnica que presenta menos interferencias y es mas
simple que la fotometria de llama, lo que explica el espectacular desarrollo de la

técnica en los ultimos afios.
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La absorcion atémica no ha eliminado el uso de la fotometria, sino que ambos
métodos deben considerarse complementarios, siendo la sensibilidad de cada uno

de ellos superior a la del otro para determinados elementos.

11.3.3 METODO DE ABSORCION ATOMICA DE PLASMA DE ACOPLAMIENTO
INDUCTIVO.

La espectroscopia de emision dptica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)
se basa en la vaporizacion, disociacion, ionizacion y excitacion de los diferentes
elementos quimicos de una muestra en el interior de un plasma.

Durante el proceso de desexcitacion de los &tomos neutros e iones en el interior de
un plasma, se producen las emisiones de radiacion electromagnética en la zona del
UV-visible. Estas radiaciones, caracteristicas de cada elemento, se separan en
funcién de su longitud de onda y finalmente se mide su intensidad. La seleccién de la
longitud de onda nos permite determinar el metal cualitativamente, mientras que la
intensidad de la radiacion emitida nos proporcionara la informacién para poder
cuantificarlo.

Un plasma es un gas ionizado, eléctricamente neutro y confinado en un tubo de
descarga. Es un estado de equilibrio entre particulas cargadas y neutras de un gas
ionizado. Las temperaturas alcanzadas son notablemente superiores a la de la
absorcion atémica (AAS).

Un sistema tipico de andlisis elemental por espectroscopia con un plasma con fuente

de excitacion y atomizacion esta constituido por:

o El plasma: Que deberda reunir ciertas condiciones de temperatura,
confinamiento, etc.

o El generador eléctrico: Que aportara la energia externa al plasma que la
disipara en forma térmica y radiante.
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o El sistema de introduccion de la muestra: Que debera permitir un eficaz
aporte de la muestra al conjunto.

o El sistema de alimentacién de gas: Que asegure el funcionamiento del
plasma, el transporte de la muestra, la formacion del aerosol con la muestra, la
purga del sistema Optico y la refrigeracion de la antorcha.

o El sistema éptico: Que permitira analizar el espectro emitido por el plasma.

o El sistema de tratamiento de la sefial: Que permitira analisis cualitativo y
cuantitativo a partir de las radiaciones emitidas.

ll.4 LIMITE DE DETECCION DE HIERRO EN LAS TECNICAS

Los limites de deteccion para el procedimiento espectrométrico de absorcion
atomica, el método de plasma de acoplamiento inductivo y el método colorimétrico de
la fenantrolina, son similares para el andlisis de agua natural o tratada. Los reactivos
complejantes utilizados son especificos para hierro (Il), pero los procedimientos de
absorcion atomica no lo son. Sin embargo, debido a la inestabilidad del Fe (1), que
pasa facilmente a hierro (Ill) en solucién en contacto con el aire, la determinacién de
hierro (II) requiere precauciones especiales y puede ser necesaria realizarla in situ en

el momento de la toma de muestra.

El procedimiento del método de la fenantrolina tiene cierta limitacion en su
aplicabilidad, ha de evitarse un almacenamiento prolongado o la exposicion a la luz.
Con un procedimiento especial utilizando batofenantrolina se puede obtener una
distincion cuantitativa de hierro (II) y hierro (lll). Los métodos espectrométrico que
utilizan batofenantrolina y otros reactivos organicos son capaces de determinar
concentraciones de hierro tan bajas como 1 mg/L. Hay un procedimiento de
quimioluminiscencia que puede determinar 5 mg/L. [8]

1.5 ESPECTROFOTOMETRIA DE ULTRAVIOLETA-
VISIBLE (UV/VIS)

La espectroscopia ultravioleta-visible o espectrofotometria ultravioleta-

visible (UV/VIS) es una espectroscopia de fotones y una
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espectrofotometria. Utiliza radiacion electromagnética (luz) de las regiones visible,
ultravioleta cercana (UV) e infrarroja cercana (IR) del espectro electromagnético. La
radiacion absorbida por las moléculas desde esta regidn del espectro provoca

transiciones electrénicas que pueden ser cuantificadas. [10]

La espectroscopia UV-visible se utiliza para identificar algunos grupos funcionales de

moléculas, y ademas, para determinar el contenido y fuerza de una sustancia.

Se utiliza de manera general en la determinacion cuantitativa de los componentes de
soluciones de iones de metales de transicidbn y compuestos organicos altamente

conjugados.

Se utiliza extensivamente en laboratorios de quimica y bioquimica para determinar
pequefias cantidades de cierta sustancia, como las trazas de metales en aleaciones
o la concentracion de cierto medicamento que puede llegar a ciertas partes del

cuerpo.

La espectrofotometria UV/Vis es un equipo que permite comparar la radiacion
absorbida o transmitida por una solucion que contiene una cantidad desconocida de

soluto, y una que contiene una cantidad conocida de la misma sustancia.

Todas las sustancias pueden absorber energia radiante. El vidrio, que parece ser
completamente transparente, absorbe longitudes de onda que pertenecen al
espectro visible; el agua absorbe fuertemente en la regién del IR. La absorcion de las
radiaciones UV, visibles e IR depende de la estructura de las moléculas, y es
caracteristica para cada sustancia quimica. El color de las sustancias se debe a que
absorben ciertas longitudes de onda de la luz blanca que incide sobre ellas y solo

dejan pasar a nuestros ojos aquellas longitudes de onda no absorbida.

Esta espectrofotometria utiliza radiaciones del campo UV de 80 a 400 nm,
principalmente de 200 a 400 nm (UV cercano) y de luz visible de 400 a 800 nm, por
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lo que es de gran utilidad para caracterizar las soluciones en la region ultravioleta-
visible del espectro. Se rige por una ley muy importante: la ecuacién de Beer-
Lambert. [10]

1.6 PARAMETROS DE VALIDACION EN METODOS DE ANALISIS
CUANTITATIVOS

Existen diferentes criterios de la seleccion de los parametros de calidad a considerar
en la validaciébn segun diferentes organismos como la ONA (Oficina Nacional de
Acreditacion) e internacionales como la AOAC, la convencion de farmacopea de USA
(USP), conferencia internacional de armonizacion (ICH) union europea o los
establecidos por la ISO/IEC 17025. Desafortunadamente no hay unanimidad en
todas las organizaciones e incluso, a veces, en el concepto para algunos parametros.
Los parametros de validacion en estudios indicados por la I1SO, ICH y otras
organizaciones son: [11] [12]

o Precision

o Exactitud

o Limite de deteccion

o Limite de cuantificacion

o Especificidad/Selectividad

o Linealidad y rango

o Inercia diferenciando (Robustez y Solidez) AOAC

° Incertidumbre

111.6.1 PRECISION: La precision se define como el grado de concordancia entre un
grupo de resultados obtenidos al aplicar repetitiva e independientemente el mismo
método analitico a alicuotas de una misma muestra. Desde un punto de vista
estadistico la precision mide la dispersion de un grupo de resultados alrededor de la
media.
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Se distinguen tres contextos en el estudio de la precision: Repetibilidad, Precision
Intermedia y Reproducibilidad.

[11.6.2 REPETIBILIDAD: Es la precision obtenida analizando alicuotas de una
muestra homogénea sometidas independientemente a todo el proceso analitico en
las condiciones méas favorables; mismo método, mismo andlisis, mismo equipo,
mismos volumétricos, mismas condiciones y repetidas en un corto periodo de tiempo
en un dia si es posible.

111.6.3 PRECISION INTERMEDIA: Llamada también reproducibilidad intralaboratorio
y se determina comparando los resultados de la precisién de un método a lo largo del
tiempo en un mismo laboratorio. La precision intermedia puede reflejar diferentes
dias, operadores, instrumentos o alguna combinacion de ellos en un mismo
laboratorio.

[11.6.4 REPRODUCIBILIDAD: Es la precision obtenida analizando alicuotas de,
muestras homogéneas en las condiciones menos favorables, distintos analistas,
diferentes instrumentos, diferentes periodos de tiempo en diferentes laboratorios. El
objetivo es verificar si el método dard los mismos resultados en los diferentes
laboratorios.La evaluacién de la precision se fundamenta en parametros estadisticos
basados en las distribuciones normales o gausianas.

[11.6.5 EXACTITUD: La exactitud se define como el grado de concordancia entre el
resultado de un ensayo y el valor verdadero o el valor de referencia aceptado (ISO).
La exactitud esta relacionada con términos como veracidad y bias que caracterizan
los errores sistematicos. Existen bastantes confusiones sobre ellos ya que las
definiciones dadas por diferentes organismos son algunas veces contradictorias.ISO
define la veracidad como el grado de concordancia entre el valor medio obtenido de
una amplia serie de resultados de un ensayo y el valor de referencia aceptado. La
definicion afiade que la medida de la veracidad se expresa en bias, es decir la
veracidad es el concepto y bias es la medida. En términos practicos segun ISO
ambos términos esencialmente significan lo mismo.

La IUPAC asigna esta definicion a bias pero no reconoce el término veracidad.
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La AOAC establece una jerarquia entre ellos:

o Exactitud: Diferencia entre un resultado individual y el valor verdadero aceptado
0 asignado como verdadero.

o Veracidad: Diferencia entre una medida de resultado de un ensayo y el valor
verdadero aceptado o asignado como verdadero.

o Bias: Diferencia entre la media de un numero elevado de resultados de un
ensayo Yy el valor verdadero aceptado o asignado como verdadero.

[11.6.6 ESPECIFICIDAD/SELECTIVIDAD: EIl término especificidad se refiere a un
método que produce respuesta para un Unico analito, mientras que el término
selectivo se refiere a un método que responde a varios analitos pero con respuestas
diferenciadas entre si. Debido a que pocos métodos responden a un unico analito, el
termino selectivo es generalmente mas apropiado.

[11.6.7 LINEALIDAD: La linealidad de un método es su capacidad para obtener
resultados que son proporcionales a la concentracion del analito en la muestra de un
rango determinado, bien directamente o a través de una transformacién matemética.
En general la linealidad se determina realizando de 3 a 6 medidas de 5 0 mas
estandares cuyas concentraciones cubran entre el 80 y 120 % del rango esperado.
La evaluacién de la linealidad se realiza de forma gréfica o, de forma alternativa,
matematicamente.

Si los residuales no muestran una tendencia estando los valores positivos y
negativos igualmente distribuidos y el error aleatorio es bajo la linealidad puede
aceptarse.

Por otro lado existen también métodos matematicos para evaluar la linealidad:

e Valor de coeficiente de correlacion, r, entre 0.98 y 1.

e El valor de n exponente en la ecuacion de regresion: y = mx" + b debe de estar
entre0.9y 1.1

e Test de falta de ajustes (lack of fit F — test) el cual evalla la probabilidad de que la
diferencia o sesgo entre los valores experimentales o predichos por el modelo

30
Hernandez Valdivia y Gonzalez Carrion



MARCO TEORICO

(residuales) sea debida exclusivamente al error aleatorio experimental y no a la
existencia de la curvatura.

[11.6.8 RANGO: EIl rango de un método analitico es el intervalo de aplicacion, en
unidades de concentracion entre el nivel mas alto y mas bajo de analito que se
puede determinar con exactitud y linealidad usando el método. No existe
requerimiento especificos para este parametro aungque si es importante sefialar que
la linealidad debe establecerse en el rango de concentracion establecidas.

111.6.9 LIMITE DE DETECCION: el limite de deteccion es la minima concentracion,
que proporciona una sefial significativamente diferente a la del blanco, es decir que
puede considerarse causada por el analito con una confianza de (1 - a) 100, si la
sefal es inferior solo puede decirse con una confianza de (1 — ) 100 %, que la
concentracion del componente es menor que un determinado valor.

Recordando que a o error de la 1° especie es la posibilidad de que la senal del
blanco sea considerada como sefal de la muestra lo que origina falsos positivos
(error: rechazo de una hipoétesis cierta) mientras que el error B 0 2° especie es la
probabilidad de que la sefial de la muestra sea considerada como sefial del blanco
origindndose los falsos negativos (error: aceptacion de una hipotesis falsa).

111.6.10 LIMITE DE CUANTIFICACION: Se define como la minima concentracion de
analito que origina medidas cuantitativas con aceptable exactitud y precisiébn que
puede considerarse como el limite inferior del rango lineal.

[11.6.11 INERCIA: La inercia mide la resistencia de un método analitico a generar
valores inexactos cuando se modifica ligeramente el valor operacional de las
condiciones experimentales.

El estudio de la inercia puede llevarse a cabo atendiendo dos tipos de
modificaciones, lo que da lugar a que pueda caracterizarse a través de dos
propiedades:

31
Hernandez Valdivia y Gonzalez Carrion



MARCO TEORICO

a. Robustez (robustness): Mide la resistencia de un procedimiento a generar valores
sesgados (con errores sistematicos) cuando se modifica el valor nominal de las
variables experimentales intrinsecas al proceso, concentraciones, pH,
temperatura, velocidad de flujo, etc.

b. Solidez (ruggedness): mide la resistencia cuando se modifican condiciones
experimentales extrinsecas al proceso: reactivos y o consumibles (lotes
fabricantes), equipos (aparatos, instrumentos, sistemas informaticos) operadores,
condiciones ambientales, dias, etc.

Es necesario indicar que los estudios de solidez asi definidos son iguales a los de
precision intermedia, por tanto este término de solidez va dirigido a estudios
interlaboratorio.

La robustez evalla principalmente variables cuantitativas (también son posibles
cualitativas presencia/ausencia de cierto componente) mientras que la solidez tiene g
ver con variables fundamentalmente de tipo cualitativas. Ambas pretenden estimar la
influencia de un cambio en todos los factores de interés sobre la respuesta predicha,

para una determinada concentracion de analito.

[11.6.12 INCERTIDUMBRE: La incertidumbre se define como un pardmetro asociado
con el resultado de una medida que caracteriza la dispersion de los valores que
podrian ser razonablemente atribuidos al mensurando (VIM). [11][12]

[1l.7 TRATAMIENTO DE LOS DATOS
Para poder realizar el tratamiento de los datos obtenidos del analisis de muestras de
distintos origenes, se suelen usar diferentes estrategias de tratamiento estadistico,

de estos datos.[13]

Por lo que los laboratorios, utilizan una gran variedad de herramientas estadisticas

definidas para usos generales o concretos. Los datos se deben obtener minimo por
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triplicado, para mayor seguridad de los mismo y luego se procede a definir que o
cual herramienta nos sirve para el propésito que nos hemos planteado.
En nuestro caso, el fin es el comparar, relacionar o asociar muestras, y por lo tanto

se deben emplear 2 herramientas, entre las que se mencionan:

1. Comparacion de varianzas a través de los test de Fisher, Bartlett o Levene.

2. Comparaciéon de medias: con varianzas iguales o diferentes

[1l.7.1 PRUEBA DE BARTLETT

La prueba de Bartlett es la técnica que mas es usada para comparar las varianzas de
varias muestras y para determinar si las muestras son iguales. Si hay igualdad esto
se denomina homogeneidad u homocedasticidad de las varianzas En esta prueba los
n; en cada valor de X no necesitan ser iguales; sin embargo se recomienda que los n;
no sean menores que 3 y muchos de los n; deben ser mayores de 5.

Para el desarrollo de la prueba de Bartlett se debe calcular inicialmente una varianza

Z(n ~-1)S?
Z(n ~1)

En donde se toman en cuenta todas las varianzas de las n; muestras. Una vez

conjunta, definida como:

obtenido su valor se calcula un factor de correccion definido por C.

1
1+Z( 17 N- hj
3(h-1)

En donde N es el numero total de datos, h es el nimero de series y N-h es niumero

total de grados de libertad.

h

‘N h)InS® - > (nj-1)InS?
I

=T |

OIH
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En esta prueba las hipotesis nula y alternativa son:

H, :sf =S§ :55 :sj =S§ =...G§?
H, =S7#S5#S2#S2 #SZ #---S?

Se acepta Ho si:

2 2
Xeat < Xh-10.05

Se rechaza en caso contrario.

[11.7.2 ANOVA DE UN FACTOR

Andlisis de varianza (ANOVA, segun terminologia inglesa) es una coleccién de
modelos estadisticos y sus procedimientos asociados. El andlisis de varianza sirve
para comparar si las medias de un conjunto de datos numeéricos son
significativamente distintos a los valores de otro o mas conjuntos de datos. El
procedimiento para comparar estos valores esta basado en la varianza global
observada en los grupos de datos numéricos a comparar. Tipicamente, el analisis de
varianza se utiliza para asociar una probabilidad a la conclusion de que la media de

un grupo de puntuaciones es distinta de la media de otro grupo de puntuaciones.

El ANOVA se basa en la descomposicion de la variacion total de los datos con
respecto a la media global (SCT), que bajo el supuesto de que Hp es cierta con una

cierta estimacion obtenida a partir de toda la informacion muestral, en dos partes:

1. Variacion dentro de las muestras (SCD) o Intra grupos, cuantifica la
dispersion de los valores de cada muestra con respecto a sus correspondientes
medias.

2. Variacién entre muestras (SCE) o Inter-grupos, cuantifica la dispersion de las

medias de las muestras con respecto a la media global.
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Las expresiones para el calculo de los elementos que intervienen en el Anova son las
siguientes:
k nj X
Zj:le:l ij

Media Global: Y:T

Variacién Total:  SCT = Zf:lzi”:jl(x ;=X )2

k n N2
Variacion Intra-grupos: SCD= Z,-=1Zii1(x j =X j)

K o <\ .
o SCE=) (X;-X)nj
Variacion Inter-grupos:

Siendo x; el i-ésimo valor de la muestra j-ésima; n; el tamafio de dicha muestra y X5
su media. Cuando la hipotesis nula es cierta SCE/K-1 y SCD/n-K son dos
estimadores insesgados de la varianza poblacional y el cociente entre ambos se
distribuye segun una F de Snedecor con K-1 grados de libertad en el numerador y N-

K grados de libertad en el denominador.
Por lo tanto, si Hg es cierta es de esperar que el cociente entre ambas estimaciones
sera aproximadamente igual a 1, de forma que se rechazara Hg si dicho cociente

difiere significativamente de 1.

En esta prueba las hipotesis nula y alternativa son:

HO :il :XZ :ig 224 :XS :"'ii
Hl =§1 iiz 7&23 7&?4 7325 7&---§i

Se acepta Ho si:

2 2
Foar < F_1)v-ny,0.05
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Se rechaza en caso contrario.

El ANOVA se basa en la comparacion de la variabilidad media que hay entre los

grupos con la variabilidad que hay dentro de los grupos.
Un método computacional conocido como tabla ANOVA facilita los calculos. Se trata

de disponer en forma de tabla ciertas cantidades que conducen a la obtencion del F

calculado, se muestra la tabla de resultados de ANOVA.

Tabla de ANOVA de un factor.

Variabilidad| Suma de Cuadrados GL | Cuadrados Medios| F.g

Entre SCE= Zf:l Z?i]_[fé - L'E':JZ E—1 MSFE= % MSFE
= Zfﬂ ni(z; — z)° MSD

Dentro | SCD = Y1, 372 (2 — 2:)° | n—k |MSD = 322

j=1 n—ia

= Zle[n-i — 'ljl-.?:z2

Total SCT= Y0, Y0 (e — )% | n—1

111.7.3 COMPARACION DE 2 VARIANZAS MUESTRALES

Para comparar dos varianzas muéstrales se utiliza el ensayo F. La hipoétesis nula es:
Ho: Si2 = S5%, y la hipétesis alternativa Hi: S:>> S,° para el ensayo de un lado, y Hi:
Si% S,° para el de dos lados. Si se acepta Ho se dice que las series son
‘homogéneas” u “homocedasticas”, y en el caso opuesto las series son
“‘heterogéneas” o “heterocedasticas”. El ensayo se basa en el calculo del estadistico
F, que es el cociente entre la varianza mayor y la menor:

h

F=—,,
o S{
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Como se indica en la ecuacion, el estadistico F sigue una distribucién asimétrica
entre O e infinito, cuya forma depende de los grados de libertad del numerador, t; =

(n1-1) y el denominador t; = (nz-1).
El nivel significativo se reduce en:

a) Cuando aumenta Fg alejandose de 1.
b) Cuando aumenta t;, t;, 0 ambos. Es l6gico puesto que al crecer los grados de
libertad se tienen mejores estimaciones de las varianzas poblacionales.
c) Cuando el ensayo es de un lado en comparacién con el ensayo de dos lados,
puesto que la probabilidad de que se cumpla Hi: Si°= S,° es la mitad de la

probabilidad de que se cumpla Hi: Si% S,%

Tanto si se emplea software, como si el ensayo se realiza utilizando tablas, es
necesario elegir el nivel de significacion critico con el que se va aceptar o rechazar

Ho. Habitualmente se acepta como valor critico a. = 0.05.
111.7.4 COMPARACION DE 2 MEDIAS MUESTRALES

1.7.4.1 MEDIAS MUESTRALES HOMOGENEAS
El ensayo depende de que las varianzas de las dos muestras sean homogéneas o
heterogéneas. Para comprobar este punto se realiza un ensayo F. Si se acepta Ho:
S:? = S,?, ambas varianzas pertenecen a la misma poblacién, esto es, son
estimaciones de la misma varianza conjunta o promedia, S° El valor de Sc’se
obtiene como medida ponderada, utilizando los grados de libertad de las dos series
COMO pesos:
(n,— 18} + (n, — 1)S3

(n; — 1)+ (n, — 1)

"
A
5. =

Es l6gico que sea asi, puesto que la varianza que se conoce con mas grados de

libertad debe influir mas en el calculo de la varianza conjunta. La ventaja de realizar
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este calculo es que aumenta el numero de grados de libertad con el que se conoce la

varianza comun de las dos series que ahora es: t=n; + n, -2.

La hipOtesis nulaes: H;: X; = X,
Siendo H,: X, = X, para ensayos de un lado.

Siendo H,: X;#X, para ensayos de dos lados

tcalc S€ calcula mediante:

X, — X,
':

th||5§ (ni + ni)

Finalmente, se busca en la tabla de Student de uno o dos lados el valor critico de t
para n; + n, -2 grados de libertad, tip, Yy S€ compara con teac. Si teac< tiap, S€ acepta
Ho, esto es, no se habra demostrado que exista diferencia entre las medias para el

nivel de significacion exigido.

11.7.4.2 MEDIAS MUESTRALES HETEROGENEAS
Este ensayo se utiliza cuando no puede calcularse la varianza conjunta por ser las
series heterogéneas. Se procede a calcular el valor de teac ¥ luegov. La teye Se

obtiene mediante la ecuacién de Cochran:

Para hallar ti,p €s necesario calcular antes el nimero de grados de libertad, por eso

se utiliza la siguiente ecuacion:

& LG

n,+1 ng,+1
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Luego de tener los grados de libertad se procede a buscar en la tabla la tp. El valor

de tiap €S el nimero entero mas préoximo al resultado. Si tcac< tiap, S€ acepta la Ho [13]
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IV MATERIALES Y METODOS

V.1 EQUIPOS

Balanza Analitica (Ohaus, EP 210)

Balanza Analitica (Sartorius, MCI AC 210 S)

Horno Mufla (Heraeus, MR 170 E)

Campana Extractora de Gases (Labconco)
Refrigeradora (Cetron, CF28** 1ABA/BTC)
Espectrofotdmetro (Shimadzu, UV 1203)

Cocina de Calentamiento Eléctrico (Fisher Scientific)
Celdas de Vidrio

© N o g h wWwDNRE

V.2 MATERIALES

Desecador de Vidrio (Pyrex)

Capsulas de Porcelana (Fisherbrand)

Pinzas de Capsulas de Porcelana (Fisherbrand)
Vidrio de Reloj 4 in de diametro(Pyrex)

Balones aforados de 500, 100, 50 mL ( Pyrex)
Beaker de 100 mL (Pyrex)

Espatula (Fisher Scientific)

Pizeta de 500 mL (Fisher Scientific)

Pipeta Serologica de 10, 5, 1 mL

© ©® N o o bk b

[ERN
©

Pipeta Volumétrica de 10 mL

IV.3 REACTIVOS

Acido Clorhidrico (Merck, Darmstadt, Alemania)
Hidroxilamina (Fisher, New Jersey, USA)
O-Fenantrolina(Merck, Darmstadt, Alemania)
Acetato de Sodio Anhidro

Acido Acético

Sal de Morhr

o g bk w0 PR
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V.4 SOLUCIONES

IV.4.1 SOLUCION “MADRE” DE HIERRO
Disuelva 0.35121 gr de Sulfato de Hierro y Amonio en agua, agregar 2 gotas de HCI

concentrado y diluir a 500 mL.

IV.4.2 SOLUCION ESTANDAR DE HIERRO

Tomar 10 mL de la solucion Madre de Hierro y llevarla a 500 mL.

IV.4.3 SOLUCION DE HIDROXILAMINA
Disolver 10 gr de Cloruro de Hidroxilamina en agua y diluir a 100 mL. Guardar en un

frasco ambar y refrigerar.

IV.4.4 SOLUCION TAMPON DE ACETATO
Disolver 8.3 gr de Acetato de Sodio Anhidro previamente secado a 100 °C por 1 hora

en agua, agregar 12 mL de Acido Acético y diluir a 100 mL.

IV.4.5 SOLUCION DE O-FENANTROLINA
Disolver 0.1 gr de O-Fenantrolina en 80 mL de agua caliente (Temperatura de 80°C)

y llevarla a volumen de 100 mL.
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V.5 METODOLOGIA

IV.5.1 DETERMINACION DE HIERRO

IV.5.1.1 ESTANDARES

Preparar una solucién “Madre” de 1000 ppm de Fe

\ 4

agregar 2 gotas de HCI concentrado y llevar a volumen.

Preparar una solucion “Estandar” de 10ppm de Fe a partir de la solucion “Madre

\ 4

Transferir y aforar a 500 mL.

A 4

Tomar alicuotas de la solucion “Estandar”, y agregar 1 ml de hidroxilamina y
dejarla reposar por un tiempo de 5 min..

A 4

dejar de reposar por un tiempo de 5 min.

Luego agregar 10 mL de tampdn de acetato, 1 mL de O-fenantrolina, llevar a volumen y

\ 4

Leer la absorbancia a 510 nm.

Hernandez Valdivia y Gonzalez Carrion
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IV.5.1.2 MUESTRA

Tomar muestra.

A 4

Calcinar vy acenizar a 550 °C

A 4

Disolver los residuos con HCI concentradoy evaporar hasta sequedad.

A 4

Transferir y aforar a 100 mL.

\ 4

Tomar alicuotas, agregar hidroxilamina, mezclar y dejar reposar.

\ 4

Agregar tampon acetato, O- fenantrolina, llevar a volumen y dejar reposar

A 4

Leer la absorcion a 510nm.

A 4

Determinar concentracion.

Calculo para determinar el contenido de hierro (Fe):
Fe (mg /100g)=

CxFDx 10

M

Donde:
C = Concentracion, en ppm, de hierro en la muestra.
FD = Factor de dilucién.

Mmn= Masa, en gramos, de la muestra.
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V ANALISIS DE RESULTADOS

V.1 SELECCION DE LAS MUESTRAS DE ESTUDIO

Debido a que en Nicaragua, al igual que en muchos paises latinoamericanos existe
una alta tradicion de consumo del frijol, siendo éste parte integrante fundamental de
la dieta diaria de la poblacion, a que en el mercado Nicaragiiense y mas
especificamente de la ciudad de Leo6n, se expenden diversas variedades de esta
leguminosa, que los volumenes de venta y consumo son relativamente altos y que no
contdbamos con un estudio similar al planteado en esta monografia, decidimos elegir
las muestras a ser analizadas en base a criterios puramente empiricos.

Para esto luego de diversas deliberaciones, decidimos realizar la seleccion de las

muestras a ser estudiadas en base a los siguientes criterios empiricos:

o Consumo, es decir las variedades méas consumidas por la poblacion.

o Existencia en el mercado, esto es, las variedades con mayor oferta en el
mercado local.

o Precio, es decir las variedades mas econdmicas para la poblacion.

Luego de analizar los criterios de seleccion antes mencionados, nos decantamos por
3 variedades, las que adquirimos en el Mercado Central de la Ciudad de Ledn.

Las variedades seleccionadas y algunas de sus caracteristicas se muestran en la
tabla V.1

Tabla V.1 Muestras de frijoles seleccionados

Nombre comin | Nombre cientifico Familia

Frijol rojo Phaseolus vulgaris | Leguminosa
Frijol negro Phaseolus vulgaris | Leguminosa
Frijol blanco Phaseolus vulgaris | Leguminosa
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V.2DETERMINACION DE LOS PARAMETROS EXPERIMENTALES
DEL METODO

Los parametros experimentales del método fueron:
Rango lineal

Linealidad

Repetibilidad y reproducibilidad

Efecto matriz

Porcentaje de recuperacion

Limites de deteccion y cuantificacion

N o ok~ 0w DbdhdPE

Incertidumbre de los resultados

La obtencion de estos parametros fue realizada posteriormente a la optimizacion de
las condiciones experimentales del método en relacibn a nuestras muestras de

estudio.

Para estos nos basamos en estudios anteriores y en formatos obtenidos de la

bibliografia relativos a la validacion de métodos analiticos.

En la obtencion de los parametros experimentales, empleamos en la mayoria de los
casos mas de una forma para obtenerlos, esto con el fin de tener suficientes
elementos que confirmaran nuestras apreciaciones y a sSu vez proporcionaran
elementos que podrian ser utilizados para futuros estudios relacionados con la

tematica del presente estudio.

Los parametros experimentales obtenidos asi como un breve andlisis de sus

resultados se muestran a continuacion.
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V.2.1 RANGO LINEAL

Se considera al rango lineal como el rango de trabajo en el cual se puede analizar un
determinado analito en condiciones experimentales, con suficiente evidencia de que
no se esta cometiendo un error en el andlisis.

Considerando experiencias anteriores, nuestro rango lineal fue estudiado en un
intervalo de concentraciones entre 0 a 2ppm de Fe, para esto preparamos diversos
estandares de concentracion conocida y obtuvimos sus lecturas de absorbancia.
Restamos las lecturas de los estandares a la lectura del blanco, y obtuvimos la
relacion absorbancia/concentracion de estas diferencias. Posteriormente obtuvimos
la mediana de la relacion absorbancia/concentracion, y los valores de +/- 5%de ésta.
Estos valores fueron considerados como los limites central, superior e inferior en el
grafico obtenido de absorbancia/concentraciébnvs concentracion. Si los puntos de
este grafico se salen de los limites de control se considera que este no pertenece al
rango lineal. En la figura V.1, se muestran los resultados para los calculos
mencionados.

0,19

017 -

——095M =M —o-1.05M —e Recta

-
[3)]
1

-
(4]
1

—
—
1

o Absoghancia/goncentgacion

[ 4 L L @ L @
,09 ] & & & : :
0,07 T T T T T
0,25 0,50 0,75 1,00 1,50 2,00

Concentracion (ppm)

Fig.V.1Relacién absorbancia/concentracion vs. Concentracion.
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Tal y como se observa en la figura V.1, el rango lineal obtenido se encuentra en el
intervalo de concentraciones de 0 a 1ppm, estando los puntos de 1.5y 2.0 ppm,
fuera de éste rango. Por lo que todos los estudios posteriores deben realizarse en
este intervalo lineal.

V.2.2 LINEALIDAD DEL METODO

Para evaluar la linealidad se efectué una curva de calibracién normal de 5 puntos en
un rango de concentracion de 0 a 1 ppm del estandar de Fe. Realizando lecturas por
4 dias consecutivos. Los resultados fueron evaluados mediante las 5 formas
siguientes:

Prueba de contraste de correlacion

Prueba de falta de ajuste

Porcentaje de linealidad

Anova

Coeficientes de determinacion

S e o

Graficos de residuales

V.2.2.1PRUEBA DE CORRELACION

La prueba de correlacion es una de las formas de establecer el comportamiento
lineal entre dos variables. Para realizar esto se calcula un estadistico t y se compara
con un valor de t tabulado a un nivel de confianza de 95% y n-2 grados de libertad,
esto porque estamos consideramos dos variables (x e y). El estadistico t se calcula

_rly(n—2)

tcal ,-—{:1 — T'Ej

mediante la siguiente formula:

Dénde:
r: es el coeficiente de determinacion
n: son los puntos de la recta

Las hipétesis nula y alternativa planteadas fueron:
Ho: No existe linealidad entre x e y
Hi: Existe linealidad entre x e y
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Si tea> tiap S€ rechaza Hp y se concluye que existe correlacion lineal entre los datos x

e y. En la tabla V.2, se muestran los resultados obtenidos para las rectas de

calibracion obtenidos en 4 dias de estudio

Tabla V.2 Resultados de los célculos del estadistico t para las rectas de calibracion

Recta Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
1 22.20 58.54 33.09 46.19
2 36.64 48.16 55.05 68.74
3 48.35 26.08 49.43 50.94
4 40.78 64.08 74.15 18.24
5 40.90 47.84 35.47 63.22

Tal y como se observa en la Tabla V.2, los valores de t., para todas las rectas en los

dias de estudio son mayores que el valor de typ (1(0.05, 3) = 3.18), por lo que en

todos los casos rechazamos la hipotesis nula y concluimos que existe linealidad en

todas las rectas estudiadas.

V.2.2.2 PRUEBA DE FALTA DE AJUSTE

La prueba de falta de ajuste o “Lack of fit”, es otra de las formas de confirmar el

comportamiento lineal entre dos variables. Para realizar esto se calcula un

estadistico F y se compara con un valor de F tabulado a un nivel de confianza de

95% y n —r-1, r - 1 grados de libertad, (r son las réplicas y n los putos de la recta). El

estadistico F se calcula mediante la siguiente férmula:

S% oF, S%res Y S?%pe se calculan de la siguiente forma:

¢z _ (n— 2)Sizs — (r—1)S3:
WE— m=-2)—-(-1)

Hernandez Valdivia y Gonzalez Carrion
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_ 25 —v:)?

SéES En _ 2)

52 — Z_Sf
PE h',
Las hipotesis nula y alternativa planteadas fueron:

Ho: Existe ajuste lineal entre x e y
Hi: No existe ajuste lineal entre x e y

Si FLor>F0.0s; nr-1: r-1), S€ acepta Hp y se concluye que existe correlacion lineal entre
los datos x e y. En la tabla V.3, se muestran los resultados obtenidos para las rectas

de calibracién obtenidos en 4 dias de estudio.

Tabla V.3 Resultados de los calculos del estadistico F or para las rectas de

calibracion
Recta Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
1 4.49 12.13 8.50 22.27
2 6.89 0.92 18.40 -0.75
3 3.38 26.04 17.60 5.77
4 10.34 14.40 3.18 43.53
5 0.21 1.20 51.20 251

Tal y como se observa en la Tabla V.3, los valores de F_ o calculado para todas las
rectas en los dias de estudio son menores que el valor de F, (1(0.05,1,2) = 18.51),
por lo que en todos los casos aceptamos la hipétesis nula y concluimos que existe

ajuste lineal en todas las rectas estudiadas.
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V.2.2.3PORCENTAJE DE LINEALIDAD
La prueba de porcentaje de linealidad, es otra de las formas de confirmar el
comportamiento lineal entre dos variables. El estadistico del porcentaje de linealidad
se calcula mediante la siguiente formula:

. . Sk
SoLinealidad = ( — b_l) x 100

1

Donde:
Sp1: Es la desviacion estdndar de la pendiente
b:: Es la pendiente de la recta

Sw1,Syix ¥ b1 se calculan de la siguiente forma:
S

v/x

S, =
B — 0

_ 2y — ;)7
= T2
by — 2o - 00— )

2(x; — X)°
En este caso cuanto mas cercano se encuentre del 100% mayor sera la linealidad de

la recta. En la tabla V.4, se muestran los resultados obtenidos para las rectas de
calibracién obtenidos en 4 dias de estudio.

Tabla V.4 Resultados de los calculos de % de Linealidad para las rectas de
calibracion.

Recta Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

1 95.50 98.29 96.95 97.77
2 97.27 97.92 98.18 98.94
3 97.90 96.16 97.98 98.04
4 97.55 98.44 98.65 95.02
5 97.47 97.67 97.18 98.55
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Tal y como se observa en la Tabla V.4, la mayoria de los valores obtenidos de
porcentajes de linealidad son mayores o iguales al 97%, salvo en los casos de las
rectas primera del primer dia (95.50%) y cuarta del cuarto dia (95.02%), aunque
estas no fueron muy diferentes, esta situacion creemos que se debe a pequefas
desviaciones en la obtencion de estas rectas.

V.2.2.4ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)
La prueba de analisis de varianza (ANOVA), es también una forma de confirmar el
comportamiento lineal de una recta de calibracion. El estadistico F del analisis de
varianza se calcula mediante la siguiente formula:

Y(FHi— 7)2
n-1)-(n-2)

Ty #)*®

(n—2)

Las hipotesis nula y alternativa planteadas fueron:

Fcai —

Ho: No hay linealidad del modelo
H;: Hay linealidad del modelo

Si Fca>F(0.05: n-1-n-2; n-2), la correlacion lineal es significativa y no puede atribuirse a la
casualidad, esto es se acepta la H; y se rechaza la Hp y el modelo de las rectas es
lineal. Los resultados del ANOVA se muestran en la tabla V.5.

Tabla V.5 Resultados de los calculos del analisis de varianza (ANOVA) para las
rectas de calibracion

Recta Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
1 492.95 3427.47 1076.84 2007.71
2 1342.50 2319.78 3030.62 8890.03
3 2274.83 679.91 2443.18 2595.20
4 1662.72 4105.79 5498.70 403.85
5 4800.83 1849.00 1258.15 4731.99
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Tal y como se observa en la Tabla V.5, los valores de F, para todas las rectas en los
dias de estudio son mayores que el valor de Fup (F.0s, 1, 3 = 10.13), por lo que en
todos los casos aceptamos la hipotesis alternativa y concluimos que existe linealidad

del modelo en todas las rectas estudiadas.

V.2.2.5 COEFICIENTE DE DETERMINACION
La prueba del coeficiente de determinacion, es otra de las formas de confirmar el
comportamiento lineal entre dos variables. Para que se considere que una recta se
ajusta a un modelo lineal el coeficiente de determinacion debe ser mayor o igual que
0.99. Los coeficientes de determinacion fueron calculados mediante la siguiente
formula:

2 Xl — 00, — MY’

20— )220y — ¥)?

Los resultados se muestran en la tabla V.6.

Tabla V.6 Resultados de los calculos del coeficiente de determinacion para las

rectas de calibracion

Recta Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
1 0.9940 0.9991 0.9972 0.9985
2 0.9978 0.9987 0.9990 0.9997
3 0.9987 0.9956 0.9988 0.9988
4 0.9982 0.9993 0.9995 0.9926
5 0.9981 0.9984 0.9976 0.9994

Tal y como se observa en la Tabla V.6, los valores delos coeficientes de
determinacion de todas las rectas en los dias de estudio son mayores que 0.99, por

lo que podemos decir que todas se ajustan a un modelo lineal.
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V.2.2.6 GRAFICO DE RESIDUALES

Finalmente la observacién de los graficos de los residuales nos puede proporcionar
una idea del comportamiento de una recta de calibracién. Si los residuos de una
recta se distribuyen aleatoriamente en el grafico, se considera que el modelo sigue

un comportamiento lineal, en caso contrario se considera que no lo sigue.

Los residuos de las rectas de calibracion fueron calculados mediante la siguiente

formula:
e =Yi— Vi
Donde

V: es el valor predicho de y;

Una vez obtenidos los residuos se procedi6 a graficarlos en funcion de la
concentracion para determinar el tipo de comportamiento de las rectas. En la figura
V.2, se muestra los gréaficos de residuales para las rectas primera de todos los dias

del estudio.

Una observacién pormenorizada de los gréaficos de residuales contenidos en la figura
V.2, nos permite establecer que existe aleatoriedad de los residuales en todos los
gréficos, igual situacién encontramos con los restantes gréficos de las rectas de

todos los dias, lo que no presentamos en esta monografia por cuestiones de espacio.

El comportamiento de los residuales de todos los gréaficos obtenidos nos permite
establecer que todas las rectas presentan comportamiento lineal, lo cual esta en

concordancia con todos los resultados anteriores.
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(a) 0,005 -
0,004 -
0,003 -
0,002 -
0,001 - *
0,000
-0,001
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Figura V.2 Grafico de residuales de las primeras rectas de los dias 1 (a), 2 (b), 3(c) y
4(d) del estudio.

54
Hernandez Valdivia y Gonzalez Carrion



ANALISIS DE RESULTADOS

V.2.2.7 CONTROL DE CALIDAD DE LAS RECTAS DE CALIBRACION

Para determinar las diferencias tanto del intercepto (bo) como de la pendiente (b),
elaboramos una carta de control bidimensional ubicando como ordenada el
intercepto y como abscisa la pendiente. Para esto inicialmente elaboramos una recta
de calibracién de 7 puntos y con los coeficientes del modelo y sus intervalos de
confianza se elaboro la carta de control. Debido a que los parametros b0 y b1l estan
correlacionados, la carta de control mas precisa debe ser una elipse. Los valores de
bO y bl de las rectas de calibracion realizadas para el estudio de la repetibilidad del
meétodo durante 4 dias y realizadas 5 veces cada dia fueron ubicados en el gréafico de
control de calidad. Partimos del presupuesto que los valores que se ubican en el
interior de la elipse estdn bajo control y cuanto méas cercanos se encuentran los
puntos entre si, mayor es la repetibilidad de las mediciones y las rectas se
encuentran bajo control. En la figura V.3, se muestran los resultados obtenidos.

o
=]
=)
L
L ]
L ]

Dia1A Dia2¢ Dia30 Diadc

Intercepto (bg)
S o
S 3

-0,04 - .. .
-0,06 - *e .

-0,08 - .. .

-0,10

0 0,05 04 0,15
Pendiente (b,)

Figura V.3 Grafico control de calidad de la recta de calibracion.

Tal y como se observa en la figura V1.3, todas las rectas utilizadas en el estudio de
repetibilidad por 4 dias estaban bajo control, lo que nos indica que esta son bastante
similares y que no es necesario realizarlas diariamente, siendo suficiente realizar una
y utilizarla sus resultados por un periodo de 4 dias.
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V.2.3 ESTUDIO DEL EFECTO MATRIZ

El estudio del efecto matriz se realiza con el fin de determinar la existencia de
interferencias en la matriz que pueden afectar la determinacion del analito. Existen
dos tipos de efecto matriz:

o Intensificador si las interferencias producen aumento en la sefial del analito
adicionado en la matriz y la pendiente de la recta mayor que la de la recta
realizada con calibracién normal.

o Depresor si las interferencias de la matriz producen disminucion en la sefial del
analito adicionado en la matriz y la pendiente de la recta es menor que la de la
recta realizada con calibracion normal.

Para realizar el estudio del efecto matriz realizamos rectas de adicion patrén
preparando disoluciones de las muestras, de las que tomamos alicuotas definidas, a
las que le adicionamos cantidades crecientes de un estandar de hierro en similares
condiciones que las tomadas para elaborar una recta de calibracién normal. De esta
forma obtuvimos 3 rectas de adicion patron para las muestras de frijoles blancos
(M1), negros (M2) y rojos (M3) y una recta de calibracion normal. Los parametros de
las 4 rectas se muestran en la tabla V.7.

Tabla V.7Pardmetros de las rectas de adicion patron de las muestras (RAP) y de
calibracion normal (RCN) realizadas.

Parametros RCN RAPM1 RAPM2 RAPM3
by 0.10947 0.10427 0.10267 0.10480
bo 0.00973 0.07100 0.06427 0.05980
re 0.99815 0.99982 0.99995 0.99994
Svix 0.00215 0.00063 0.00032 0.00037

El efecto matriz fue estudiado mediante:

1. Comparacion directa de la pendiente de la recta de adicion patron entre la
pendiente de la recta de calibracion normal.

2. Aplicacion de una prueba de comparacion estadistica de las pendientes de las
rectas de adicién patron respecto a la pendiente de la recta de calibracién
normal.
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V.2.3.1COMPARACION DE LAS PENDIENTES DE LAS RECTAS DE ADICION
PATRON RESPECTO A LA PENDIENTE DE LA RECTA DE CALIBRACION
NORMAL.

La comparacion de las rectas de adicion patron respecto a la pendiente de la recta
de calibracion normal, la realizamos empleando la siguiente ecuacion:

bl
Efecto Matriz = —(R4P)

bl{RC‘N]

De esto podemos deducir tres posible situaciones:

1. Que, blrapr) = blren), €N este caso no existe efecto matriz y el resultado de la
division es igual a 1. El grafico obtenido mostrara que las dos rectas se ubican
paralelas entre si.

2.  Que, blrapr) > blRren), €n este caso existe efecto matriz intensificador y el
resultado de la division es mayor que 1. El grafico obtenido mostrara que la dos
recta de adicion patron no son paralelas entre si, observdndose alejamiento
positivo de la recta de adicidon patron respecto a la recta de calibracién normal.

3. Que, blrar< blren), €n este caso existe efecto matriz depresor y el resultado
de la division es menor que 1. El grafico obtenido mostrara que la dos recta de
adicion patron no son paralelas entre si, observandose alejamiento negativo de
la recta de adicion patron respecto a la recta de calibracion normal.

Suele suceder sin embargo que, las pendientes de las rectas de calibracién de
adicién patron y de calibracion normal son similares entre si y en este caso se suele
observar en el grafico que las rectas son paralelas entre si, en este caso existe un
pequefio efecto matriz, que puede ser despreciable en funcién de los resultados de
los andlisis realizados. En este caso se suele determinar el porcentaje de efecto
matriz, mediante la siguiente ecuacion.

%EM = |1 — b1 (gary x 100
bl{RC‘N]

En la tabla V.8, se muestran los resultados del calculo del efecto matriz y del
porcentaje encontrado.
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Tabla V.8Efecto matriz (EM) y porcentaje de efecto matriz (%EM).

Relacion EM %EF
bl(RCN) VS bl(RAle) 0.95 4.75
bliren VS blmapma 0.94 6.21
Pliren Vs blrarua) 0.96 4.26

Tal y como se observa en la tabla V.8, existe un pequefio efecto matriz depresor en

las muestras analizadas, siendo éste menor del 6.5%, lo cual se corresponde con lo

observado la figura V.4, en la cual se muestra que las rectas de adicidén patron de las

muestras analizadas tienen un comportamiento paralelo al de la recta de calibracién

normal. Esto nos induce a pensar que el efecto matriz, es muy pequefio y casi no

tiene efecto en el andlisis de las muestras tanto si lo realizamos con la técnica de

adicion patrén como con la técnica de calibracion normal.

0,20
0,18 -
0,16 -
0,14 -
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0,04
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—+—RCN ——RAPM1 ——RAPM2 —=—RAPM3

0,0
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Concentracion de hierro (ppm)

Figura V.4 Grafico control de calidad de la recta de calibracion.
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V.2.3.2COMPARACION ESTADISTICA DE LAS PENDIENTES DE LAS RECTAS
DE ADICION PATRON Y CALIBRACION NORMAL.
Para este fine aplicamos una prueba estadistica de t de student, previo a la cual fue
necesario realizar una comparacion de varianzas esto con el fin de poder decidir de
la forma de célculo de la t. Las hip6tesis planteadas fueron las siguientes:

Ho: Las pendientes son iguales

Hi: Las pendientes son diferentes

Para el caso de que las varianzas son homogéneas el t a ser calculado es:

_ |b1RC'N - bl.impl

cal
2 2
J Sbﬂc.ﬂ.r + Sbﬂc.ﬂ.r

Para el caso de que las varianzas son heterogéneas el t a ser calculado es:

A blpey +blpap
cal — 2 2
Sbﬁ:c.ﬂ.r Sbﬂr:.ﬂ.r

Si tca<t.os; n-1), las pendientes son iguales y se acepta Ho, en caso contrario se
rechaza. Al realizar el analisis de las varianzas de las rectas de calibracion normal y
de adicion patrén, determinamos que las varianzas en todos los casos eran
homogéneas por lo que aplicamos la formula de calculo de t para este caso, los
resultados se muestran en la tabla V.9.

Tabla V.9Valores de t calculados para la relaciéon de pendientes.

Relacion teal t(0.05:n1+n2-4)
b1lren) VS blrapmy) 1.995
bl(RCN) VS bl(RApMZ) 1.989 2.447
bl(RCN) VS bl(RApM3) 1.854

Los resultados mostrados en la tabla V.9, muestran que los valores de t calculado en
todos los casos es menor que el t tabulado, por lo que aceptamos Hy y establecemos
gue las pendientes son iguales, y no hay efecto matriz en ninguno de los casos.
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V.2.4REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

Tal y como hemos definido en el marco tedrico la repetibilidad es la precision
obtenida analizando alicuotas de una muestra homogénea, sometidas
independientemente a todo el proceso analitico de forma independiente, en las
condiciones mas favorables: mismo método de medida, mismo analista, mismo
instrumento de medida usado en las mismas condiciones, mismo laboratorio,

repetidas en un corto periodo de tiempo.

Por otra parte la reproducibilidad como precision intermedia es llamada también
reproducibilidad intralaboratorio, esta se determina comparando los resultados de
precision de un método a lo largo del tiempo en un mismo laboratorio, su finalidad es
verificar que un mismo método en el mismo laboratorio originar4 los mismos

resultados una vez que ha sido desarrollado.

V.2.4.1 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD INSTRUMENTAL

Para realizar el estudio de repetibilidad y precisiéon intermedia instrumental
elaboramos cinco rectas de calibracién en un intervalo de tiempo definido, estas las
utilizamos para analizarun estandar de 0.5 ppm de hierro por triplicado, por cuatro
dias consecutivos, obteniendo quince lecturas por dia para un total 60 lecturas. El
estandar fue obtenido de una solucion madre de 20 ppm y fue preparado
diariamente. La media de los resultados obtenidos se muestra en la tabla V.10.

Tabla V.10 Resultados del andlisis de estandar de 0.5 ppm.

Estandar Dial Dia2 Dia3 Dia4
0.466 0.489 0.515 0.488
0.463 0.501 0.486 0.499
0.5 ppm 0.493 0.509 0.499 0.493
0.450 0.493 0.485 0.507
0.493 0.489 0.481 0.490
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Debido a que para realizar el estudio de la repetibilidad y precision intermedia es
necesario realizar un andlisis varianza (ANOVA) es necesario previamente
determinar la homogeneidad de las varianzas, esto es que no existen diferencias
significativas entre los resultados de cada dia. Para esto aplicamos la prueba
estadistica de Bartlet para comparar las varianzas. Los resultados del test de Bartlet
se muestran en la tabla V.11.

Tabla V.11 Resultados del Test de Bartlet de los resultados del analisis del estandar

de 0.5 ppm.
Parametro Estandar 0.5
C 2.083
S®conj 0.000
X% 2.047
X?(0.05.3) 7.815

Tal y como se observa en la tabla V.11, el valor de X% es menor que el valor de X%z,
por lo tanto las varianzas son homogéneas y se puede aplicar ANOVA a los
resultados obtenidos. Una vez determinada la condicion anterior aplicamos ANOVA
de un factor a los resultados obtenidos, lo que se muestra en la Tabla V.12.

Tabla V.12 Resultados de ANOVA aplicado a los resultados del analisis del estandar

de 0.5 ppm.
Origen de las
variaciones SC GL CM Feal Frtab
Entre grupos 0.002 3 0.0006

3.50 3.24
Dentro de los grupos 0.003 16 0.0002
Total 0.005 19

La repetibilidad de las medidas se determina a partir del valor del Cuadrado Medio
dentro de los grupos y constituye la varianza de la repetibilidad. Para calcular el valor
de la desviacion estandar relativa de la repetibilidad (DER') es necesario calcular la
raiz cuadrada de esta varianza y dividirla entre la media total de los resultados
obtenidos multiplicandola por cien, tal y como se muestra a continuacion.
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ST = 3 CMDQHWG

P

DER™ = x 100

Xrotal

Se ha establecido en la bibliografia que la DER' debe ser menor o igual al 20%, para
tener una buena repetibilidad, el resultado obtenido fue de 2.69%, por lo que la

repetibilidad instrumental es excelente.

La precision intermedia la calculamos a partir de los cuadrados medios entre y dentro
de los grupos, obteniendo una varianza neta entre los grupos, la que se calcula de la
siguiente forma:
CMEntr'e - CMDB‘HETG

n

SZpea =

efa

Posteriormente se calcula la varianza de la reproducibilidad o precision intermedia de

la siguiente forma:
2 _ g2
SR - SNeta + CMDB‘HE‘TG

Posteriormente calculamos la desviacion estandar de la reproducibilidad o precision

intermedia y finalmente calculamos la DERR, de la siguiente forma:

SR = | 52

R

DER® = x 100

Xrotal

Se ha establecido en la bibliografia que la DER® debe ser menor o igual al 30%, para

tener una buena reproducibilidad o precision intermedia, el resultado obtenido fue de
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2.86%, por lo que la reproducibilidad o precision intermedia instrumental es
excelente.

Cabe mencionar que alguna de la bibliografia consultada se recomienda calcular los
valores de DER® y DER', utilizando la ecuacién de Horwizt, a la concentracién
utilizada en los estudios, en este caso la ecuacion utilizada para el célculo de la
DERR segln Horwizt es la siguiente:

DERR — 2{1—0.5*[056‘]

Dénde:

Log C es el logaritmo de la concentracion analizada

Para el célculo de la DER' se utiliz6 la siguiente ecuacion:
DER" = 0.66 x DER®

De esta forma encontramos que DERF fue de 12.60% y DER' fue de 8.60%,
respectivamente. Estos valores luego fueron comparados con los valores de DERR y
DER' obtenidos con el ANOVA, usando el parametro Horrat, que se calcula de la

siguiente forma:

DERE.
H t = ANOVA
o DER.FRi‘GTwitz
Horrat = —DER}IND“
DER;OTWHE

En ambos casos si el parametro de Horrat es menor de 2, indica que la
reproducibilidad y la repetibilidad son buenas. Una vez obtenidas los valores de
DERR y DER' tanto por el ANOVA como por la ecuacién de Horwitz, calculamos los
parametros de Horrat encontrando que para la reproducibilidad o precision
intermedia fue de 0.23 y para la repetibilidad fue de 0.32, demostrando que tanto la
repetibilidad como la reproducibilidad o precisiébn intermedia instrumental es

excelente.
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Con el fin de comprobar la aleatoridad de los resultados obtenidos en la repetibilidad
del estandar de 0.5 ppm, elaboramos un gréafico de control, en el que graficamos los
limites superiores e inferiores y la media de los resultados, reflejando los media de
los resultados obtenidos cada dia. Las ecuaciones de célculo de los limites del
grafico de control fueron las siguientes:

3S + X :2S+X:X:35—X:28—X

En la figura V.5, se muestra el grafico de control del estandar de 0.5 ppm.

0,60 -

0,55 - 3S +x

28 +X

Intervalo
o
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o
1

\

i

0,45 - 2S -

3S -

i

0,40 . . .

Dias
Figura V.5 Grafico de control del estandar de 0.5 ppm de hierro.
Tal y como se observa en el grafico de control los resultados de las lecturas del

estandar de 0.5 ppm de hierro, se encuentran bajo control, permaneciendo en los 3

altimos dias del estudio muy cercano a la media de los resultados.
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Finalmente con el fin de verificar que no hay diferencias significativas entre las
medias de cada dia de estudio, procedimos a graficar los intervalos de confianza

calculando para esto las siguientes ecuaciones:
Limite superior: X + t( 05m_1)S

Limite medio: X

Limite inferior: X — t(gosm_1)S

Los resultados obtenidos se muestran en la figura V.6

0,54 -

0,52

0,50

048

Limites

0,46 -

0,44 -

042 -

0,40 T T T 1
Dia1 Dia2 Dia3 Dia4

Dias

Figura V.6 Grafico de limites de confianza del estandar de 0.5 ppm de hierro.

Tal y como se puede observar en la Figura V.6, en todos los dias encontramos

puntos comunes, por otra parte se pudo comprobar que la media de los resultados
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abarca o toca a todos los intervalos, por lo que podemos considerar que los

resultados se encuentran bajo control.

V.2.4.2 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

Para realizar el estudio de repetibilidad y precision intermedia del método
elaboramos cinco rectas de calibracion en un intervalo de tiempo definido, estas las
utilizamos para analizar las muestras de frijoles (Blanco, Negro y Rojo) por triplicado,
por cuatro dias consecutivos, obteniendo quince lecturas por dia para un total 60
lecturas de cada una de las muestras. La media de los resultados obtenidos se
muestra en las tablas V.13 (M1), V.14 (M2), V.15 (M3).

Tabla V.13 Resultados del analisis de la muestra 1(frijol blanco)

Muestra Dial Dia2 Dia3 Diad
4.856 4.684 5.313 6.456

4.920 4.881 5.358 6.517

M1 4.678 4.783 5.202 6.356
4.668 4567 5.501 6.641

4.786 4.891 5.419 6.747

Tabla V.14 Resultados del analisis de la muestra 2(frijol negro)

Muestra Dial Dia2 Dia3 Dia4d
2.814 2.170 3.087 5.022

3.111 2.202 3.022 4.277

M2 3.103 3.508 3.251 4.242
3.295 3.224 3.179 4.666

3.093 3.066 3.099 4.688

Tabla V.15 Resultados del andlisis de la muestra 3(frijol rojo)

Muestra Dial Dia2 Dia3 Dia4d
4.024 3.534 4.085 5.452

M3 3.763 3.542 4.190 5.650
3.853 3.433 4.046 5.117
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3.801 3.522 5.065 5.653

3.756 3.723 4.072 5.398

Al igual que en el caso del estdndar de 0.5 ppm, realizamos un andlisis varianza
(ANOVA), previa determinacion de la homogeneidad de las varianzas, mediante la
prueba estadistica de Bartlet. Los resultados de éste test se muestran en la tabla
V.16

Tabla V.16 Resultados del Test de Bartlet de los resultados del andlisis de las
muestras 1, 2y 3.

Parametro M1 M2 M3

C 2.083 2.083 2.083
S%con 0.017 0.129 0.066
X% 0.302 6.558 5.156
X?(0.05.3) 7.815 7.815 7.815

Tal y como se observa en la tabla V.16, el valor de las muestras de X2, son menores
que el valor de X%, por lo tanto las varianzas son homogéneas y se puede aplicar
ANOVA a los resultados obtenidos. Una vez determinada la condicién anterior
aplicamos ANOVA de un factor a los resultados obtenidos, lo que se muestra en las
tablas V.17 (M1), V.18 (M2) y V.19 (M3).

Tabla V.17 Resultados de ANOVA aplicado a los resultados del andlisis de la
muestra 1.

Origen de las

variaciones =c GL CM Feal Frab
Entre grupos 10.470 3 3.4900 207.75 324
Dentro de los grupos 0.269 16 0.0168

Total 10.739 19

Tabla V.18 Resultados de ANOVA aplicado a los resultados del analisis de la

muestra 2.

Origen
variaciones

de

las

SC

GL

CM

I:cal

Ftab
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Entre grupos 9.422 3 3.1407 24 27 3.24
Dentro de los grupos 2.071 16 0.1294
Total 11.493 19

Tabla V.19 Resultados de ANOVA aplicado a los resultados del andlisis de la
muestra 3.

Origen de las
variaciones SC GL cM Fea Frab
Entre grupos 10.521 3 3.5071

53.51 3.24
Dentro de los grupos 1.049 16 0.0655
Total 11.570 19

Tal y como en el caso del estandar de 0.5 ppm, procedimos a calcular las DERr y la

DERR a partir de los datos obtenidos en el ANOVA, los resultados se muestran en la
tabla V.20.

Tabla V.20 Resultados de DER de repetibilidad (DER") y reproducibilidad (DER®) de
las muestras 1, 2 y 3, calculados a partir del ANOVA.

Muestra DER' DERF
M1 2.42 8.14
M2 10.56 15.54
M3 5.98 11.38

Como podemos ver en la tabla V.19, la desviacion estandar relativa de la
reproducibilidad y de la precision intermedia de las muestras es excelente ya que son

menores a los valores establecidos de 20% para la repetibilidad y 30% para la
reproducibilidad.

El célculo de los valores de DER® y DER', utilizando la ecuacién de Horwizt, se
muestran en la tabla V.21.

Tabla V.21 Resultados de DER de repetibilidad (DER") y reproducibilidad (DER®) de
las muestras 1, 2 y 3, calculados a partir de la ecuacion de Horwizt.
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Muestra DERy' DERWR
M1 5.80 8.79
M2 6.21 9.41
M3 6.00 9.09

Los valores de la tabla V.21 fueron usados en conjunto con los valores de la tabla

V.20, para obtener el parametro Horrat. Los resultados obtenidos se muestran en la

tabla V.22.

Tabla V.22 Resultados del calculo del pardmetro de Horrat de las muestras 1, 2y 3.

Muestra Horrat" Horrat®
M1 0.42 0.93
M2 1.70 1.65
M3 1.00 1.25

Los resultados reflejados en la tabla V.22, demuestran que tanto la repetibilidad

como la reproducibilidad o precision intermedia del método es excelente.

Con el fin de comprobar la aleatoridad de los resultados obtenidos en la repetibilidad

de las muestras, elaboramos un grafico de control, los que se muestran en las figuras

V.7, V.8 y V.0.
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Figura V.7 Grafico de control de la muestra 1 (Frijoles blancos).
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Figura V.8 Grafico de control de la muestra 2 (frijoles negros).
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Figura V.9 Grafico de control de la muestra 3 (frijoles rojos).

Tal y como se observa en las figuras V.7 a V.9, todas las muestras, se encuentran
bajo control, especialmente en los primeros 3 dias del estudio, ya que estaban muy
cercanas a la media de los resultados aunque en el cuarto dia se observdé una
tendencia hacia la salida del grafico de control, lo que nos indica que posiblemente
después del dia 4, los resultados estarian fuera de control.

Finalmente con el fin de verificar que no hay diferencias significativas entre las
medias de cada dia de estudio, procedimos a graficar los intervalos de confianza de
las muestras estudiadas, lo que se refleja en la figura V.10.
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Figura V.10 Grafico de limites de confianza de las muestras.

Tal y como se puede observar en la Figura V.10, en todos los dias encontramos
puntos comunes, por otra parte se pudo comprobar que la media de los resultados
abarca o toca a todos los intervalos, por lo que podemos considerar que los
resultados se encuentran bajo control.

V.2.5 EXACTITUD

V.2.5.1 PORCENTAJE DE RECUPERACION CALCULADO A PARTIR DE
MUESTRAS FORTIFICADAS

Debido a que no contdbamos con un material de referencia certificado de hierro, que
nos permitiera estudiar la exactitud instrumental y del método adecuadamente,
procedimos a evaluarla mediante la obtencion de porcentajes de recuperacion o

recobro del analito.
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Para esto fortificamos las muestras molidas con una cantidad de hierro previamente
establecida y sometimos a las muestras a todo el proceso de andlisis. Paralelamente
analizamos en las mismas condiciones muestras sin fortificar. EI contenido de hierro
fue determinado por diferencia del contenido de hierro en las muestras fortificadas
del contenido de hierro en las muestras sin fortificar. El porcentaje de recobro o
recuperacion fue calculado de la forma siguiente:

Cantidad de hierro encontrada

%R = ( )xlDO

Cantidad de hierro esperada

Un estandar de hierro de concentracion 0.5 ppm, fue igualmente analizado para
determinar el %R instrumental. Los porcentajes obtenidos se muestran en la tabla
V.23, mientras que en la figura V.11, se muestra el grafico de barras de la media de
los porcentajes de recobro obtenidos.

Tabla V.23Porcentajes de recobro obtenido para las muestras y el estandar.

n %R(M1) | %R(M2) | %R(M3) | %R(0.5ppm)

1 116.5 100.7 109.5 97.6

2 115.1 102.2 108.1 99.9

3 113.6 104.1 106.2 98.5
Media 115.1 102.3 107.9 98.7
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Figura V.11 Grafico de barras de los porcentajes de recuperacion de las muestras y

del estandar de 0.5 ppm.

Tal y como se observa tanto en la tabla V.23 y en la figura V.11 los porcentajes de
recuperacion para las muestras se ubican entre el 102.3 y el 115.1%, mientras que
para el estandar fue de 99.1%. En la bibliografia se establece que rangos de
concentracion entre 100 ppb y 1 ppm, los porcentajes de recuperacion deben ser
entre 80 y 110%, por lo que Unicamente la muestra M1 (frijol blanco) estaria un poco

fuera de lo establecido.

Si relacionamos la exactitud con el porcentaje de recobro obtenido podemos decir
gue la exactitud instrumental es excelente y que la exactitud del método se buena
salvo para el caso de la muestra M1, que se distancié un poco del valor esperado.
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V.2.5.2 PORCENTAJE DE RECUPERACION CALCULADO A PARTIR DE LAS
RECTAS DE CALIBRACION POR ADICION PATRON Y CALIBRACION NORMAL.
En este caso evaluamos también la exactitud como porcentaje de recuperacion de
las muestras, pero utilizando los valores de las pendientes de las rectas de

calibracion por adicién patron (RCAP) y normal (RCN), mediante la siguiente férmula:

bRC'AP
%R (ﬁ) x 100
bR

Los parametros de las rectas las rectas de adicion patron y normal se muestran en la
tabla V.24 y los resultados del calculo de los porcentajes obtenidos se muestran en la
tabla V.25.

Tabla V.24Parametros de las rectas de calibracion de adicién patrén y normal.

Parametro CCN RCAPM1 RCAPM2 RCAPM3
by 0.1095 0.1043 0.1027 0.1048
bo 0.0097 0.0710 0.0643 0.0598
R? 0.9981 0.9998 1.0000 0.9999
Svix 0.0022 0.0006 0.0003 0.0004

Tabla V.25Porcentajes de recuperacién de las muestras obtenidos a partir de las
pendientes de las rectas de adicion patrén y normal.

%R(M1) 95.2
%R(M2) 93.8
%R(M3) 95.7

Si relacionamos estos resultados con lo recomendado en la bibliografia podemos
decir que todas las muestras se encuentran en el intervalo esperado por lo que el

método presenta buena exactitud en sus resultados.
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V.2.6LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION

Como ya hemos mencionado en el marco tedrico, el limite de deteccidn es la minima
concentracion que proporciona una sefal significativamente diferente a la de un

blanco y que puede considerarse que es causada por el analito.

El limite de cuantificacion se define como la minima concentracion de analito que
origina medidas cuantitativas con aceptable exactitud y precision y que puede

considerarse como el limite inferior del rango lineal.

Para la determinacion de los limites de deteccién y cuantificacidon utilizamos los datos
de las rectas de calibracion normal obtenidos durante los 4 dias de estudio de
repetibilidad. La media de los parametros de las rectas obtenidos en esos dias se
muestran en la tabla VI1.26.

Tabla V.26Media de los parametros de las rectas de regresion normal usados en el

calculo de limites de deteccién y cuantificacion.

Parametros Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
bo 0.0049 0.0033 0.0035 0.0035
b1 0.0881 0.0921 0.0889 0.0923
Sho 0.0024 0.0015 0.0011 0.0014
Sh; 0.0040 0.0025 0.0018 0.0023
Syix 0.0031 0.0020 0.0015 0.0018

Por otra parte los limites de deteccion y de cuantificacion, decidimos calcularlos

empleando dos formas.

1) Utilizando en el calculo la pendiente de las rectas y la desviacion estandar de
los puntos en la direccion del eje y (Syx), empleada en muchos casos para
datos obtenidos mediante la técnica de espectrofotometria de UV-Vis y en
rangos de concentracion relativamente bajos. Las ecuaciones de calculo

empleadas fueron:
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_ 3.29 xSyf,rx IC — 10 xwa
b, by
Donde:
Syix €s la desviacion estandar de los puntos en la direccion de la variable y

b; es la pendiente de la recta

2) Utilizando una ecuacién que toma en cuenta los efectos tanto sobre el eje x
como sobre el eje y, la que proporciona una mayor precision en la
determinacién de los limites en rangos de concentracion bajos. En este caso las

ecuaciones de calculo empleadas fueron:
LD = 329x§, LC = 10x5,

Donde Sy se calcula de la siguiente forma:

So=—=E |- += +
0 mn

Dénde:

X; son los datos individuales de concentracion usados en la recta

Dado que teniamos datos de 20 rectas de regresién, optamos por trabajar con la
media de los resultados de cada dia, obteniendo finalmente la media total de los
calculos realizados, asi en la tabla VI.27, se reflejan la media final de los resultados

de los célculos de LD y LC para las 2 formas de célculo.

Tabla V.27Media de los limites de deteccion y cuantificacion de las 2 formas de

calculo empleadas.

Limite Forma de célculo 1 Forma de célculo?2
Deteccidn 0.05 0.06
Cuantificacion 0.15 0.19
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Tal y como podemos observar en la tabla VI.27, los limites de deteccién son
similares independientemente de la forma de calcularlos, siendo estos cercanos a los
0.055 mg/L.

Por otra parte los limites de cuantificacion presentan una mayor diferencia en cuanto
a los resultados de las dos formas de célculo, sin embargo esta no es muy grande,
por lo que podemos decir que el limite de cuantificacion del método es cercano a los
0.17 mgl/L.

V.2.7INCERTIDUMBRE DE LOS RESULTADOS

La incertidumbre es un parametro que esta asociado al resultado de una medicion
analitica, que nos indica cuan dispersos estan los datos y las posibles fuentes de

error que pueden influir en la determinacion de un analito.

La determinacion del contenido de hierro en las muestras de frijoles fue realizada a

partir del modelo de calibracion de la curva de regresion normal, segun la siguiente

ecuacion:
Am=bo X2 x 10
Fe(ne) = =3
10049
Dénde:

Am: es la absorbancia de la muestra

bo: es el intercepto de la recta de regresion normal
b,: es la pendiente de la recta de regresion normal
V,: es el volumen final al que se llevé la muestra
V1: es el volumen inicial o alicuota de la muestra

M es la masa de la muestra

Una vez establecido el modelo matematico utilizado en el calculo de la concentracion
de hierro en las muestras de frijoles, procedimos a identificar las posibles fuentes de

incertidumbre en el proceso de andlisis.
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Finalmente calculamos la incertidumbre mediante la siguiente ecuacion:

| 2 2 2 2 2 2
o= G () <6 <6+ GE) ()
Cre 1,,| A, — by A, — by by Vi V2 m

Esta ecuacion lleva incluida todas las posibles fuentes de errores, incluyendo el ruido
fotométrico, la precision fotométrica en la incertidumbre de las absorbancias y los
errores en la pendiente, intercepto, factores de dilucién y pesada de la muestra. En la
tabla V.28, se muestran los resultados para el calculo de la incertidumbre usando la

ecuacioéon anterior.

Tabla V.28Concentracion de hierro en mg/100g, de las muestras de frijoles crudos

con sus valores de incertidumbre.

Frijoles blancos Frijoles negros Frijoles rojos
6.15 +0.92 7.24 +0.92 5.63 +0.90

Tal y como se observa en la tabla V.28, los valores de incertidumbre son cercanos a
0.90, siendo similares para las muestras de frijoles blancos y negros y un poco

menor en el caso de la muestra de frijoles rojos.
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V.3DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HIERRO ANTES Y

DESPUES DEL TRATAMIENTO TERMICO

Para la determinacion del contenido de hierro en las muestras de frijoles tratadas
térmicamente, se tomaron muestras, que fueron cocidas, secados, molidas y
analizadas paralelamente con muestras molidas de frijoles sin tratamiento térmico
(crudos) tal y como se muestra en el esquema 1V.5.1.2. La media de los resultados
obtenidos para ambos casos, asi como la diferencia entre ellas se muestra en la
tabla V.29 y en la figura V.12.

Tabla V.29Media de los resultados de contenido de hierro en mg/100 g, de las
muestras antes y después de su tratamiento térmico y la diferencia entre ellas.

Muestras Crudos Cocidos Diferencia
Frijoles blancos (M1) 6.15 3.11 3.04
Frijoles negros (M2) 7.24 3.54 3.69
Frijoles rojos (M3) 5.63 2.07 3.56

mg/100 g

Crudos Cocidos Diferencia

Muestras de frijoles

Figura V.12 Grafico de barras de los porcentajes contenido de hierro de las muestras
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Los resultados reflejados en la tabla V.29 y en la figura V.12, claramente establecen
diferencias entre las muestras de frijoles, de tal forma que podemos decir que las
muestras de frijoles negros son las que contienen mayor contenido de hierro tanto en
estado crudo y cocido como en el agua de extraccidn, mientras que las que muestras
de frijoles rojos contienen la menor cantidad, y las muestras de frijoles blancos
contienen cantidades intermedias entre estas las anteriores.

V.3.1COMPARACION PORCENTUAL DE LAS MUESTRAS
La resultados observados en la tabla V.29 y en la figura V.12, nos llevé a tratar de
establecer diferencias entre las distintas muestras de frijoles en cuanto a su
contenido de hierro. Asi decidimos compararlas considerando las siguientes
relaciones:

e Frijol Negro vs. Frijol Blanco

e Frijol Negro vs. Frijol Rojo

e Frijol Blanco vs. Frijol Rojo

Esta relacion la realizamos comparando los porcentajes de diferencia en el contenido
de hierro relacion del primer elemento de cada relacion en relacion al segundo.

Asi podemos decir que los frijoles blancos crudos tienen un 15.05% menos de hierro
que los frijoles negros crudos y que los frijoles rojos crudos tienen un 22.4% menos
de hierro que los frijoles negros crudos y a su vez los frijoles rojos crudos tienen un
8.47% de hierro menos que los frijoles blancos crudos. En todos los casos los frijoles
rojos crudos tienen menos contenido de hierro que las otras muestras de frijoles.

En lo que se refiere al a los frijoles cocidos, podemos decir que los frijoles blancos
cocidos tienen un 12.37% menos de hierro que los frijoles negros cocidos y que los
frijoles rojos cocidos tienen un 41.53% menos de hierro que los frijoles negros
cocidos y a su vez los frijoles rojos cocidos tienen un 33.27% de hierro menos que

los frijoles blancos cocidos. A igual que en el caso de los frijoles rojos crudos, los
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frijoles rojos cocidos tienen menor contenido de hierro que las otras muestras de
frijoles, pero en este caso es mucho mayor lo que nos indica que posiblemente a que
la extraccion del hierro por al agua de coccion sea mayor en los frijoles rojos.

Debido a lo observado anteriormente, decidimos relacionar los contenidos de hierro
antes y después de su coccion. Creemos que la diferencia entre estos es debida a
que el hierro es extraido hacia el agua de coccion, quedando el remanente en los
frijoles cocidos. Esto sustenta la creencia popular de que en el agua de coccion de
los frijoles, llamada en muchos casos “sopa” existe un alto contenido de hierro, el que

depende del tipo de frijoles a ser cocido.

En este sentido podemos decir que el agua de coccidn de los frijoles blancos tienen
un 17.61% menos de hierro que el agua de cocciéon de los frijoles negros y que el
agua de coccion de los frijoles rojos tiene un 3.73% menos de hierro que el agua de
coccion de los frijoles negros, pero el agua de coccién de los frijoles rojos tienen un
16.85% de hierro mas que el agua de coccion de los frijoles blancos. Cabe destacar
que la diferencia respecto a los frijoles negros es menor que en el caso de las
muestras crudas y cocidas, y que inclusive su contenido es mayor respecto al agua
de coccion de los frijoles blancos, situacién que no ocurre en las muestras crudas y
cocidas.

Esto es llamativo ya que nos indica, que a pesar de que el contenido de hierro de los
frijoles rojos tanto en su estado crudo como cocido es menor, en relacion a las otras
muestras, mayor es su capacidad de transferir hierro hacia el agua de coccion y por
lo tanto se compensa las diferencias ya observadas.

V.3.2COMPARACION ESTADISTICA DE LAS MUESTRAS

Dado que la comparacion porcentual nos indicaba diferencias entre las muestras de
frijoles consideramos oportuno confirmar estadisticamente nuestras primeras
apreciaciones.

Debido a que solo teniamos una variable de comparacion, decidimos utilizarla para
comparar las muestras de frijoles, para esto empleamos inicialmente una prueba de
comparacion de varianzas, usando el test de Bartlet. Las hipétesis planteadas fueron:
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Ho: S2 = S2 = §2

Frijoles negros Frijoles blances Frijoles rojos

+ 52 + 52

Frijoles blancos Frijoles rojos

H,:S;

rijoles negros

Establecimos que se acepta Hp si X20<X2(0,05,n-1), y por lo tanto las varianzas de las
muestras de frijoles son iguales. En la tabla V.30, se muestra el resultado de la
aplicacion del test de Bartlet.

Tabla V.30 Resultados del test de Bartlet de los resultados de la comparacion de las
varianzas de las muestras de frijoles.

Parametro Crudos Cocidos Extraidos
C 2.17 2.17 2.17
Szconj 0.00 0.01 0.02
Xzo 57.87 0.40 0.32
X2 5.99 5.99 5.99

(0.05,2)

Tal y como se observa en la tabla V.30, las varianzas de los contenidos de hierro en
las muestras crudas es diferente ya que X20>X2(0,05,2), mientras que en el caso de los
frijoles cocidos o en los extraidos las varianzas son iguales ya que X20<X2(0_05,2)_

V.3.2.1COMPARACION DE MUESTRAS DE FRIJOLES CRUDOS

Dado los resultados obtenidos para las muestras crudas de frijoles decidimos realizar
una comparaciéon de medias mudultiples, aplicando una comparacion de medias
simultaneas, esto porque no podiamos aplicar ANOVA, las parejas de comparacion a
ser consideradas fueron:

xFrijGIes negros vs. xFrijG.!ss blancos
xF‘ﬂjaIes negros vs. xFT‘ijGIQS rojos

xF‘ﬂjaIes blancos VS- xFrijaIgs rojos
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Para esto inicialmente realizamos una comparacion de varianzas mediante el test de

Fisher, en este caso las hipotesis planteadas fueron:

Para el primer par de comparacion:
H,: S2 = S

Frijolesnegros Frijoles blancos

H,:S? + §2

Frijoles negros Frijoles blancos

Para el segundo par de comparacion fueron:
H,: S2 = 52

Frijolesnegros Frijoles rojos

H,:S? + §2

Frijoles negros Frijoles rojos

Para el tercer par de comparacion fueron:
H,: 52 = §Z

Frijoles balncos Frijoles rojos

H,:S? + S2

Frijoles blancos Frijoles rojos

Estableciendo que se acepta Ho si Fca<F(.05,n-1), Y por lo tanto las varianzas de las

muestras de frijoles crudos son iguales, en caso contrario son diferentes. Esto lo

realizamos con el fin de establecer qué tipo de comparacion de medias debiamos

aplicar. En la tabla V.31, se muestra el resultado de la aplicacion del test de Fisher

aplicado a las muestras crudas.

Tabla V.31 Resultados del test de Fisher de comparacién de las varianzas de las

muestras de frijoles crudos.

Par de comparacion Feal F(0.05,2)
Frijol Negro vs. Frijol Blanco 1.00 19
Frijol Negro vs. Frijol Rojo 5.68E+27 19
Frijol Blanco vs. Frijol Rojo 5.68E+27 19

Hernandez Valdivia y Gonzalez Carrion
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Tal y como se observa en la tabla V.31, las varianzas del par de comparacion Frijol
Negro vs. Frijol Blanco son iguales ya que Fca<F(o.0s,2, mientras que los restantes
pares presentan diferentes varianzas, ya que Fca> Fo.05,2).

Una vez establecida la similitud y/o diferencia entre las varianzas de los pares de
relacion de las muestras crudas, decidimos realizar una comparacion de medias
apareadas, dado que teniamos igual cantidad de datos para las diferentes muestras,
en este caso planteamos las hipoétesis siguientes:

Para el primer par de comparacion fueron:

HD: xFrijGIesnegras = xFrijaIes blancos

Hl:xFﬂjGIesnegros + xFrijaIes blancos

Para el segundo par de comparacion fueron:
HD: xFrija.!esnegTas = xFT‘ijGIQS‘ rojos

Hl:xFﬂjG.!ssnngGs + xFrijGIesrojos

Para el tercer par de comparacion fueron:
HD: xFTijGIes blancos = xFTijGIesrajas

Hl:xF‘ﬂjGIes blances * xFT‘ijGIQS rojos

Estableciendo que Hyp se aceptaba si tca<t(o.os,n-1), ¥ por lo tanto las medias del par de
comparacion eran iguales y existia relacion de los pares en cuanto a su contenido de
hierro. Los resultados de la comparacién de medias se muestran en la tabla V.32.

Tabla V.32 Resultados del test de comparacion de medias de los pares de muestras
de frijoles crudos

. Frijol negro | Frijol negro | Frijol blanco
Parametro : :
vs blanco VS rojo VS rojo
tCal 23 34 11

85
Hernandez Valdivia y Gonzalez Carrion



ANALISIS DE RESULTADOS

ttab 4.30 4.30 4.30

Tal y como se observa en la tabla V.32, lo valores de t.y en todos los casos de
comparacion de pares de muestras de frijoles son mayores que los valores de t( o5 n-
1), por lo que establecemos que las medias son diferentes y no existe relacion entre
los pares de muestras de frijoles crudos en cuanto a su contenido de hierro.
V.3.2.2COMPARACION DE MUESTRAS DE FRIJOLES COCIDOS Y AGUA DE
EXTRACCION

Los resultados reflejados en la tabla V.30, nos indicaban que las varianzas de las
muestras de frijoles cocidos y del agua de extraccién eran iguales, por lo que si
podiamos aplicar ANOVA a estas muestras en este caso las hipétesis planteadas
fueron:

HD: xFTijGISSﬂsgros = xF‘TijGEes blancos — xFrija.!eerjos

Hl:xFﬂjG.!ssnegros + xF‘TijGEes blancos — xFrijGEes rojos

Si Fea<F(0.05; n-1-n-2),5€ acepta la Ho y se rechaza la Hypor lo que las medias de las
muestras son iguales, en caso contrario se rechazan y no son iguales. Los resultados
de ANOVA aplicado tanto a las muestras cocidas como, al agua de extraccion se
muestran en las tablas V.33 y V.34.

Tabla V.33 Resultados de ANOVA aplicado a las muestras de frijoles cocidos.

Origen de las

variaciones SC GL CM Feal Ftab
Entre grupos 3.43 2 1.7 153.47 5.14
Dentro de los grupos 0.07 6 0.01

Total 3.49 8

Tabla V.34 Resultados de ANOVA aplicado a las muestras del agua de extraccion.

Origen de las

variaciones SC GL CM Feal Ftab
Entre grupos 0.70 2 0.35 22.51 5.14
Dentro de los grupos 0.09 6 0.02

Hernandez Valdivia y Gonzalez Carrion
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Total ’ 0.80 ’ 8 ’

Tal y como se observa en las tablas V.33 y V.34, los valores de F¢5 son mayores que
los valores de Fp, por lo que establecemos que las medias de los contenidos de
hierro en las muestras de frijoles cocidos y en el agua de extraccién de éstos es
diferente y no hay relacion entre las distintas muestras de frijoles.

V.4 RELACION ENTRE EL CONTENIDO DEL HIERRO ENCONTRADO
EN LAS MUESTRAS CON LAS DOSIS DIARIA RECOMENDADA
(DDR).

La Dosis Diaria Recomendada (DDR) conocida también como Ingesta Diaria

Recomendada (IDR) es la cantidad o dosis minima que un humano debe consumir
de un determinado nutriente para mantenerse sano.

La DDR de hierro (ver 111.2.17), varia segun los segmentos de edad y de sexo. Cabe
mencionar que es igual en los segmentos de edad 0 a 18 afios y para mayores de 50
afos, independiente del sexo. Entre los 19 y 50 afios la DDR es mayor para las
mujeres especialmente para las embarazadas y las que se encuentran en estado de
lactancia.

Debido a las diferencias que existen en las DDR de hierro, y ante la falta de estudios
similares en la UNAN-Ledn, que involucraran ésta con el contenido de hierro en
muestras de frijoles cocidos y su agua de extraccion, decidimos tomar como
referencia los resultados reflejados en la tabla V.29 y los relacionamos
porcentualmente con el cumplimiento de la DDR, esto para tener un pardmetro de
referencia que nos diera una idea de sobre la relacién de nuestros resultados con la
DDR y su posible uso con fines nutricionales.

Para esto establecimos una relacion porcentual del cumplimiento de la DDR
anicamente con las muestras de frijol cocido y de agua de extraccion, ya que las
muestras de frijol crudo no son consumidas por la poblacion.

Por otra parte debido a que los datos de la tabla V.29, reflejaban el contenido de
hierro en mg por cada 100 g de muestra, decidimos tomar como punto de referencia
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raciones de 100 gramos de las muestras de frijoles para relacionarlas con el
porcentaje de cumplimento de la DDR. Los resultados se muestran en las figuras
V.13 para los hombres y V.14 para las mujeres y en las tablas V.35 y V.36, se
muestran los porcentajes de cumplimiento total de la DDR de los frijoles cocidos y del
agua de extraccion, para hombres y mujeres respectivamente.
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Figura V.13 Grafico de barras del porcentaje de cumplimiento de la DDR de hierro

en hombres de muestras de frijoles (a) cocidos y (b) agua de extraccion.
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Figura V.14 Grafico de barras del porcentaje de cumplimiento de la DDR de hierro

en mujeres de muestras de frijoles (a) cocidos y (b) agua de extraccion.

Tabla V.35Porcentajes de cumplimiento total de la DDR de hombres de los frijoles

cocidos y del agua de extraccion de las 3 muestras estudiadas.

Segmento edad Frijol Blanco Frijol Negro Frijol Rojo
7-12 meses 55.9 65.8 51.2
1-3 afios 87.8 103.4 80.4
4-8 afios 61.5 72.4 56.3
9-13 afios 76.9 90.5 70.3
14-18 afos 55.9 65.8 51.2
19-50 afos 76.9 90.5 70.3
>50 afios 76.9 90.5 70.3

Tabla V.36Porcentajes de cumplimiento total de la DDR de mujeres de los frijoles

cocidos y del agua de extraccién de las 3 muestras estudiadas.

Segmento edad

Frijol Blanco

Frijol Negro

Frijol Rojo
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7-12 meses 55.9 65.8 51.2
1-3 afios 87.8 103.4 80.4
4-8 afnos 61.5 72.4 56.3
9-13 afios 76.9 90.5 70.3
14-18 afos 41.0 48.2 37.5
19-50 afnos 34.2 40.2 31.3
>50 afos 76.9 90.5 70.3
Embarazo 22.8 26.8 20.8
Lactancia 64.7 76.2 59.2

En la figura V.13 (hombres), puede observarse que tanto en el caso de los frijoles
cocidos como en el caso del agua de extraccion, los frijoles negros presentan un
mayor cumplimiento porcentual de la DDR. Los frijoles blancos presentan mayor
cumplimiento de la DDR que los frijoles rojos en el caso de los frijoles cocidos, sin
embargo en el caso del agua de extraccion los frijoles rojos presentan mayor

cumplimiento que los frijoles blancos.

En la figura V.15 (mujeres), puede observarse una situacion similar que lo observado
en la figura V.14, ya que en el caso de los frijoles cocidos como en el caso del agua
de extraccion, los frijoles negros presentan un mayor cumplimiento porcentual de la
DDR vy los frijoles blancos presentan mayor cumplimiento de la DDR que los frijoles
rojos y en el caso del agua de extraccién los frijoles rojos presentan mayor

cumplimiento que los frijoles blancos.

En las tablas V.35 y V.36, se observa que dado que en los segmentos de edad de 0
a 18 afos, tienen iguales umbrales de DDR tanto para los sexos masculinos como
femeninos, los porcentajes de cumplimiento son iguales en estos segmentos. Sin
embargo se puede observar que los porcentajes de cumplimiento en general son
mayores en el caso de las DDR del sexo masculino que en el caso del sexo

femenino. Al igual que en el caso de las muestras de frijoles cocidos y de agua de
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extraccion los frijoles negros presentan un mayor cumplimiento de la DDR, seguido

de los frijoles blancos y de los rojos.

Cabe destacar que los cumplimientos son aun menores en el caso de las mujeres
embarazadas, ya que la DDR es mayor que en el caso de los otros segmentos de
edad, debido a sus requerimientos nutricionales. Aunque el orden de cumplimiento

porcentual sigue siendo frijoles negros > blancos > rojos.
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VI. CONCLUSIONES

Una vez realizado los andlisis de los resultados de la presente monografia, creemos
oportuno plantear las siguientes conclusiones:

1. Se logré seleccionar un conjunto
de tres muestras de frijoles (blanco, rojo y negro), las que fueron seleccionadas
en base a criterios empiricos.

2. Se consiguieron determinar los
parametros experimentales del método. El rango lineal fue de 0 a 1.0 ppm, la
linealidad fue determinada de 6 formas comprobandose en todos los casos la
linealidad del modelo, las cuales son: prueba de correlacion, falta de ajuste,
porcentaje de linealidad, analisis de varianza, coeficiente de determinacion,
graficos de residuales, también usamos el grafico de control de calidad de la
recta de calibracién. La Repetibilidad y reproducibilidad se evalu6 de dos
formas encontrando una desviacién estandar relativa de Repetibilidad de 2.69%
y una desviacion estandar relativa de reproducibilidad de 2.86%, estos valores
fueron comprobados con el parametro de Horrat siendo en los dos casos menor
que 2 lo que nos indica una buena repetibilidad y reproducibilidad. El efecto
matriz también se evalué de dos formas en los que se comprobo la ausencia de
efecto matriz. Se determind la exactitud a partir del porcentaje de recuperacion
de las muestras siendo el porcentaje de recuperacion desde 98.7% para un
estandar de 0.5 ppm hasta 115.1% de la muestra de frijoles blancos. El limites
de deteccion y cuantificacion también fueron determinados de dos formas
siendo este limite de deteccidén 0.05 mg/L, y limite de cuantificaciéon 0.15 mg/L...
Se determind la incertidumbre de los resultados siendo esta cercana a +/- 0.90
mg/100g.

3. Se determindé el contenido de
hierro en frijoles crudos, frijoles cocidos y en el agua de coccion, siendo estos
de 6.15 mg/100g de frijoles blancos 7.24 mg/100g en frijoles negros y 5.63
mg/100g frijoles rojos para los frijoles crudos y 3.11 mg/100g frijoles blancos,
3.54 mg/100g frijoles negros y 2.07 frijoles rojos para frijoles cocidos y en el
agua de coccién 3.04 mg/100ml en frijoles blancos, 3.69 mg/100ml frijoles
negros y 3.56 mg/100ml frijoles rojos. Se compard estadisticamente estos

93
Hernandez Valdivia y Gonzalez Carrion



CONCLUSIONES

resultados encontrandose que las tres muestras eran diferentes en cuanto a su
contenido de hierro.

4. Se relaciondé el contenido de
hierro encontrado en las muestras con las dosis diaria recomendada,
determinando que los frijoles negros tienen un mayor cumplimiento de dosis
diaria recomendada que las otras muestras, tanto en hombres como mujeres lo
gue constituyen un buen aporte a la dosis diaria recomendada.
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