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RESUMEN

Dentro del proyecto FEMCIDI-OEA (Fondo Especial Multilateral del Consejo Interamericano para el Desarrollo Integral de
la Organizacién de Estados Americanos) se planeod el desarrollo de un material de referencia de leche fluida, la cual se
mediria en parametros bromatolégicos y minerales. Este trabajo muestra los resultados obtenidos para los minerales
sodio, potasio, magnesio y calcio en un candidato a material de referencia de leche fluida, empleando dos métodos de
analisis. En el primero se uso6 digestiéon por microondas para la preparacion de la muestra e ICP-AES (Espectrometria de
Emisién Atomica con Plasma Acoplado Inductivamente) para el analisis de sodio y potasio. En el segundo método se
empled para la preparacion de la muestra un método de digestion desarrollado en CENAM utilizando un digestor para
proteina BUCHI con tubos de cuarzo fabricados en CENAM y CI (Cromatografia I6nica) para la medicion de sodio,
potasio, magnesio y calcio. En ambos métodos se empleé el SRM 8435 como control obteniendo, en ambos casos,
resultados de acuerdo con los valores certificados. Para sodio y potasio que son los mensurandos analizados por ambos
métodos se obtuvo muy buena concordancia entre los resultados.

1. INTRODUCCION

Apoyados por la Organizacion de Estados
Americanos (OEA), México, a través del CENAM ha
iniciado el proyecto multilateral 1201 FEMCIDI-OEA:
“Colaboracién para Soportar con Metrologia
Quimica la Evaluacion de la Calidad e Inocuidad de
los Productos del Sector Agroalimentario” en el que
participan los siguientes paises de Latinoamérica:
Jamaica, Bolivia, Brasil, Argentina, Uruguay, Peru y
México. Este proyecto incluye cuatro afios para
desarrollar de manera conjunta materiales de
referencia que sean de utilidad para los paises
participantes. La primera etapa del proyecto,
consistié en producir un material de referencia de
leche fluida en el que se evaluaron los parametros
grasa, proteina, solidos totales, lactosa, sodio,
potasio y densidad. El lote de leche fue
proporcionado por la empresa Liconsa de Querétaro
y envasado en la division de materiales organicos
del CENAM, este material se almacend en
congelacion a -80°C para su posterior liofilizacién,
con el fin de prolongar su vida de anaquel, facilitar
su transporte y conservar las caracteristicas propias
de la leche fluida.

En el presente trabajo se muestran los resultados
obtenidos en la medicion de los minerales en leche
fluida liofilizada reconstituida, empleando dos
métodos de medicion; en el primero se usoé
digestion por microondas para la preparacion de la
muestra e ICP-AES para el analisis de sodio y

Centro Nacional de Metrologia

potasio. En el segundo método se empled para la
preparacion de muestra un método de digestion
desarrollado en CENAM utilizando un digestor para
proteina BUCHI con tubos de cuarzo fabricados en
CENAM vy CI para la medicién de sodio, potasio,
magnesio y calcio. Para ambos casos se empleo el
método de cuantificacion por estandar interno
utilizando itrio y litio, respectivamente. Todas las
disoluciones utilizadas se prepararon
gravimétricamente. Para ambos métodos se empled
el SRM 8435 como control obteniendo en ambos,
resultados  concordantes con los valores
certificados. El objetivo de este trabajo es presentar
los resultados obtenidos para los minerales sodio y
potasio por ICP-AES y los obtenidos para sodio,
potasio, magnesio y calcio por Cl en el material de
leche fluida.

2. METODOLOGIA

2.1. Reactivos empleados

Hidréxido de litio.

Cloruro de sodio.

Cloruro de potasio.

Cloruro de magnesio.

Nitrato de Calcio.

Acido nitrico grado Ultrex.

Acido nitrico grado reactivo.

Peréxido de hidrogeno grado reactivo.
Peroxido de hidrogeno grado Ultrex.
Agua libre de sales con una resistividad de 18 mQ.
EDTA.
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Leche fluida liofilizada, el nimero total de unidades
producidas fue de 1498, del cual se realizd un
muestreo aleatorio estratificado para seleccionar las
muestras que se medirian por cada método; el
numero de unidades seleccionadas fue de diez para
cada método.

2.2. Materiales y equipos empleados

Tubos de cuarzo.

Matraces de polietileno de 50 mL, 100 mL y 1 000
mL de capacidad.

Balanza analitica con resolucion de 0,1 mg.

Médulo de flujo laminar.

Espectrofotémetro de emisiéon atdmica con plasma
acoplado inductivamente (ICP-AES).

Sistema digestor por microondas.

Cromatografo de liquidos de alta resolucion con
detector de conductividad.

Digestor BUCHI.

Campana de extraccion para acidos.

2.3. Protocolo de reconstitucion de la leche
El proceso de reconstitucion de la leche liofilizada
se lleva a cabo con base en la cantidad de agua
perdida durante el proceso de liofilizacion. Para
cada muestra se proporciona una botella que
contiene la muestra liofilizada y un tubo que
contiene la cantidad de agua necesaria para su
reconstitucion, la cual se realiza de la siguiente
manera:

1. Seleccionar la botella con la muestra liofilizada
que va a ser reconstituida y su respectivo tubo
con agua.

2. Preparar un bafo de agua a 50°C.

3. Agregar a la botella toda el agua que contiene el
tubo, colocar la tapa a la botella y cerrar
herméticamente.

4. Colocar la botella dentro del bafio de agua
durante 6 min. Durante el periodo de
calentamiento, la botella debe agitarse con un
vortex en la posicién 6 (en una escala de 0 a 10)
para lograr la homogeneizaciéon de la muestra.
Debe agitarse cada minuto por30 s.

5. Tomar la cantidad de muestra necesaria para la
medicion.

2.4. Método espectrométrico

Se empleé un espectrofotdmetro de emision
atémica con plasma acoplado inductivamente (ICP-
AES), las condiciones del método se presentan en
la Tabla 1.

Centro Nacional de Metrologia

Tabla 1. Condiciones del método empleado por ICP-AES.

Parametro Especificacién
Longitud de onda nm Na 589,5
K 766,4
Y 3242
Velocidad de la bomba
) 100
(enjuague), rpm
Velocidad de la bomba
T 100
(analisis), rpm
Potencia de RF, W 1350
Flujo del gas de nebulizacion,
L 0.5
pm
Flujo del gas auxiliar, Lpm 0.5

2.5. Método cromatografico

El sistema cromatografico estuvo integrado por un
moédulo de separaciéon Bio-Alliance 2695 inerte,
acoplado a un detector de conductividad modelo
432, las condiciones del método cromatografico se
presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones del método cromatografico

empleado.
Parametro Especificacion
Fase movil EDTA 0,5 mM/3,8 mM de HNO;
Columna IC-Pak C M/D de 3,6 x 150 mm
(Waters, S.A).
Temperatura 25°C
de medicion
Flujo 1 mL/min
.Volumf-:‘,n de 40 uL
inyeccion
Intervalo de 2000
base
Sensibilidad 0,01

Tabla 3. Programa de digestiéon del microondas.

Max Rampa | CONTROL
Etapa w % min PREp?ON -rl;ir?
1 300 100 8 40 30
2 1200 | 100 10 85 50
3 1200 | 100 10 130 50
4 1200 | 100 10 180 50

2.5. Procedimiento de digestion

Para la preparacion de la muestra utilizando
digestion por microondas, se empled 1 g de muestra
liquida reconstituida y se le agregaron 8 mL de
HNO; grado Ultrex y 2 mL de H,O, grado reactivo;
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el programa de digestion utilizado se presenta en la
Tabla 3.

Una vez realizada la digestion, las muestras se
aforaron con agua y se midieron en el ICP-AES.

Para el método de digestién BUCHI desarrollado en
el CENAM, se emplearon 2 g de muestra liquida, los
cuales se agregaron a los tubos de cuarzo y se
adicionaron 9,5 mL de HNO; y 2 mL de H,O, ambos
grado Ultrex. Para llevar a cabo la digestién de la
muestra se colocaron los tubos en el digestor para
proteina BUCHI y se colocaron en el nivel 4 de
calentamiento por 15 min posteriormente se
pasaron al nivel 5 por 25 min, agregando agua en
caso de presentar evaporacién y por ultimo se
pasaron al nivel 6 hasta el término de los lavados
realizados; durante todo el proceso de digestién, se
realizaron 4 lavados con agua para evaporar la
mayor cantidad de acido posible. Las muestras se
aforaron a 100 g con agua y se procedi6 a inyectar
en el sistema cromatografico.

Para ambos métodos se prepararon las curvas de
calibracion de manera gravimétrica, en el caso del
ICP-AES se preparo6 la curva multielemental a partir
de los siguientes materiales de referencia
certificados: SRM 3141 (Sodio), SRM 3152
(Potasio) y SRM 3167 (Itrio), este ultimo se empled
como estandar interno; en la tabla 4 se presentan
las concentraciones de los puntos de la curva.

Tabla 4. Puntos de la curva de calibracién multielemental
para la medicién por ICP-AES.

Tabla 5. Puntos de las curvas de calibracién para sodio y
potasio en la medicion por Cl.

Punto | L Na Li K
mg/kg | mg/kg mg/kg | mg/kg

" | 189 | 0,99 1,85 | 656

2 | 181 | 452 1,96 | 9,30

3 | 204 | 511 2,00 | 11,08
4 | 1,75 | 6,51 1,84 | 13,28

5 | 200 | 859 1,69 | 16,89

6 | 1,79 | 1056 2,00 | 21,48

Tabla 6. Puntos de las curvas de calibracion para
magnesio y calcio en la medicion por Cl.

Punto Li Mg Li Ca

mg/kg | mg/kg mg/kg | mg/kg
! 210 | 0,87 214 | 627
2 | 187 | 141 1,95 | 944
8 | 191 | 262 1,75 | 12,59
4 | 205 | 340 1,92 | 16,20
5 | 170 | 522 224 | 20,21
6 - - 1,86 | 22,74

Una vez obtenidos los resultados, se realizd la
estimacion de incertidumbre para cada analito por
método de medicion.

3. RESULTADOS

En la Tabla 7 se presentan los resultados obtenidos
para el material de referencia certificado empleado
como control.

Tabla 7. Valores obtenidos para el material de referencia
certificado empleado como control SRM-8435.

Punto Na K Y

mg/kg mg/kg mg/kg
1 2,50 9,09 10,08
2 3,34 12,13 10,20
3 4,17 15,17 9,97
4 5,00 18,20 10,09
5 5,84 21,23 10,06
6 6,68 24,31 10,11
7 7,51 27,30 10,10
8 8,34 30,32 10,11
9 9,18 33,36 10,11

En el caso del método de Cl se prepararon curvas
individuales para cada analito a partir de sus sales,
a las cuales se les determind previamente la pureza
cromatografica con la misma columna mencionada
en la Tabla 2, para todos los analitos se emple? litio
como estandar interno; en las Tablas 5 y 6 se
presentan las concentraciones de los puntos de las
curvas de calibracion para la medicién por Cl.
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Valor
Valor U obtenido Valor
Analito | Certificado | (k=2) | porICP- | obtenido
por Cl
mg/kg mg/kg AES mg/kg
mg/kg
Na 3560 400 3343 3578
K 13630 470 12837 13553
Mg 814 76 - 837
Ca 9220 490 - 9002
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En la Tabla 8 se presentan los resultados obtenidos
con sus incertidumbres expandidas para sodio,
potasio, magnesio y calcio de las mediciones
realizadas con los dos métodos descritos. La
estimacion de incertidumbre se realiz6é de acuerdo a
la a la Guide to Expression of Uncertainty in
Measurement, BIMP, IEC, IFCC, ISO, IUPAC,
OIML, 1995.

Tabla 8. Valores de fraccion de masa obtenidos para las
muestras de leche fluida.

Analito ICP-AES Cromatografia
idnica
Valor | U (k=2) | Valor U
(mg/kg) (mag/kg) (k=2)
(mg/kg)
(mg/kg)
Sodio 497,0 21,0 4974 11,3
Potasio 1501,0 | 99,0 1559,2 36,7
Magnesio - - 105,8 8,3
Calcio - - 999,9 284,6

En las Figs. 1 y 2 se presentan los resultados
obtenidos en la medicién de la fraccién de masa de
sodio y potasio respectivamente, empleando la
técnica de ICP-AES. En el eje x se presenta el
numero de muestra medido de acuerdo con la
secuencia de llenado.

Para todas las figuras, la linea central indica el valor
promedio obtenido para cada analito, las lineas
paralelas de tono mas obscuro indican la
incertidumbre expandida estimada por método y los
puntos muestran los resultados obtenidos para las
muestras analizadas.

En las Figs. 3 a 6 se presenta el valor de la fraccion
de masa obtenido para sodio, potasio, magnesio y
calcio respectivamente, empleando la técnica de
cromatografia idnica.
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g. 1. Valores de fracciéon de masa para sodio obtenidos
por ICP-AES en el material de leche.
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Fig. 2. Valores de fraccion de masa para potasio
obtenidos por ICP-AES en el material de leche.
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Fig. 3. Valores de fraccién de masa para sodio obtenidos
por Cl en el material de leche.
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Fig. 4. Valores de fraccion de masa para potasio
obtenidos por Cl en el material de leche.
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Fig. 5. Valores de fraccién de masa para magnesio
obtenidos por Cl en el material de leche.
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Fig. 6. Valores de fraccién de masa para calcio obtenidos
por Cl en el material de leche.

En la Fig. 7 se presenta un cromatograma
caracteristico de los minerales medidos por CI.
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Fig. 7. Cromatograma obtenido por Cl para el material de
leche fluida.

4. DISCUSION

En las Figs. 1 a 4 se puede observar que los
resultados de sodio y potasio en ambos métodos
presentan una buena reproducibilidad, ya que se
realizé la prueba F para comparacion de varianzas,
observando que no hay diferencia estadistica
significativa.

Ambos métodos de digestién son adecuados para la
preparacion de muestras de leche fluida para la
medicién de minerales, sin embargo, para poder
realizar las mediciones por Cl es necesario eliminar
la mayor cantidad de acido posible, debido a que la
resolucién de los picos se ve afectada por la
cantidad de acido que tengan las muestras, por lo
tanto si se quiere emplear digestion por microondas
y medicién por Cl se tiene que evaporar el acido
presente.

Los resultados de magnesio obtenidos por digestion
con BUCHI y medicién con Cl muestran una buena
reproducibilidad (Tabla 7 y Fig. 5), sin embargo
mayor que la de sodio y potasio por el mismo
método, mientras que para calcio se obtiene una
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reproducibilidad considerablemente menor (Tabla 7
y Fig. 6). La disminucién de reproducibilidad para
magnesio y calcio se atribuye principalmente a que
se empleé como estandar interno litio y su tiempo
de retencién (2,5 min) se encuentra alejado del
magnesio (6 min) y calcio (6,8 min) por lo que la
compensacion resulta ser menor a la que ejerce en
el sodio y el potasio. Otro factor es que el magnesio
y el calcio permanecen mas tiempo en la columna
que el sodio y el potasio.

5. CONCLUSIONES

Con ambos métodos (ICP-AES y Cromatografia
I6nica) se logro obtener el valor de referencia para
el control.

El método de digestién desarrollado en el CENAM
es un método alternativo de digestién, ya que tiene
la ventaja de poder concentrar o diluir in situ la
muestra de acuerdo a las concentraciones del
analito de interés.

Una de las mejoras en el método de medicién por
cromatografia iénica para disminuir la incertidumbre
de calcio y magnesio es emplear como estandar
interno estroncio (Sr), debido a que el tiempo de
retencion del Sr es mas cercano al calcio, ya que
tiene un tiempo de retencion entre 10 min 'y 12 min.

Una de las mayores ventajas del método de
digestion con BUCHI para la medicidon con
cromatografia iénica es la reduccion de los tiempos,
ya que el tiempo total para la digestion de la
muestra es de aproximadamente 2 h y la muestra
obtenida esta lista para inyectarse en el sistema de
Cl, mientras que con el método de digestién por
microondas es necesaria la evaporacion del acido
en caso de querer medir con ClI, lo cual se realiza
en el CENAM en vasos de teflén sobre plato
caliente y el tiempo aproximado es de 18 h. Otra
ventaja que presenta es que permite el uso de
grandes cantidades de muestra para el caso de
matrices naturales en las cuales el analito de interés
este en bajas concentraciones.
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