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Resumen

La calidad de la carne vacuna esta definida por la cantidad de nutrientes que aporta al consumirla,
entre otros aspectos. En este sentido, la determinacién de elementos esenciales como zinc (Zn),
cobre (Cu), molibdeno (Mo) y selenio (Se), entre otros, proporciona informacién relevante para
dar un valor agregado al alimento. Por otro lado, es necesario garantizar su inocuidad, ya que
contaminantes inorganicos como cadmio (Cd) y plomo (Pb), entre otros, pueden estar presentes y
provocar dafios a la salud humana. Por lo general, la determinacion de metales y semimetales en
matrices complejas consiste en mineralizaciones utilizando acidos minerales concentrados en
caliente 0 mediante calcinacion. Ambos procesos son tediosos y ademas poco amigables con el
ambiente. En esta tesis se explord una nueva estrategia de preparacién de muestras de carne
vacuna, para dos cortes de gran consumo en el pais, como son el asado y el cuadril, bajo la
hipotesis de que el uso de hidroxido de tetrametilamonio (TMAH) seria eficiente para la extraccion
cuantitativa de los elementos en estudio en una sola etapa. La optimizacién del método propuesto
se realizd mediante un disefio experimental multivariado de tipo central compuesto, de dos
variables a cinco niveles, utilizando un material de referencia certificado de musculo bovino. Las
variables estudiadas consideradas criticas la metolodogia fueron: la concentracion de TMAH vy la
temperatura de extraccion. Las determinaciones de Zn y Cu se realizaron mediante espectrometria
de absorcion atomica de llama (FAAS). Por su parte, las determinaciones de Cd, Pb y Mo se

realizaron mediante espectrometria de absorcidon atdomica con atomizacion electrotérmica (ETAAS).

Por otra parte, si bien el consumo de carne vacuna puede constituir una fuente importante de los
elementos estudiados, es importante lograr establecer la cantidad de nutrientes que se encuentran
potencialmente accesibles para ser absorbidos luego del proceso digestivo. Por este motivo,
también se estudié la bioaccesibilidad de Cu y Zn en asado y cuadril, dado que dentro de los
elementos seleccionados estos son los que se encuentran en mayor proporcion, mediante el
desarrollo de un ensayo in vitro, simulando los procesos que ocurren tipicamente en el sistema
digestivo humano: en el estdmago y el intestino delgado. Estos ensayos se realizaron sobre una
serie de muestras de carne cocida, en dos puntos de coccidn diferentes, con el fin de estudiar su
aporte a la ingesta diaria recomendada (IDR) de dichos elementos en la forma en que puede ser
consumido el alimento. Se optimizaron las condiciones gastrointestinales simuladas y se evalud la
veracidad del método mediante la realizacion de los balances de masa correspondientes. Las
determinaciones se Zn se realizaron mediante FAAS, mientras que las de Cu se realizaron
mediante ETAAS.
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En cuanto al desarrollo del método propuesto, éste consistié en el agregado de 0,25 g de muestra
seca, 1,50 mL de TMAH 25% m/v en metanol y 5,00 mL de agua ultrapura, y posterior
calentamiento en bafio termostatizado a 85 °C durante 60 min. Los parametros de desempefio
obtenidos resultaron adecuados para los fines propuestos. Los limite de deteccién (LD)/limites de
cuantificacion (LC) expresados en mg kg* (base seca) fueron: 0,016/0,052 — 0,013/0,044 —
0,015/0,048 — 0,008/0,027 — 0,06/0,2 para Zn, Cu, Mo, Cd y Pb, respectivamente. La veracidad
expresada como porcentaje de recuperacion R(%) se encontré entre 81 y 106%. La precision
expresada como desviacion estandar relativa RSD(%) fue menor al 10% en todos los casos. Luego
de la validacién, se analizaron muestras de carne vacuna cruda. Las muestras de asado y cuadril
fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de Carnes (INAC), gracias a un proyecto de
trabajo en conjunto con el sector productivo (CISC - VUSP). Con el método aqui desarrollada, se
obtuvieron resultados estadisticamente equivalentes a los obtenidos mediante un método de
digestién clasico asistido por microondas, para Zn, Cu y Mo. Ninguna de las muestras estudiadas
presentd niveles cuantificables de Cd y Pb, por lo que se pudo garantizar la inocuidad de estas
desde el punto de vista de estos contaminantes, encontrandose muy por debajo de los limites

maximos establecidos por la normativa nacional.

El método desarrollado resulté adecuado para los fines propuestos y puede proponerse como una
alternativa a los métodos estandar, siendo ademas simple y con la generacion de muy baja
cantidad de residuos peligrosos, alineandose de esta forma con los principios de la Quimica
Analitica Verde. Sin embargo, no fue posible la determinacion de Se utilizando este tratamiento
alcalino. En este caso, se realizd una digestion acida asistida por microondas y la posterior

determinacion mediante espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS).

En lo que refiere a las fracciones bioaccesibles de Cu y Zn, no se encontraron diferencias
significativas entre ambos cortes, ni entre los puntos de coccion evaluados. En el caso de Zn, para
asado y cuadril, poco y muy cocido, la fraccion bioaccesible fue del 83%. En el caso de Cu, el

asado presentd una fraccion del 20% , mientras que el cuadril presentd una fraccion del 38%.

A modo de ejemplo, considerando una porcion de 200 g de carne cocida, se aportaria el total de la
IDR de Zn requerida para un adulto, mientras que se aportaria un 33% de la IDR de Cu para un
adulto. Estos datos constituyen informacién que aporta al conocimiento de la calidad nutricional de

la carne uruguaya como alimento en forma cocida.
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Abstract

The quality of beef is defined by the amount of nutrients it provides when consumed among other
aspects. In this sense, the determination of essential elements such as zinc (Zn), copper (Cu),
molybdenum (Mo) and selenium (Se), among others, provides relevant information to give added
value to this food. On the other hand, it is necessary to guarantee its safety, since inorganic
contaminants such as cadmium (Cd) and lead (Pb), among others, may be present and cause
damage to human health. In general, the determination of metals in complex matrices consists of
mineralization using hot concentrated mineral acids or by dry ashing. Both processes are tedious
and not friendly to the environment. In this thesis we explored a new strategy of sample
preparation for beef samples, in two cuts of mass consumption in the country such as rib plate
and top sirloin, under the hypothesis that the use of tetramethylammonium hydroxide (TMAH)
would be efficient for the quantitative extraction of the studied trace elements in a single stage.
Optimization of the proposed method was carried out through a multivariate experimental design
central composite, (two variables and five levels), using a certified reference material of bovine
muscle. The studied variables, considered critical, were: TMAH concentration and the temperature
of the extraction. Zn and Cu determinations were performed by flame atomic absorption
spectrometry (FAAS) while, the determinations of Cd, Pb and Mo were carried out by means of

atomic absorption spectrometry with electrothermal atomization (ETAAS).

Although the consumption of beef can be an important source of the elements studied, it is
important to establish the amount of nutrients that are potentially accessible to be absorbed after
the digestive process. For this reason, bioaccessibility of Cu and Zn was studied in rib plate and
top sirloin through the development of an in vitro assay, simulating the processes that typically
occurs in the human digestive system: in the stomach and small intestine. These tests were
carried out on beef samples cooked to two degrees of doneness (medium and well done), in order
to establish the contribution to the recommended daily intake (RDI) of these elements in the way
in which the food can be consumed. Simulated gastrointestinal conditions were optimized and the
trueness of the methodology was evaluated by performing the corresponding mass balances. Zinc

determinations were carried out by FAAS, while those of Cu were made by ETAAS.

Regarding the development of the proposed method, it consisted of adding 0.25 g of sample, 1.50
mL of 25% w/v TMAH in methanol and 5.00 mL of ultrapure water, and subsequent heating in a
thermostatic bath at 85°C for 60 min. The obtained figures of merit were adequate for analytical
purposes. The limits of detection (LOD)/limits of quantification (LOQ) expressed in mg kg™ (dry
basis) were: 0.016/0.052, 0.013/0.044, 0.015/0.048, 0.008/0.027, 0.06/0.2, for Zn, Cu, Mo, Cd
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and Pb, respectively. Trueness expressed as per cent recovery R(%) was between 81 and 106%.
Precision expressed as relative standard deviation RSD(%) was less than 10% in all cases. Raw
beef samples were analyzed after validation. Rib plate and top sirloin samples were provided by
INAC, in the framework of a research project with the productive sector (CSIC - VUSP). By the
methodology developed here, obtaining statistically equivalent results to those obtained by a
classic microwave-assisted digestion method, for Zn, Cu and Mo None of the samples studied
presented quantifiable levels of Cd and Pb, so it was possible to guarantee their safety from the
point of view of these contaminants, being well below the maximum limits established by national

regulations.

The developed method was suitable for the proposed purposes and can be postulated as an
alternative to standard methods, being also simple and with the generation of a very low amount
of hazardous waste, thus aligning with the principles of Green Analytical Chemistry. However, the
determination of Se was not possible using this alkaline treatment. In this case, microwave-
assisted acid digestion was performed and subsequent determination by inductively coupled mass
spectrometry (ICP-MS).

Regarding the bioaccessible Cu and Zn fractions, no significant differences were found between
both cuts, or between the cooking points evaluated. In the case of Zn, for rib plate and top sirloin,
medium and well done, the bioaccessible fraction was 83%. In the case of Cu, the rib plate
presented a fraction of 20%, while the top sirloin presented a fraction of 38%. However, the

differences found between cuts and between the cooking points were not statistically significant.

Considering the bioaccessible fractions obtained for Cu and Zn, the contributions of these elements
to the RDI of adult men and women were calculated to exemplify. Considering a 200 g portion of
cooked meat, the total of the RDI of Zn would be provided for adults, that is, the intake would be
completely covered, while 33% of the RDI of Cu would be provided. These data constitute a

contribution of information to asses the nutritional quality of Uruguayan beef.
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Introduccion
Estructura

Esta tesis de Doctorado en Quimica estd dividida en ocho capitulos, finalizando con anexos y
apéndices. En el primer capitulo se presentan los antecedentes y marco tedrico de la tematica en
estudio. En dicho capitulo, se pretende explicar la relevancia del tema de estudio a nivel
nutricional y nacional. En el segundo capitulo se plantea la hipdtesis y justificacion del trabajo.
Aqui, se busca mostrar donde radica la importancia e innovacidon de la presente tesis. Siguiendo
con el tercer capitulo, se presentan los objetivos generales y especificos.

El cuarto capitulo corresponde a la parte experimental, donde se detallan los materiales, los
reactivos, los equipos y los procedimientos realizados. Alli se encuentran también los métodos,
descripcion del muestreo, operaciones preliminares y parametros instrumentales utilizados para el
desarrollo de la tesis. El capitulo quinto muestra los resultados y pretende presentar una discusién
profunda, certera y actualizada de los resultados obtenidos, asi como la interpretacion y relevancia
de los mimos. Ya en el capitulo seis, se presentan las conclusiones derivadas del proyecto de tesis,

asi como las respuestas a los objetivos planteados.

Las perspectivas de este trabajo, se encuentran en el séptimo capitulo. Aqui se muestran algunas
formas en que la tesista plantea seguir trabajando y profundizando en el tema de estudio.
Finalmente, se culmina con la bibliografia consultada, en el capitulo ocho. Los trabajos

presentados y publicaciones cientificas derivadas de esta tesis se anexan al final del manuscrito.

Cabe mencionar que la tesis se desarrolld en el marco de un proyecto CSIC, vinculacion con el
sector productivo (VUSP), en conjunto con el Instituto Nacional de Carnes (INAC), ejecutado entre
2017 y 2019.

Es importante mencionar también, que dentro del marco de esta tesis, se realizd una pasantia de
intercambio (CSIC — Programa de movilidad MIA) de un mes de duracidn, en la Universidad
Federal de San Carlos, en el marco del Grupo de Andlise Instrumental Aplicada, bajo la orientacién

del Dr. Prof. Titular de Quimica Analitica Joaquim A. Ndébrega.

Los objetivos de trabajo planteados en esta tesis, se encuadran dentro de las lineas de dos grupos
de investigacion del area Quimica Analitica de la Facultad de Quimica: Grupo de Andlisis de
Elementos Traza y Desarrollo de Estrategias Simples para Preparacién de Muestras (GATPREM) y

Grupo de Bioanalitica y Especiacién (BIOESP).
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1)  Antecedentes y marco tedrico

El siguiente capitulo pretende mostrar la relevancia del tema de estudio. En el mismo se explica la
importancia de la carne como alimento a nivel nutricional y su rol a nivel nacional. También, se
presenta el estado del arte de la Quimica Analitica en relacién al tépico de preparacién de

muestras complejas y los fundamentos generales de las técnicas utilizadas.

Ademas, se presentan algunas formas para evaluar la calidad nutricional y la inocuidad de la
carne, en lo que respecta al consumo humano, haciendo hincapié en los analitos de estudio de
esta tesis doctoral. Asimismo, se hace referencia a los niveles de estos elementos reportados a
nivel regional y nacional. Cabe mencionar que, si bien los estudios de bioaccesibilidad se pueden
considerar como parte de la evaluacion de la calidad, esta seccidn se presentara por separado, ya
que la mayoria de la bibliografia consultada hace referencia a la calidad del alimento considerando

la concentracion total de cada elemento.
1.1 Lacarne como alimento y su relevancia a nivel nacional

La carne esta definida como la parte blanda entre la piel y los huesos. Es decir, los musculos y
visceras (como ser higado vy rifiones) de distintos animales. Particularmente, la carne conocida
como roja, corresponde a la proveniente de bovinos, caprinos, ovinos y porcinos (Figura 1.1). Por
otra parte, la blanca hace alusion a las aves. El consumo de carne en la dieta, depende de factores

culturales y econémicos (Latham, 2002).

L3

v

ST A .
= L
L e W

- sl ],
FE SR A

‘{*

-
™,

]

Figura 1.1: Carne bovina. Extraido de:
magazine. medlineplus.gov

No obstante, éste consumo se ha elevado en las Ultimas décadas y concomitantemente ha
aumentado el nimero de reportes destinados a tratar los beneficios y/o riesgos asociados (De
Smet & Vossen, 2016; Klurfeld, 2015; de Castro Cardoso Pereira & dos Reis Baltazar Vicente,
2013). Este alimento constituye una importante fuente de proteinas de alto valor bioldgico,
proporcionando todos los aminoacidos indispensables, fundamentales para el crecimiento,

desarrollo y mantenimiento de las funciones vitales que permiten un adecuado bienestar y salud.
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Las proteinas de origen animal contienen los aminoacidos indispensables requeridos por el
organismo humano, ya que no pueden ser sintetizados por éste y, por lo tanto, deben estar
disponibles a través de la dieta. La carne es también una excelente fuente de micronutrientes
(vitaminas, minerales y oligoelementos), que a menudo son limitantes en la dieta, como la
vitamina A, hierro (Fe), zinc (Zn) y otros compuestos bioactivos (Alfaia et al., 2013; Wood, 2017;

de Castro Cardoso Pereira & dos Reis Baltazar Vicente, 2013).

Asimismo, existen algunas publicaciones que relacionan su consumo con el desarrollo de cancer
colorrectal (Superior Health Council, 2013; De Smet & Vossen , 2016; Klurfeld, 2015). A modo de
ejemplo, el centro Superioir Health Council, puente entre las autoridades belgas y el mundo
cientifico en cuestiones relacionadas con la salud publica, ha sugerido una ingesta maxima de 100
g por dia de carne (Superior Health Council, 2013).

Hoy en dia se pueden encontrar varios tipos de dietas, que no incluyen la carne vacuna. En Tabla
1.1, se puede observar una comparacion entre las dietas que contienen el alimento frente a
aquellas que no. Dadas las ventajas reportadas que tiene la carne vacuna como alimento por su
alto nivel nutricional, y por otra parte aspectos que podrian ser perjudiciales, es que se
recomienda su consumo de forma equilibrada (Castro Cardoso Pereira & Dos Reis Baltazar Vicente,
2013).

Tabla 1.1: Cuadro comparativo de algunas dietas con y sin carne vacuna

VENTAIJAS
Dietas vegetarianas Dietas con carne vacuna
Alto contenido de fibra Alto contenido energético
Menor contenido energético Elevada cantidad de nutrientes
Mayor ingesta de antioxidantes Mejor fuente de: hierro, zinc, y complejos B
Mayor contenido de agua vitaminicos, en particular vitamina B12
Menor consumo de grasas saturadas
DESVENTAJAS
Dietas vegetarianas Dietas con carne vacuna
Baja biodisponiblidad de hierro Alto contenido en grasas segun los cortes
Deficiencia en zinc y B12

Adaptado de: Castro Cardoso Pereira & dos Reis Baltazar Vicente, 2013.

Si bien la carne vacuna puede no ser esencial para la dieta, es un complemento importante para la
mayoria de ellas. En particular, es necesaria para complementar dietas ricas en carbohidratos, ya
que aportan proteina de alto valor biolégico, ademas de otros nutrientes de relevancia bioldgica
como Fe (Latham, 2002).
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1.1.1) Actividad ganadera en Uruguay

El sistema agro-industrial de Uruguay, caracterizado por estrictas regulaciones, se encuentra
focalizado en la exportacion. De tal forma, que hoy en dia la carne y sus derivados constituyen el
producto principal de exportacién a nivel nacional, el cual ha aumentado en mas de un 30% en los
ultimos diez afios (INAC, 2019). En la Tabla 1.2 se presentan algunos de los principales productos
en términos econdmicos y los respectivos porcentajes de exportacion de nuestro pais durante el
ano 2019. En ella se puede observar como la carne y sus derivados, incluidos lacteos y
subproductos carnicos, se encuentran en la primera posicion (Uruguay XXI, 2019).

Tabla 1.2: Exportaciones nacionales de diversos productos alimenticios durante el afio 2019 y su
aporte porcentual a las exportaciones totales

Producto Mil US$ Porcentaje (%)
Carne y derivados 2749 30
Celulosa 1527 17
Soja 1002 11
Conc. de bebidas 524 6
Arroz 372 4
Madera 359 4
Otros 2566 28

Adaptado de: Uruguay XXI, 20189.

Segun las Ultimas estadisticas publicadas por INAC, el 82% de las exportaciones de carne de
nuestro pais corresponden a carne bovina. China, es el principal comprador y socio carnico de
Uruguay. En el 2020, el 55% del volumen de carne bovina fue exportada a ese pais, lo que
conllevd al ingreso del 48% en términos econdmicos. Lo sigue NAFTA (Tratado de limite de
comercio de América del Norte: México, Estados Unidos y Canadd), con el 21% de las
exportaciones en dolares. En la Figura 1.2 se presentan los principales destinos de la exportacién
de carne bovina producida en nuestro pais, presentados en forma de porcentaje segun la cantidad
de ddlares (INAC, 2020).
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Figura 1.2: Destinos de las exportaciones de carne bovina. Extraido de:
INAC, 2020.

Ademas, Uruguay es uno de los paises que mas carne consumen en el mundo, con un promedio
de 97,7 kg/habitante/afio considerando las especies bovina, ovina, aviar y porcina, en particular
destacandose la carne bovina con 56,9 kg PC/habitante/afio (INAC, 2018). Dentro de los cortes
mas consumidos a nivel doméstico, se encuentran el asado y el cuadril sin hueso. La Tabla 1.3
presenta la frecuencia relativa (cociente entre la frecuencia absoluta y el tamafio de la muestra,
siendo la frecuenta absoluta el nimero de veces que aparece un determinado corte dentro de la
canasta pais) de los cortes mas consumidos a nivel nacional (INAC, 2010). En la Figura 1.3 se

muestra de donde provienen esos cortes de mayor consumo.

Tabla 1.3: Principales cortes de consumo doméstico

Corte Frecuencia relativa (%)
Carne picada 90,0
Asado 80,0
Aguja con hueso 75,6
Falda 61,3
Nalga sin hueso 61,3
Paleta con hueso 58,0
Costillas 47,8
Cuadril sin hueso 42,8
Cuadrada 37,7
Bola de lomo 34,5

Extraido de: INAC, 2010
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Figura 1.3: Cortes bovinos. Extraido de: www.inac.uy

Dada la relevancia de este producto para el pais, por su elevado consumo interno y por su rol en
la economia nacional, resulta interesante estudiar el alimento desde el punto de vista de la calidad
y la inocuidad alimentaria. El primero hace referencia a la cantidad de nutrientes que aporta el
consumo de carne, mientras que el segundo, a los controles que se establecen para garantizar la

ausencia de posibles tdxicos que dafien la salud humana.
1.1.2) Calidad

La calidad de los alimentos es un concepto vasto que esta relacionado con las necesidades y las
expectativas de los consumidores. Esta puede ser evaluada de diferentes formas, como ser la
calidad nutricional, la calidad relacionada con la conservacién del medio ambiente, la cultura y la
religion, la calidad vinculada al origen y las tradiciones locales, entre otras (FAO, 2021). En el
marco de esta tesis, se hablara de calidad nutricional referida estrictamente al consumo humano y

desde el punto de vista de su aporte como fuente de minerales.

La calidad nutricional de la carne bovina se encuentra relacionada con su composicidn, entre otros
aspectos. Para ello, se tiene en cuenta la cantidad de proteinas, energia, grasas, acidos grasos,
minerales y vitaminas que puede aportar (Wood, 2017). En la Tabla 1.4 se presentan algunos
rangos de los principales nutrientes de la carne bovina (Saadoun & Cabrera, 2010; de Castro

Cardoso Pereira & dos Reis Baltazar Vicente, 2013).
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Tabla 1.4: Niveles de nutrientes en carne bovina cada 100 g (base fresca)
Energia (kcal)  Proteina (g) Lipidos (g) Vitamina B12 (ug) Hierro (mg) Zinc (mg)

112 - 166 17 -23 2,5-16,8 09-20 09-4,1 2,3-7,3

A comienzos del siglo XX, se comenzaron a realizar y publicar ensayos sobre la presencia y
relevancia en los sistemas bioldgicos, de ciertos elementos, tales como cobre (Cu), zinc (Zn),
molibdeno (Mo) y selenio (Se), entre otros. Los diferentes minerales pueden ser requeridos en

mayor cantidad (elementos mayoritarios) o en cantidades menores (traza) (Suttle, 2010).

Los minerales tienen roles variados en los sistemas bioldgicos. Pueden tener un rol estructural, ya
sea formando parte de macromoléculas, como es el caso de Zn, o ser parte de la estructura
muscular como es el caso del fésforo (P). Pueden formar parte de los fluidos bioldgicos como
electrolitos, y de esta forma mantener el balance osmético, rol fisioldgico que tienen elementos
como sodio (Na), potasio (K) y cloro (Cl). También pueden tener un importante rol catalitico,
formando parte del sitio activo de enzimas, como es el caso de Mo y Cu. Otra de sus funciones es

la de regulacién, por ejemplo, en la sintesis de proteinas, como es el caso de Se (Suttle, 2010).

En particular, el Mo es un elemento esencial, que se encuentra como cofactor enzimatico en la
sulfito oxidasa o la xantina oxidasa. La actividad bioquimica de este elemento esta relacionada con
su capacidad de Oxido-reduccion y se vincula directamente con sistemas electrén aceptores
(Suttle, 2010; WHO, 1996). La deficiencia del mismo en el ser humano causa desdrdenes
neuroldgicos y encefalopatias, y esta estrechamente vinculada a la enfermedad de Crohn,
pudiendo llevar incluso a la muerte (National Research Council, 2005; WHO, 1996; NHI, 2020a).
Los alimentos de origen animal y vegetal contienen las cantidades de Mo requeridas para un buen
funcionamiento de los sistemas bioldgicos. De todas formas, también es posible suplementar la
dieta con este mineral (NHI, 2020a).

El Se forma parte de las selenoporteinas, como la glutation peroxidasa celular, enzima que
participa en la transformacion de especies reactivas de oxigeno. También, tiene un rol importante
en la sintesis del acido desoxirribonucleico (ADN) vy en la reproduccidn, entre otros. La deficiencia
de Se en los sistemas bioldgicos se puede presentar como la enfermedad de Keshan, que causa
cardiopatias, y también esta estrechamente vinculada con el desarrollo de un tipo de artritis
conocida como Kashin-Beck (WHO, 1996; Chen, 2012; NIH, 2020b; Gac et al., 2020). Este mineral
se puede encontrar en los alimentos de origen vegetal y animal, donde los derivados de este
ultimo son los que presentan mayor cantidad. También existen suplementos de Se que se pueden
incorporar a las dietas (NIH, 2020b).
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En el caso del Cu, éste es un metal que forma parte de varias enzimas. Se encuentra distribuido
en muchos de los sistemas enzimaticos, como la respiracion celular, proteccién de oxidantes,
transporte de Fe, entre otras. Por este motivo, su deficiencia puede causar un amplio espectro de
efectos desde despigmentacién de la piel o anemia, hasta aumentar la susceptibilidad a las
infecciones. Ademas, si bien no hay estudios que puedan asegurar su relacion directa, hay fuerte
evidencia de que su presencia podria estar relacionada con el desarrollo de Alzheimer vy
enfermedades cardiovasculares. De todas formas, los estudios hasta ahora realizados ain no son
concluyentes (WHO, 1996; Suttle, 2010; NIH, 2020c). Los alimentos de origen animal son los que
contienen mayor cantidad de Cu, en particular la carne bovina. No obstante, los vegetales también
lo contienen. Asimismo, existen suplementos dietarios para complementar la ingesta en caso de

ser necesario (NIH, 2020c).

El Zn es un elemento relacionado con varios sistemas bioldgicos. Principalmente, tiene rol
estructural, como por ejemplo en la replicacion del ADN, pero ademas forma parte de la sintesis y
degradacion de las macromoléculas. La falta del mismo puede causar retardo del crecimiento,
alopecia, retardo en el desarrollo del sistema reproductor y muscular, entre otros (WHO, 1996;
National Research Council, 2005; Suttle, 2010; NIH, 2020d). Al igual que en los minerales
anteriormente mencionados, los alimentos con mayor cantidad de Zn son los de origen animal,
pudiéndose suplementar en las dietas u obtener también mediante la ingesta de alimentos de
origen vegetal (NIH, 2020d).

En la Tabla 1.5 se presentan los alimentos considerados como mayor fuente de estos minerales.
También se presentan el valor de la Ingesta Diaria Recomendada (IDR) en adultos, hombres y
mujeres mayores de 19 anos (NIH, 2020a, 2020b, 2020c, 2020d). Como se puede observar, la
carne bovina expresada como carne cocida la plancha suele ser una de las principales fuentes de
los cuatro minerales a analizar.

Tabla 1.5: Alimentos considerados como buena fuente de Mo, Se, Cu y Zn y su ingesta minima
requerida/dia para adultos

Elemento IDR Alimentos
Mo 45 ug Porotos y carne bovina
Se 55 ug Peces y carne bovina
Cu 900 ug Mariscos y carne bovina
Zn 11 mg (hombres) / 8 mg (mujeres) Mariscos y carne bovina

A nivel nacional existen reportes sobre el contenido de los elementos antes mencionados en carne
bovina (Cabrera et al., 2010; Saadoun & Cabrera, 2012; Ramos et al., 2012; Cabrera & Saadoun
2014; Piston et al., 2020a; Pistdn et al., 2020b; Machado & Tissot, 2020). Sin embargo, en lo que
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respecta a Mo, no existe informacién disponible sobre los niveles de este elemento en los cortes
estudiados en este trabajo. De hecho, hay muy pocas publicaciones en el mundo sobre los niveles
de Mo en carne bovina (Vazquez-Gonzalez et al., 1989; Machado & Tissot, 2020). En la Tabla 1.6
se presentan los niveles de los minerales de interés hasta ahora reportados de nuestro pais en
base fresca, considerando que el promedio de humedad de las mismas es del 74% (Piston et al.,
2020b)

Tabla 1.6: Niveles de los minerales de interés en esta tesis, en carne bovina uruguaya cruda

Elemento Molibdeno Selenio Cobre Zinc
0,10 -0,11° 0,2-1,1° 23 - 37¢
Niveles (mg kg™) 0,03 - 0,22°
042 -1,2¢ 0,7-0,9° 25 — 58¢
@Machado & Tissot, 2020 ; °Piston et al., 2020a ; <Cabrera & Saadoun, 2014 ; ¢ Piston et al.,
2020b.

1.1.3) Inocuidad

La Organizacion de las Naciones Unidas de la Alimentacidon y la Agricultura (FAO) define a la
inocuidad como los riesgos que se encuentran asociados a la alimentacion y que de alguna manera
pueden afectar la salud de las personas, ya sea generando una enfermedad o aumentando el
riesgo de enfermedades cronicas preexistentes. Los riesgos pueden ser de origen natural,
generados por una contaminacion o por la presencia de patdgenos. Es necesaria su evaluacion

para garantizar la seguridad alimentaria (FAO, 2021).

Garantizar la inocuidad del alimento respecto a metales potencialmente tdxicos es primordial, ya
que el ser humano se puede ver perjudicado al consumir un alimento que supere determinados
niveles de concentracién. La presencia de elementos como cadmio (Cd) o plomo (Pb) en la carne,

pueden significar un riesgo para la salud, afectando asi la calidad del producto (Rovira, 2007).

Segun el registro internacional de la Agencia para Sustancias Toxicas y Enfermedades (ATSDR), el
Pb se encuentra en el segundo lugar del ranking de compuestos que representan una amenaza
potencial para la salud humana, siendo el Arsénico (As) el elemento que ocupa el primer lugar
(ATSDR, 2011). Este metal causa alteraciones al sistema nervioso central, dafio renal, e inclusive
puede causar la muerte. Si bien no es considerado como carcinogénico, hay evidencia cientifica de
que que posiblemente lo sea, aunque no se han obtenido resultados epidemioldgicos concluyentes
(ATSDR, 2020).

El agua con la que se abastece al ganado suele ser la principal fuente de exposicion del animal al
Pb. No obstante, también puede ser a causa de sitios contaminados por el metal. Asimismo, la

exposicion al Pb puede deberse a la presencia de contaminantes ambientales. Estos pueden
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interferir en la cadena alimenticia del ganado, cuando se consumen pasturas de zonas
contaminadas, como las que se pueden encontrar en las inmediaciones de ciertos tipos de
industrias (Bavera, 2006; Suttle, 2010; Chirinos-Peinado & Castro-Bedrinana, 2020).
Recientemente Schild et al., han documentado casos de estudio de exposicién a Pb en Uruguay
vinculados a la exposicion a plaguicidas (Schild et al., 2019). Asimismo, se han presentado algunos
casos regionales de exposicion a Pb relacionados al incorrecto almacenamiento de pinturas y
baterias (Traverso et al., 2004; Barbosa et al., 2014).

Por su parte, el Cd se encuentra en el séptimo lugar del ranking de compuestos que representan
una amenaza potencial para la salud humana, siendo uno de sus efectos adversos, el reemplazo
del Zn en sitios activos enzimaticos. Ademas, la exposicion a pequenas cantidades, pero en
periodos largos de tiempo, causan dafo al sistema renal (ATSDR, 2011, 2012). El Cd se puede
acumular en el muasculo bovino y llegar al consumidor en diversos cortes de carne. Algunas de las
posibles fuentes de contaminacion de este elemento estan relacionadas con el agua con la que se
abastece al ganado y con el uso de fertilizantes fosfatados. De esta forma, el elemento se puede
acumular en los suelos y contaminar las pasturas en esos terrenos hasta concentraciones de 10
mg kg™ (Bavera, 2006). No se han encontrado hasta el momento publicaciones que informen
acerca de la determinacion o presencia de Cd en carnes bovinas nacionales. No obstante, algunos
investigadores nacionales advierten que los animales alimentados con suplementos, pueden estar
expuestos a metales potencialmente tdxicos debido a las impurezas propias del suplemento
(FAGRO, 2015).

El Reglamento Técnico MERCOSUR ha establecido los limites maximos de ciertos contaminantes
inorganicos con los objetivos de armonizar los reglamentos técnicos que generalmente son
dependientes de cada pais, y de esta forma proteger la seguridad alimentaria. En la Tabla 1.7 se
presentan los limites maximos admitidos para Cd y Pb en carne bovina.
Tabla 1.7: Limites maximos permitidos de Cd y Pb en carne bovina (base fresca)
Plomo Cadmio
0,10 mg kg 0,05 mg kg
Extraido de: Reglamento técnico del MERCOSUR, 2013.

Por otra parte, el Se es un elemento esencial para el organismo como se menciond anteriormente
(Seccion 1.1.2). Por su importante rol bioldgico, suele suplementarse en las dietas del ganado. No
obstante, su consumo en exceso puede llevar a presentar problemas en los animales (Bavera,
2006). La selenosis es una enfermedad causada por la elevada exposicion a Se y varios son los
casos estudiados a nivel mundial (Yonghua et al., 2007; NCBI, 2000). La exposicién a Se puede

causar efectos en los sistemas gastrointestinal, cardiovascular y respiratorio. Asimismo, la
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exposicion del animal durante largos periodos de tiempo, puede causar alopecia, cojera, eritema e
incluso la muerte (Nuttle, 2010; Raisbeck, 2020). Ademas, estd demostrado que la exposicion a
elevados niveles del mismo afecta los sistemas acuaticos (Davis et al., 1988; Gobi et al., 2018), y
afecta al metabolismo de las plantas (El Mehdawi & Pilon-Smits, 2011; Gojkovic et al., 2015). Por
este motivo, resulta interesante la evaluacion de los niveles de Se dada su recomendacion en la

suplementacion dietaria y su rol ambiguo en los sistemas bioldgicos.

1.1.4) Bioaccesibilidad

La bioaccesibilidad ha sido definida como la fraccién de un compuesto que es liberada de la matriz
en la cual se encuentra hacia el tracto gastrointestinal y que se vuelve disponible para ser
absorbida por el intestino, pasando al torrente sanguineo (Hurrell & Egli, 2010). En este sentido,
varios enfoques in vitro han sido desarrollados para tratar de imitar el proceso de digestion
humano. Mediante la extraccidén in vitro se evalla la bioaccesibilidad imitando tipicamente los
procesos que ocurren en tres areas vinculadas al proceso digestivo. Es asi que se toma en cuenta
el trayecto del alimento, comenzado en la boca, siguiendo en el estdmago y finalizando en el
intestino delgado (Intawongse & Dean, 2006; Moreda-Pifiero et al., 2011; INFOGEST, 2019).

La primer etapa corresponde al proceso que tiene lugar en la boca, durante la masticacion del
alimento. En esta fase, el bolo alimenticio sufre una trituraciéon mecanica en presencia de saliva,
que contiene enzimas como la amilasa, a pH 6,5. La principal funcién de esta etapa es la
disminucion del tamafio del bolo, aumentando el area de superficie de contacto con la cual podran
interaccionar las enzimas. Ademas, el proceso lubrica el bolo, facilitando su transporte a través del
esofago hacia al estdmago (Intawongse & Dean, 2006; INFOGEST, 2019).

En muchos ensayos in vitro, esta etapa no es simulada, ya que el medio en el que se desarrolla es
casi neutro, y por lo tanto no es esperable que facilite de forma significativa la extracciéon de los
analitos metalicos. Ademas, la trituracion mecanica, rol principal en este compartimiento, se puede
simular de otras formas. Por este motivo, en la mayoria de los ensayos in vitro, se simulan
unicamente los procesos que se dan a nivel gastrointestinal (Oomen et al., 2002; Intawongse &
Dean, 2006).

Una vez en el estdmago, el bolo es sometido a un medio fuertemente acido, gracias a la presencia
del acido clorhidrico (HCl), que permite la extraccion de metales. En el sistema gastrico se
encuentra presente la pepsina, una enzima proteasa capaz de descomponer las proteinas de la
matriz. Esta presenta mayor actividad enziméatica en medio &cido, lo que facilita la descomposicién
del bolo alimenticio en el estdbmago. Este proceso puede demorar desde unos minutos, hasta tres

horas. En los ensayos in vitro, se suele estandarizar este tiempo a dos horas, manteniendo una
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temperatura constante de 37 °C, como en las condiciones fisioldgicas normales (INFOGEST, 2019;
Intawongse & Dean, 2006; Machado et al., 2017).

Finalmente, la Ultima etapa consiste en la simulacidn del la digestidn en el intestino delgado. Aqui,
la pancreatina junto con las sales biliares, terminan de descomponer los polisacéridos, las
proteinas y las grasas de forma de facilitar la absorcion. En esta etapa el pH del medio es neutro y
se suele estandarizar el tiempo en dos horas, trabajando siempre a una temperatura contaste de
37 °C ( INFOGEST, 2019; Intawongse & Dean, 2006; Machado et al., 2017).

Con el objetivo de realizar procedimientos in vitro lo mas fielmente posible, es que se estandarizan
ciertos parametros, no obstante, pueden existir algunas diferencias entre los distintos ensayos
reportados. Los parametros que se deben cumplir son: temperatura constante de 37 °C durante
todas las extracciones, jugo gastrico simulado a pH 1 — 4 usando HCl y pepsina durante minimo
dos horas y jugo intestinal simulado a pH neutro en presencia de pancreatina y sales biliares
durante aproximadamente dos horas. La etapa que simula el bolo en la boca puede no realizarse,
por lo ya mencionado anteriormente, sumado a que el tiempo de permanencia del bolo en esa
cavidad es muy corto (INFOGEST, 2019; Intawongse & Dean, 2006; Machado et al., 2017;
Oomen et al., 2002). En la Figura 1.4 se presenta el esquema de la digestion in vitro segun la Red
Internacional de Excelencia sobre el Destino de los Alimentos en el Tracto Gastrointestinal
(INFOGEST).

- l Preparacin
w Fealizar analisis de acividad enzimatica y bilis
" l Preparar soluciones de siock simuladas
""‘--.:_; e _— Realizar el expenimenio de gusie de la prucha de pH
Faae oral

Mezciar los alimenics con la solucion de saliva simulada 1; 1{mdmy)
Inchuir CaCE? {1,5 mmal L-1}

Agregar amiasa salival, =i es necesanio (75 U/ ml)

ncubar mieniras se mezcla (2 min, 37°C, pHY)
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Figura 1.4: Esquema de simulacion del sistema gastrointestinal
para los ensayos de bioaccesibilidad. Adaptado de: INFOGEST,
28 20189.



En este tipo de ensayos, es muy importante tener en cuenta la forma en la cual el alimento es
consumido, es decir, las preparaciones culinarias y tipos de coccion. En general, mucha de la
informacion relacionada a los niveles de los nutrientes en estudio, se encuentra relacionada con
carne cruda. Sin embargo, ésta no suele ser la forma habitual de consumo, al menos en nuestro
pais. Ademas, el proceso de coccion puede influir en la cantidad de nutrientes presentes,

fundamentalmente, debido a la pérdida de agua al momento de cocinarlos (Piston et al., 2020b).

Ya que el consumo normal de carne puede constituir una fuente importante de elementos
esenciales (Seccién 1.1.2), requeridos para el correcto funcionamiento de la actividad metabodlica,
resulta interesante lograr establecer la cantidad de dichos elementos que se encuentra
potencialmente disponible para ser absorbida luego del proceso digestivo, teniendo en cuenta las
formas de coccién mas comunes de este alimento en nuestra sociedad. De esta forma, se puede
complementar la evaluacién de calidad nutricional de la carne, mediante la evaluacién de las

respectivas fracciones bioaccesibles de los nutrientes en estudio.

Para establecer relaciones y comparaciones se puede realizar el calculo de la fraccién bioaccesible
(FB) definida como (Machado et al., 2017):

FB (%) = [fraccidn del analito en la digestion gastrointestinal simulada (mg kg™?) / concentracion

total del analito en la muestra (mg kg™?)] x 100 .

A nivel nacional y regional existen algunas publicaciones relacionadas con ensayos de
bioaccesibilidad de nutrientes minerales en carne bovina (Menezes et al., 2018; Ramos et al.,

2012). En la Tabla 1.8 se presentan algunos de los datos reportados.

Tabla 1.8: Fraccion bioaccesible de minerales reportada en carne bovina en la region

Elemento Cu Zn Fe Referencia
12-43 12-20 19-28 Menezes et al., 2018*
FB (%)
<40 40-50 >60 Ramos et al., 2012*

* alimento cocido; * alimento crudo

1.2 Métodos analiticos de analisis

En esta seccion se presenta el estado del arte de los tratamientos de muestras y métodos
estandar utilizados para el andlisis y determinacién de los elementos en estudio. Ademas, se
presenta la relevancia de la validacién de los métodos analiticos, y se introducen aspectos

relacionados con las nuevas tendencias relacionadas con la Quimica Analitica Verde.
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1.2.1) Preparacion de las muestras

Una de las etapas fundamentales del proceso analitico, ademas del muestreo, es el tratamiento o
preparacion de las muestras (Figura 1.5). En esta etapa, la muestra debe ser sometida a ciertos
tratamientos, debido a que la mayoria de las técnicas utilizadas para las determinaciones analiticas
de metales y semimetales requieren que el analito se encuentre en una disolucién. Este proceso,
consiste en la realizacion de operaciones fisicas y/o quimicas, que permitan la introduccién de la
muestra al instrumento de medida y de esta forma lograr una correcta determinacion de los
analitos de interés. Uno de los principales problemas es contar con un método que logre liberar
cuantitativamente los analitos cuando se encuentran unidos a moléculas organicas (Krug &
Piovezani Rocha, 2016).

-7

Figura 1.5: Esquema del proceso analitico.

Generalmente, se utilizan para este fin tratamientos drasticos con acidos concentrados vy
calentamiento, para lograr la oxidacion total de la materia organica. El uso de las ondas de
microondas para asistir la digestion de muestras es muy frecuente. Actualmente, las digestiones
asistidas por microondas son de las mas utilizados, con amplias aplicaciones. En esta digestion el
calentamiento que se produce dentro de los vasos de reaccion se debe a dos fendmenos: la
migracion idnica y la rotacion de dipolos. Estos dos procesos son estimulados por la frecuencia de
las microondas, donde el calentamiento del medio que contiene la muestra y un disolvente
apropiado, favorece la descomposicion de la matriz donde se encuentra el analito (Krug &
Piovezani Rocha, 2016; Skoog et al., 2005).
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Una de las ventajas de la digestién asistida por microondas radica en la posibilidad que poseen
algunos equipos, de controlar las condiciones de temperatura y presion en todas las muestras por
igual, ya que se trabaja con sistemas cerrados. Esto permite una mejor reproducibilidad del
tratamiento y de los resultados. La rapidez, sencillez y seguridad de los equipos digestores de
microondas, hace que sean de los mas utilizados y preferidos a la hora de realizar el tratamiento
de muestras complejas para la posterior determinacion de minerales (Krug & Piovezani Rocha,
2016; Skoog et al., 2005).

Otra estrategia de preparacion de muestras es la extracciéon de los elementos mediante
extracciones con disolventes adecuados, con o sin aporte de energia externa. Aqui no se produce
una destruccidn total de la materia organica, sino parcial, pero el tratamiento es lo suficientemente
drastico como para liberar a los analitos de la matriz de forma cuantitativa (Skoog et al., 2005). En
este sentido, la realizacidn de tratamientos asistidos con ondas de ultrasonido son muy utilizadas
para favorecer la extraccion de distintos analitos mediante el proceso denominado cavitacién.
Varios son los trabajos publicados que demuestran la eficiencia de esta tecnologia para la

preparacion de las muestras (Machado et al., 2015; Machado et al., 2016; Pereira et al., 2021).

1.2.2) Espectrometria de absorcion atomica

La absorcién atdmica es una técnica espectroscopica de analisis elemental que requiere la
atomizacion del elemento de interés. Para la determinacion cualitativa y cuantitativa de uno o
varios elementos presentes en una muestra, es necesario volatilizar los analitos en cuestién y
transformarlos en atomos gaseosos. De esta forma, cuando la radiacion atraviesa la zona donde se
encuentran los atomos en estado gaseoso, se produce la absorcién en frecuencias definidas. Estas
frecuencias estan relacionadas con el tipo de atomo, y la absorcidn de la radiacién se corresponde
mediante un modelo matematico, con la cantidad del elemento presente. En la Figura 1.6 se
muestra, a modo de ejemplo, un esquema de un espectréometro de absorcién atémica de llama

tipico. A. Walsh, cientifico australiano, paralelamente con C. Alkemade y J. Milatz, cientificos
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Figura 1.6: Espectrometro de absorcion atémica de llama tipico de simple haz.
Extraido de: Skoog et al., 2008.
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holandeses, fueron los primeros en utilizar esta técnica para la determinacion cuantitativa en 1955
(Welz & Sperling, 1999; Skoog et al., 2008).

Una de las etapas mas criticas de esta técnica es la atomizacién, por lo cual se desarrollaron
distintas formas a lo largo de los afos con el fin de mejorarla. La forma mas sencilla, y por lo tanto
la primera en ser utilizada, fue la atomizacion por llama (FAAS). Aqui la muestra es nebulizada por
el flujo de un gas oxidante y la mezcla con un gas combustible, para ser transportada hasta la
llama. En la Figura 1.7 se muestra, a modo de ejemplo, un mechero tipico de flujo laminar

utilizado para estas determinaciones (Welz & Sperling, 1999; Skoog et al., 2008).

| Cabeza del quemador

Anillo de cierre de la
cabeza del quemador
Tornillo de ajuste

Pridanis del deflector
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del nebulizado —__ (plastico Panton)

e

Capilar de / N
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muestra /.. l
= Oxidante
Al desecho nebulizador

Figura 1.7: Mechero de flujo laminar. Extraido de: Skoog, 2008.

La llama debe ser lo suficientemente energética para poder volatilizar y atomizar la muestra. Por
este motivo, su composicidén es de suma importancia. Se deben optimizar flujo, proporcion y tipo
de gases a utilizar en las determinaciones. Las llamas mas utilizadas contienen una mezcla de aire-
acetileno, pero existen otras mezclas. La técnica FAAS posee limites de deteccién y cuantificacion
en el orden de mg kg™. Por su sencillez y bajo costo, suele ser la técnica mas utilizada, siempre
que se trabaje con elementos que se encuentran en ese nivel de concentracion , lo cual dependera

de la muestra en cuestion (Welz & Sperling, 1999; Skoog et al., 2008).

Otra forma ampliamente utilizada es la atomizacion electrotérmica (ETAAS). Esta consiste en
colocar un volumen pequefio de muestra en un tubo de grafito, que se calienta eléctricamente, y
someterla a un programa de temperaturas que depende del analito y de la matriz a analizar. Los
programas de temperatura consisten en varias etapas en las que esta va en aumento.

Primeramente, se efectla el secado de la muestra, pasando luego por la pirdlisis o calcinacion,
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etapa donde se elimina la materia organica que se encuentra presente en la matriz, terminando
con la atomizacién, etapa de mayor temperatura en la cual el analito es atomizado. Este tipo de
atomizacion se destaca por su alta sensibilidad, debida a la capacidad de confinamiento de los
atomos gaseosos en el tubo de grafito, el cual se encuentra perfectamente alineado con el haz de
luz (Figura 1.8) ( Skoog et al., 2008; Welz & Sperling, 1999).

muestra

ventana ventana
dptica ) | Gpkled
camino . -
dptico ol f 10
11 [ 1
tubo grafito
\ gas inerte /

Figura 1.8: Corte transversal del sistema ETAAS. Extraido
de: D. Harvey en https://LibreTexts.org

Al trabajar con ETAAS se deben tener en cuenta varias condiciones. Aqui, es critico el volumen de
inyeccién de la muestra, la optimizacion de los programas de temperatura, los tiempos de
mantenimiento de cada etapa del programa, el gas portador utilizado y su flujo. Todas estas
variables deben ser optimizadas, para lograr una correcta determinacion de los elementos en
estudio ( Skoog et al., 2008; Welz & Sperling, 1999).

En el proceso de atomizacion electrotérmico, muchas veces es necesaria la incorporaciéon de
modificadores quimicos. Estos son sustancias quimicas que no afectan la determinacion de la
concentracion del analito, y que permiten utilizar mayores temperaturas de pirdlisis y/o de
atomizacion, o la estabilizacion térmica de los analitos volatiles. La adicion de los mismos, cuales
utilizar y en qué concentracion, también forman parte de la optimizacion del método (Tsalev &
Slaveykova, 1992).

A modo de ejemplo, un modificador puede ser el nitrato de paladio (Pd(NOs).), que actlda en la
estabilizacion térmica de los elementos y permite el aumento de la temperatura y/o del tiempo de
volatilizacion (Voth-Beach & Shrader, 1987). Por su parte, el dihidrogeno fosfato de amonio
(NH4H2POs4), es otro modificador ampliamente utilizado para incrementar la volatilidad de especies
concomitantes, es decir, componentes individuales de la matriz distintos del analito, lo cual
disminuye las interferencias que pueden provenir de la matriz (Dobrowolski et al., 2010). La
combinacion entre ambos reactivos para constituir un modificador mixto, ha resultado una éptima

estrategia para reducir los efectos causados por matrices bioldgicas complejas, como puede ser la

33


https://libretexts.org/

carne bovina. Ambos modificadores potencian la eficiencia de la determinacién, ya que combinan

el efecto de aumento de temperatura y la desestabilizacion de los posibles interferentes.

Por otra parte, existen otras técnicas de introduccion de la muestra directamente en forma
gaseosa, para la determinacion de elementos volatiles. Una de ellas es conocida como generacion
de hidruros (HG-AAS). Aqui, se generan hidruros volatiles a partir de algunos elementos por la
accion de un agente reductor, generalmente tetrahidroborato de sodio (NaBH.), en medio acido.
Una vez generado el hidruro, este es transportado hasta la cdmara de atomizacion mediante un
gas inerte. Esta cdmara suele ser un tubo de cuarzo que se coloca encima de la llama, donde se
atomizan los analitos de interés mediante una reaccién radicalaria. Este método suele ser muy
utilizada para elementos volatiles como arsénico (As), bismuto (Bi), Se y Pb, entre otros. La Figura
1.9 muestra, a modo de ejemplo, un esquema de un sistema HG-AAS. Cabe mencionar que al
generarse las especies volatiles de los analitos, éstos se separan del medio, disminuyendo de esta
forma la probabilidad de interferencias debidas a la matriz, al momento de realizar las
determinaciones. Ademas, al encontrarse los analitos confinados en un tubo concéntrico, la
sensibilidad de la técnica es alta, llegando a determinaciones de niveles de concentracion del
orden de los pg kg™ ( Skoog et al., 2008; Welz & Sperling, 1999).

Muestra y
NaBH: agregado

Tubo de absorcion
de cuarzo
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o

Quemador

Agitador

magnético

Figura 1.9: Esquema de un sistema HG-AAS. Extraido
de: Skoog et al., 2008.

1.2.3) Espectrometria de emision atémica optica

En la técnica de espectrometria de emisidn atomica Optica (OES), se relaciona la energia emitida
por el analito, al volver a su estado fundamental los electrones que previamente fueron excitados.
La excitacion puede ser térmica, eléctrica o inclusive mediante una reaccidén quimica. Finalmente,
la energia emitida a una determinada longitud de onda caracteristica del elemento medido, brinda

informacidn sobre la identidad y cantidad del analito presente en la muestra.
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La técnica OES presenta algunas ventajas respecto a las técnicas de absorcion atomica

mencionadas previamente, si se cuenta con una fuente de atomizacion como puede ser un plasma

de acoplamiento inductivo (ICP). Un plasma es una mezcla compuesta por iones gaseosos, capaz

de conducir la electricidad. En la Figura 1.10 se presenta, a modo de ejemplo, un esquema de un

espectrometro de emision dptica con plasma de acoplamiento inductivo (Skoog et al., 2008).
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Figura 1.10: Esquema de un espectrometro de emision dptica con plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-OES). Extraido de: Skoog et al., 2008.

= Antorcha axial de plasma

En la espectrometria atdmica de emision, se suele utilizar el plasma de argdn, un ejemplo es el
ICP, cuyo atomizador consiste en una antorcha (Figura 1.11). La misma esta constituida por tres
tubos concéntricos de cuarzo, por donde fluye argon y se encuentra rodeada por un generador de
radiofrecuencias. La muestra se transporta por el tubo central hacia donde se encuentra el plasma.
Este es iniciado por una chispa de una bobina de Tesla, y luego la corriente de radiofrecuencia
alterna crea un campo magnético que provoca que los iones argdn y los electrones se muevan de
forma circular. La resistencia provocada por el flujo de iones, causa el calentamiento éhmico del

plasma, pudiendo alcanzar temperaturas de hasta 10000 K en la base del mismo, y entre 6000 y

Bobina de induccidn
de radiofrecuencia

TS

Aerosol o vapor

Flujo langencial

de apoyo de
plasma de argon

de la muestra
en argdn

Figura 1.11: Fuente de ionizacion de
plasma de acoplamiento inductivo.
Extraido de: Skoog et al., 2008.
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8000 K por encima de la bobina de radiofrecuencias, donde se realiza la lectura analitica. Debido a
las altas temperaturas alcanzadas, el tubo exterior de cuarzo debe aislarse térmicamente del

plasma, lo cual se logra mediante un flujo tangencial de argén.

Al utilizar un plasma de este tipo como atomizador, se presentan menor cantidad de interferencias
quimicas, a causa de las elevadas temperaturas alcanzadas. Ademas, tiene la ventaja de ser una
técnica multielemental, ya que los elementos de la muestra se excitan simultaneamente.
Asimismo, es posible realizar la determinacién de concentraciones bajas de elementos que son

resistentes a la descomposicion térmica, asi como de varios elementos no metalicos.

Por ultimo, al producirse la atomizacién en un medio inerte desde el punto de vista quimico,
aumenta el tiempo residencia de los analitos, evitandose la formacién de éxidos (Skoog et al.,
2008). Ademas, debido a que la temperatura del plasma es mas uniforme que en una llama,
fendmenos como la autoinversidn y la autoabsorcién no son frecuentes. Esto aumenta los rangos
lineales de trabajo de los métodos de emisién por plasma, que alcanzan varios ordenes de
magnitud, y se pueden lograr bajos limites de deteccién y cuantificacion. Por otra parte, los
espectros obtenidos utilizando ICP son complejos, ya que se presentan no solamente las lineas de

emision atdmica, sino que presenta mayoritariamente las lineas de ionizacion.

Por su parte, una llama como fuente de excitacién es menos eficiente, dado que alcanza menores
temperaturas de trabajo, lo cual condiciona la energia que puede proporcionar para la excitacion.
No obstante, para elementos mayoritarios, es decir en concentraciones elevadas, es muy utilizada
(Skoog et al., 2008).

Otra alternativa como fuente de excitacion es un plasma inducido por microondas (Figura 1.12).
Este plasma se genera debido a la interaccién con un campo magnético y eléctrico utilizando
nitrdgeno para constituir el plasma. La antorcha es igual a la que utiliza un ICP, pero la induccién
del plasma estd dada por un magnetron. Las temperaturas que alcanza un plasma de nitrogeno
son menores a las de las fuentes de ICP, unos 5000 K en la zona de medicion. Dado que las
temperaturas alcanzadas son menores, los espectros suelen ser menos complejos, ya que
contienen muy pocas lineas idnicas, aunque a veces esto puede ser una desventaja durante la
determinacion de elementos con un elevado potencial de ionizacidén. Sin embargo, en general, la
sensibilidad obtenida suele ser mejor a la de FAAS o a la de espectrometria de emision atdmica
por llama (FAES) para un mismo elemento, por ejemplo para elementos como Cu, Mn y Zn, entre
otros, pudiendo compararse en algunos casos con la sensibilidad de ICP-OES (Pozebon et al.,
2020). Asimismo, se trata de una técnica multielemental con la cual se pueden obtener amplios

rangos lineales.
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Figura 1.12: Equipo de espectrometr/'é de emision
atoémica con plasma inducido por microondas
(Agilent 4210). Extraido de: GATPREM

1.2.4) Espectrometria de masas con a plasma acoplado inductivamente

Un espectrémetro de masas es un instrumento capaz de producir iones y luego separarlos segun
su relacién masa/carga. Particularmente la espectrometria de masas atdmica con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS), se ha convertido en una de las técnicas mas utilizadas y desarrolladas
para el analisis elemental en los ultimos tiempos. Esta técnica cuenta con ciertas ventajas
respecto a las mencionadas anteriormente. Presenta menores limites de deteccion, del orden de
los ng kg*. Ademas, los rangos de trabajo obtenidos son amplios y es posible la determinacion de
los analitos en forma multielemental. Al igual que el resto de las técnicas mencionadas, ICP-MS,

puede verse afectada por interferencias quimicas (Thomas, 2004; Skoog et al., 2008).

Por otra parte, se trata de un equipamiento de alto costo operativo y de mantenimiento no
siempre accesible para muchos laboratorios (Thomas, 2004; Skoog et al., 2008).

En la Figura 1.13 se presenta, a modo de ejemplo, un esquema de un equipo acoplado de ICP-MS.
En la Seccidén 1.2.3, se mencioné cdmo opera la antorcha de ICP, la cual trabaja a presion
atmosférica. Por ese motivo, una de las partes criticas, es la interfase de acoplamiento entre la
antorcha y el espectrdmetro de masas, ya que éste ultimo trabaja a alto vacio (presiones menores
a 10 torr). Esto se realiza utilizando un acoplador de interfase de vacio diferencial. Este consta de
un cono de niquel que es enfriado por agua y por donde pasa el plasma hacia a una regién de una
presion de aproximadamente 1 torr, utilizando una bomba de vacio mecanica. En esta zona, se da
una expansion del gas el cual se enfria, y una fraccion del mismo pasa a través de otro cono

separador hacia una cdmara que se mantiene a la presion necesaria para el correcto
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funcionamiento del espectrometro de masas. Una vez en el espectrémetro, los iones positivos se
separan del resto de las especies y son guiados a través de lentes magnéticas hacia el analizador

de masas. El analizador de masas mas frecuentemente utilizado en los acoples de ICP-MS, es el
cuadrupolar (Thomas, 2004; Skoog et al., 2008).
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Figura 1.13: Esquema de un espectrometro de masas con plasma acoplado
inductivamente. Extraido de: Skoog et al, 2008.

En las siguientes figuras se comparan las técnicas mencionadas en éste capitulo, en funcion del
rango dinamico de trabajo (Figura 1.14) y en funcion de los limites de deteccién (Figura 1.15). Es

parte de rol analitico evaluar en funcién de costo-beneficio el uso de cada una de ellas.
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Figura 1.14: Comparacion de las técnicas en Detection Limit Ranges (giL)

funcion del rango dinamico de trabajo.

Figura 1.15: Comparacion de las técnicas
Adaptado de: Thomas, 2004

en funcion de los limites de deteccion.
Extraido de: Thomas, 2004
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1.2.5) Validacién

La Eurachem, es una red de organizaciones en Europa que tiene como objetivo establecer un
sistema para la trazabilidad internacional de las mediciones quimicas y la promocién de buenas
practicas de calidad. Esta red publica guias para validacion y evaluacién de incertidumbre de los
métodos analiticos. La guia especifica de validacidn, define este proceso como un requerimiento
importante en la medicién analitica. El valor de un resultados analitico va mas alla de una cantidad
medida, ya que detras de ésta se encuentran fines comerciales, de apoyo a la poblacién y bienes
publicos. Se podria decir que casi todos los aspectos de la sociedad estan respaldados de una u
otra forma por el trabajo analitico. En este sentido, la validacion del método analitico es el proceso
de demostrar que un determinado procedimiento es adecuado para su propodsito. Para ello se
evallan una serie de parametros, conocidos como parametros de desempefio, mediante los cuales

se definen las caracteristicas de rendimiento del método (Eurachem, 2020).

Los parametros de desempefio habitualmente evaluados durante la validacién de un método
analitica son: intervalo o rango de trabajo, limites de deteccién y de cuantificacion, robustez,
precision, veracidad, selectividad e incertidumbre. A continuacion se describen estos parametros
(Magnusson & Ornemark, 2014).

El intervalo de trabajo es el intervalo en el cual el método presenta valores con una incertidumbre
aceptable. De ser posible, se busca encontrar un rango de trabajo que se comporte de forma
lineal, pero pueden existir casos en que no sea asi. Para la determinacién del modelo de mejor
ajuste, existen varios criterios: inspeccidon visual, coeficiente de determinacion, calculo de

residuales, andlisis de prueba de falta de ajuste (LOF), entre otros.

El limite de deteccion (LD) corresponde a la minima concentracion o masa que puede ser
detectada a un nivel de confianza especificado. La guia Eurachem, plantean la estimacién del

mismo, basandose en el criterio 3s de la siguiente forma:

LD = 3s / m (siendo s la desviacion estandar de un blanco adecuado y m la pendiente de la curva
de calibracién).

Limite de cuantificacién (LC) corresponde a la minima concentraciéon o masa que puede ser
cuantificada a un nivel de confianza especificado. A partir de éste se puede informar un resultado
con su incertidumbre asociada. Se calcula en forma analoga al LD, pero utilizando el criterio 10s /

m.

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para permanecer no
afectado por pequefias variaciones premeditadas de los pardmetros del método. Esta proporciona

una indicacion de la fiabilidad del método durante su uso normal. En todo método existen ciertas
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etapas que, si no se realizan con suficientemente cuidado, pueden tener un efecto significativo en
el desempeno del mismo. Estas etapas deben ser identificadas, y si es posible, su influencia en el

desempefio del método evaluada mediante una prueba de robustez.

La precision se refiere al grado de dispersion de los resultados obtenidos por un método analitico.
Esta se puede evaluar a tres niveles: repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad. La
repetibilidad consiste en la dispersién de los resultados obtenidos en una corta medida de tiempo,
con los mismos analistas, equipos Yy reactivos. La precision intermedia nos da una estimacion de la
variaciéon de los resultados, pero en periodos de tiempo mas largos e incluso realizando alguna
modificacién, como los reactivos o el analista. La reproducibilidad corresponde a la variabilidad

entre laboratorios, incluso en distintos paises con condiciones ambientales diferentes.

La veracidad es una expresion que corresponde a la cercania de los resultados obtenidos con el
método, realizada infinitas veces, con respecto a un valor de referencia. La forma de estimar la
veracidad de un método es mediante el calculo del sesgo, o mediante el porcentaje de

recuperacion.
R(%)= (valor promedio obtenido/valor de referencia)*100

El valor de referencia puede estar dado por un material de referencia certificado o un material de
referencia. En caso de no contar con los anteriores, se pueden utilizar muestras artificiales, el

método de adiciones estandar o fortificaciones sobre la muestra, entre otros.

El Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM), define al material de referencia (RM) como
“material, suficientemente homogéneo y estable con referencia a propiedades especificadas, que
se ha establecido para ser apto para su uso previsto en la medicion o en el examen de
propiedades nominales”. Mientras que una material de referencia certificado (CRM), es un
“material de referencia acompanado de documentacion emitida por un organismo autorizado y
qgue proporcione uno o mas valores de propiedad especificados con las incertidumbres y
trazabilidades asociadas, utilizando procedimientos validos” (VIM, 2020).

En caso de no contar con un CRM o un RM, se pueden realizar fortificaciones (ensayos “spike-
recovery”) para evaluar la veracidad. Estas consisten en adicionar una cantidad conocida de
analito, en la misma especie que se encuentra en una muestra, y con las concentraciones
obtenidas, con y sin la adicidn, calcular el R(%), en donde el valor de referencia sera la cantidad
exactamente conocida adicionada. Este tipo de estrategia puede ser cuestionada ya que no
siempre el agregado de analito se realiza en la misma forma quimica en la que el mismo se

encuentra en la matriz.
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La selectividad esta relacionada con el grado en el que un método puede ser utilizado para
determinar analitos particulares en mezclas o matrices, sin interferencias de otros componentes de
comportamiento similar. En general, se puede decir que los métodos analiticos consisten de una
etapa de medicién, en la que normalmente no se mide la concentracion de un analito
directamente, sino una propiedad especifica (gj.: la intensidad de la luz). Por lo tanto, es crucial
establecer que la propiedad medida solo se debe al analito y no a algo quimica o fisicamente
similar, causando asi un sesgo en el resultado de medicién. La selectividad de un método puede
ser investigada estudiando su habilidad de medir el analito comparado con otros métodos
independientes, de forma de confirmar la identidad. Con este fin se puede utilizar un RM o un

CRM, que posea una matriz representativa de la muestra a analizar.

La incertidumbre no es estrictamente un parametro de desempefio de un método, pero si de los
resultados obtenidos mediante éste. Con la estimacidn de la incertidumbre es posible expresar los

resultados como un intervalo de valores con un nivel de confianza aceptado.

Aungue el método elegido haya sido previamente descrito, se debe cerciorar de que el mismo
cumpla con los parametros requeridos segun las condiciones del laboratorio en cuestién. Es decir,

que se debe realizar la validacién correspondiente.

Si se trabaja con elementos a niveles de concentracién de traza, se debe tener especial cuidado
con la contaminacion. Sus fuentes pueden ser del ambiente, del material de trabajo, de los
reactivos y/o las sustancias a utilizar. Al trabajar con elementos traza se recomienda la utilizaciéon
de material de vidrio previamente descontaminado con acido nitrico (HNO3) 10% v/v, la utilizacion

de reactivos puros para analisis y la utilizacion de agua ultrapura como disolvente.

Segun la American Society for Testing and Materials (ASTM), la calidad de agua como reactivo se
puede dividir en cuatro categorias, en nuestro caso la ultrapura se encuentra en la categoria tipo I.
Esta categoria presenta el grado de pureza maximo y se utiliza en los procedimientos que
requieren maxima veracidad y precision (analisis de trazas, preparacion de disoluciones patrén,
entre otros). Alguna de las caracteristicas fisicoquimicas de ella debe ser una resistividad minima a
25 °C de 18 MQ.cm, maximo de 50 mg L™ de carbono total organico, valor maximo de cloruro de 1

mg L, valor maximo de sodio de 1 pg L, entre otras (ASTM, 2018).

1.2.6) Quimica Analitica Verde

En la actualidad, el conocimiento de aspectos ecoldgicos ha llevado a muchos quimicos analiticos a
revisar mejor determinados parametros criticos en el desarrollo de nuevos métodos, como por
ejemplo, el tiempo de operacidn, la seguridad, la relacion volumen/concentracion de disolventes y

el consumo de energia, entre otros. En este sentido, la Quimica Analitica Verde es un concepto de
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desarrollo sostenible que intenta eliminar o minimizar el impacto ambiental causado por la

ejecucion de los procesos analiticos (Bendicho et al., 2012).

Los 12 principios de la Quimica Analitica Verde fueron establecidos por Gatuszka et al. (2013),
como una modificacion adaptada a la disciplina de los 12 principios originales de la Quimica Verde
establecidos en el afio 1998 por Anastas & Warner. Estos se encuentran descriptos en la Tabla 1.9.
Tabla 1.9: Principios de la Quimica Analitica Verde
1. Aplicacién de técnicas analiticas directas de forma de evitar el tratamiento de muestra.
Utilizacion de tamano reducido y nimero minimo de muestras.

Realizacién de mediciones in situ, de ser posible.

> e n

Integracion de operaciones y procesos analiticos para la reduccién de uso de reactivos y
ahorro de energia.

Seleccién de métodos automatizados y miniaturizados.
No utilizacion de la derivatizacion.
Realizacién de una correcta gestién de residuos generados, en lo posible disminuirlos.

Realizacién de analisis multielemental o multiparamétrico.

© © N o o

Reduccién del uso de energia.

10. Seleccién de reactivos obtenidos de fuentes renovables, de ser posble.

11. Eliminacion o remplazo de reactivos tdxicos.

12. Minimizacién del potencial de accidentes quimicos, garantizando la seguridad del analista.
Extraido de: Gatuszka et al., 2013.

El numero de publicaciones en esta tematica ha ascendido notoriamente a lo largo de la ultima
década. A nivel latinoamericano, Brasil, México y Argentina son los paises mas involucrados,
concentrando mas del 90% de las publicaciones conteniendo “Quimica Analitica Verde” o palabras

similares como claves (Zuin et al., 2020).

A nivel internacional, en los Ultimos dos afios se han publicado cerca de 200 articulos relacionados,
encontrandose el 10% de las publicaciones en la categoria de extraccion y preparacion de
muestras, mayormente dedicadas a materiales y sustancias inorganicas. Brasil es el pais que mas
publicaciones posee sobre quimica analitica verde, ubicandose el 80% de los articulos dentro de la

categoria extraccién y preparacién de muestras (Zuin et al., 2020).

No obstante, mas alld de desarrollar nuevos métodos alineadas con los principios de la Quimica
Analitica Verde, es necesario evaluar si estas alternativas se adecuan en mayor o menor grado
respecto a las previamente reportadas o estandarizadas. En ese sentido, Gatuszka et al. (2012),

propusieron un mecanismo de evaluacién denominado Analytical Eco-Scale. El mismo se basa en

42



seguir los pasos del método desarrollada penalizar con cierta cantidad de puntos, los puntos

criticos, en caso de que corresponda. La penalizacion depende de varios factores: peligrosidad y

cantidad de reactivo, cantidad de muestra, como se realiz6 la toma de la misma, qué técnica se

usara, entre otros. El puntaje maximo de la escala es 100 puntos, es decir que al comparar dos

métodos, la de mayor puntaje, es la que mas de ajusta a los lineamientos de la Quimica Analitica

Verde (Gatuszka et al., 2012). En la Tabla 1.10 se presenta la penalizacion de puntos segun los

reactivos, cantidad e instrumentos utilizados.

Tabla 1.10: Penalizaciéon segln Eco-escala

Reactivos Sub-total PP Total PP
<10 mL (g) 1
Cantidad 10 - 100 mL (g) 2
>100 mL 3
_ 0 Cantidad PP x Peligro PP
Peligro (fisico, Ninguno
medioambiental, para la  Peligro poco severo 1
salud) . .
Peligro mas severo 2
Instrumentos
<0,1 kWh por muestra 0
Energia <1,5 kWh por muestra 1
>1,5 kWh por muestra 2
. Hermetizacion del proceso analitico 0
Peligro ocupacional o _
Emision de vapores y gases al aire 3
Ninguno 0
<1 mL(g) 1
1-10mL (g) 3
> 10 mL (g) 5
Residuos
Reciclaje 0
Degradacion 1
Pasivacion 2
Sin tratamiento 3

Los PP se asignan a cada una de las categorias de peligro que plantea un reactivo. Cada reactivo puede
tener mas de una categoria de peligro, por lo que el valor subtotal de PP de un solo reactivo puede ser

superior a 2. Adaptado de: Gatuszka et al., 2012.

En base a este criterio, se encuentra en esta tesis una seccion dedicada al tema para evaluar los

métodos utilizados.
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2) Hipétesis y justificacion

Esta tesis plantea un nuevo desafio en lo que respecta a la preparacién de muestras complejas,
etapa fundamental del proceso analitico, en este caso aplicado al analisis de carne bovina. Este
proceso posee varios grados de complejidad a ser tenidos en cuenta como ser: obtener porciones
homogéneas para el analisis (contenido de grasa y fibra de los distintos cortes), realizar un pre-
tratamiento adecuado (en particular el secado, ya que se trata de una muestra con un contenido
de agua de aproximadamente 70%), lograr un ataque eficiente que permita la solubilizacién del
tejido bioldgico, evaluar las escalas de trabajo para la adecuada determinacion instrumental, entre
otros problemas a resolver. La alternativa aqui estudiada tiene que ver con el uso de las
extracciones alcalinas utilizando el compuesto hidroxido de tetrametilamonio (TMAH) o aminas
terciarias, como alternativa a las preparaciones de muestras convencionales basadas generalmente

en digestiones acidas asistidas por microondas.

Se propuso entonces explorar esta alternativa bajo la hipdtesis de que la utilizacion de un
reconocido agente “solubilizador de tejidos” como el TMAH seria eficiente para la extraccién
cuantitativa de todos los elementos traza a estudiar. Este reactivo ha presentado resultados
satisfactorios en la extraccidon cuantitativa de varios elementos en matrices complejas (Aranha et
al., 2016; Nunes et al., 2013; Ndbrega et al., 2006; Torres et al., 2016). El uso de TMAH ha sido
descrito previamente para la disolucion de tejidos animales para la determinacion de iones
metalicos por espectrometria atdmica. Fue informado por primera vez por Murthy et al. para la
digestién de muestras de higado, rindén y pelo de rata (Murthy et al., 1973). Posteriormente, fue
informado por Julshamn y Andersen como una alternativa para digerir biopsias de mdusculos
humanos para la determinacion de varios metales de transicion por espectrometria de absorcion
atémica electrotérmica (ETAAS) (Julshamn & Andersen, 1979). La solubilizacion de muestras
biolégicas con alto contenido de grasa puede realizarse mediante el uso de TMAH, previo a la
determinacion de diferentes analitos por FAAS, ETAAS, ICP-OES o ICP-MS (Ndbrega et al., 2006).
En este contexto, el TMAH se ha aplicado con éxito para realizar extracciones simultaneas de
elementos principales, secundarios y traza de muestras de carne (Aranha et al., 2016; Nunes et
al., 2011; Nunes et al., 2013).

Asimismo, el TMAH ha sido reportado como un buen disolvente extractor en la determinacion de
haldgenos, en particular de yodo (Jerse et al., 2018; Lehner et al., 2021, Ndébrega et al., 2006).
También presentd buenos resultados en la especiacién de algunos elementos, principalmente

mercurio (Hg) (Krishna & Karunasagar, 2015; Nobrega et al., 2006).
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Sin embargo, en la mayoria de las publicaciones las determinaciones de los analitos se llevaron a
cabo en materiales de referencia, pero no en el alimento en si. Estos materiales se comercializan
junto con un certificado de analisis en el que se garantiza, entre otras cosas, la homogeneidad de

la muestra y un tamano de particula adecuado para el andlisis.

El mecanismo de extraccion del TMAH esta relacionado con la termoquimidlisis (lisis quimica
asistida por calor). De esta forma, cuando se trabaja con el disolvente en forma concentrada,
donde el medio de extraccion es fuertemente basico, éste es capaz de romper y/o metilar los
enlaces éster, amida y algunos éteres a relativamente bajas temperaturas. En estas condiciones,
es capaz de romper en forma especifica los enlaces C-O de las biomoléculas (De Leeuw & Baas,
1993; Lehtonen et al., 2000; Mckinney et al., 1996).

Los procedimientos de extraccion que implican el uso de TMAH suelen ser con calentamiento,
donde la temperatura es un factor critico para tener resultados precisos y se utilizan planchas o
bafios térmicos. Lo que resulta critico es que se trabaje siempre con el mismo dispositivo, en
condiciones controladas, ya que a diferentes temperaturas se pueden obtener distintos productos
de reaccién (Batista et al., 2009; Lehtonen et al., 2000; Nunes et al., 2011).

También se encuentran reportados procedimientos donde la extraccion con TMAH es asistida con
ondas de ultrasonido o microondas (JersSe et al., 2018; Manjusha et al., 2019; Matusiewicz & Golik,
2004). Sin embargo, al igual que con los casos anteriores, estos estudios se realizaron en
materiales homogéneos y con tamafos de particula especificos. En particular, en este trabajo de

tesis se estudio la factibilidad de realizar las extracciones con TMAH asistidas por ultrasonido.

En este trabajo de tesis se buscé desarrollar un método que fuera eficiente para la extraccion
cuantitativa de los seis elementos en estudio en un Unico procedimiento, en muestras de alimento.
En este sentido, el trabajo se enmarco en las lineas de investigacion del Grupo de Analisis de
Elementos Traza y Desarrollo de Estrategias Simples para Preparacion de Muestras (GATPREM:
https://sites.google.com/site/elemtrazayprepmuestras/). Este grupo cuenta con vasta experiencia
en el tema de preparacion de muestras complejas y determinaciéon de elementos traza,
minoritarios y mayoritarios, sin embargo, esta experiencia se ha generado basicamente con
tratamientos sobre muestras vegetales y leche, por lo que comenzar a trabajar con muestras de
carne bovina implicé un nuevo desafio. Dentro del grupo se busca desarrollar tratamientos de
muestras que se ajusten los mas posible a los lineamientos de la Quimica Analitica Verde.
Mediante esta propuesta de preparacion de muestras, se buscod desarrollar un método que se
alineara con los mencionados principios, a la vez que se incursionaba en los denominados

“tratamientos alcalinos de muestras complejas”.
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Dentro de los elementos a determinar, se plantea el estudio de cuatro elementos esenciales y dos
potencialmente tdxicos, de forma de evaluar la calidad e inocuidad del alimento. De esta forma se

busca aportar informacién para el sector ganadero sobre los cortes en estudio.

Por otra parte, se plantea realizar un estudio del aporte nutricional de la carne mediante estudios
de bioaccesibilidad /n vitro de Cu y Zn. Si bien existen algunos estudios realizados en carne bovina,
en este caso se realizaron sobre cortes de cuadril y asado, que no han sido reportados auln. Esta

parte de la tesis se realizo en el marco del Grupo de Bioanalitica y Especiacion (BioEsp).

Asimismo, los ensayos de bioaccesibilidad previamente reportados en carnes nacionales fueron
realizados en carne cruda, y en este trabajo se agregan estudios sobre muestras de carne cocida
(Ramos et al., 2012). Este hecho no es menor, ya que es muy importante realizar estos estudios
de la forma mas representativa, es decir, teniendo en cuenta la forma bajo la cual el alimento en
cuestion es consumido habitualmente. Considerando la relevancia de éste alimento en nuestro pais
a nivel no solo econdmico, sino también cultural, nos planteamos realizar los ensayos utilizando

diferentes puntos de coccidn, tratando de abarcar las distintas posibilidades de consumo.

Si bien a nivel regional existen estudios previos de bioaccesibilidad de Cu y Zn en carne bovina que
evallan algunas formas de coccidn, cabe mencionar que en esta tesis se plantea un estudio
diferente, en cuanto a los cortes y puntos de coccion seleccionados respecta (Menezes et al.,
2018). El nimero de muestras fue seleccionado de acuerdo a la disponibilidad de las mismas. De
esta forma, los resultados obtenidos sirven para proporcionar una vision general, a modo de
ejemplo, desde el punto de vista nutricional y desde el punto de vista de la calidad de la carne

bovina como alimento.
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3)

3.1

Objetivos

Generales

Desarrollar y validar un método analitico para la determinacion de elementos esenciales (Cu, Mo y

Zn) y potencialmente tdxicos (Cd y Pb) en carne bovina y asi evaluar la calidad e inocuidad del

alimento.

Realizar un estudio de bioaccesibilidad simulada in vitro de los elementos esenciales Cu y Zn, en

los distintos cortes evaluados en dos puntos de coccion diferentes, como insumo para evaluar su

calidad nutricional.

3.2 Especificos

v
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Desarrollar y validar nuevos métodos de preparacion de muestras para la determinacion de Mo,
Cu, Zn, Se, Cd y Pb utilizando hidréxido de tetrametilamonio (TMAH), en dos cortes de carne

bovina de consumo popular, mediante la técnica de Espectrometria Atdmica.

Determinar Mo, Cu, Zn, Se, Cd y Pb en muestras de asado y cuadril (materia prima cruda) cuya
trazabilidad al animal y al sitio de cria esté garantizada. Evaluar si existen diferencias

significativas en el contenido de estos metales en los diferentes cortes.

Comparar el método propuesto con un método de digestion total, tanto desde el punto de vista

estadistico de los resultados obtenidos, como desde el punto de vista de la Quimica Verde.

Evaluar los niveles de micronutrientes esenciales y valores basales, asi como la inocuidad del

alimento desde el punto de vista del contenido de contaminantes inorganicos Cd y Pb.

Realizar estudios de bioaccesibilidad simulada in vitro de Cu y Zn en las muestras de asado y
cuadril, a dos puntos de coccidn diferentes, y comparar con los respectivos valores de Ingesta

Dietaria de Referencia.



4) Parte experimental

En este capitulo se listan los materiales, reactivos, equipos e insumos utilizados en este trabajo de
tesis. Se describen también los métodos de muestreo, las operaciones preliminares y los
tratamientos de muestra evaluados y desarrollados, asi como las condiciones instrumentales y

procedimientos de validacion de los métodos estudiadas.
4.1 Materiales, reactivos e insumos

v Hidrdxido de tetrametilamonio 25% m/v en metanol (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

v Agua ultrapura de resistividad 18,2 MQ.cm (ASTM Tipo I) obtenida de un sistema de
purificacion de agua Millipore™ DirectQ3 UV (Milli-Q®, Millipore, Bedford, MA, EUA).

v Material de referencia certificado de Musculo bovino ERM-BB184 (Humedad: 0,814 + 0,021 %)
(LGC Standards, Geel, Bélgica).

v Material de referencia certificado de Higado bovino NIST 1577c (Gaithersburg, MD, EUA).

v Material de referencia de Higado Bovino RM-Agro E3001a (Humedad: 7,523 + 0,031 %)

(donacién de Embrapa, Brasil).

v Material de referencia de Hepatopancreas de langosta NRC TORT-2 (Research Council, Ottawa,
Canada)

v Disoluciones patron para absorcion atdmica de 1000 mg L' de Cd (Merck, Darmstadt,
Alemania; Ultra Scientific, North Kingstown, RI, EUA), Zn (Fluka, NY, EUA), Cu (Fluka, NY,
EUA), Pb (LGC Starndarts, Teddington, England; Merck, Darmstadt, Alemania), Se (SCP
Sciencie, Quebec, Canadd), Mo (Carlo Erba, MI, Italia), Ga, Ge, Y y Pd (Spectrosol,

Leicestershire, England).

Todos los reactivos listado a continuacion fueron de calidad analitica o superior.
v Nitrato de paladio (Pd(NOs),) (Merck, Darmstadt, Alemania).
v Nitrato de magnesio (MgNQOs) (Merck, Darmstadt, Alemania).
v Acido nitrico (HNO;) 65% (Merck, Darmstadt, Alemania).

v Acido nitrico (HNO;) ultrapuro obtenido de un sistema de destilacion de cuarzo subboiling

Milestone duoPUR (Milestone, Sorisole, Italia).

v Acido clorhidrcio (HCl) 37% (Merck, Darmstadt, Alemania).
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v Hidréxido de sodio (NaOH) (J.T. Baker, Fisher Scientific, MA, EUA).

v Acido sulfamico (HsNSOs) (Biopack, Buenso Aires, Argentina).

v Tetrahidroborato de sodio (NaBH.) 99,2% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

v Molibdato de aménio ((NH4)sM0,0,4.4H,0) (Carlos Erba, MI, Italia).

v Dihidrégeno fosfato de amdnio ((NH4)H.PO.) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

v Enzimas digestivas: Pepsina, Pancreatina y Sales biliares (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).
v Tubos de polipropileno de 15 mL Falcon® (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

v Tubos de vidrio de 15 mL tipo Pyrex®.

v Lamparas de catodo hueco marca Lumina®de Cu y Zn (Perkin Elmer, Norwalk, CT, EUA).
v Lampara de catodo hueco de Mo y Pb (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

v Lamparas de descarga sin electrodos de Cd y Se (Perkin Elmer, Norwalk, CT, EUA).

v Tubos de grafito recubierto piroliticamente (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

v Tubos de grafito recubierto piroliticamente con plataforma L"Vov (Perkin Elmer, Norwalk, CT,
EUA).

v Argon de alta pureza 99,998% (Praxair, Montevideo, Uruguay).

v Filtros tamano de poro de 0,45 um (Merck, Darmstadt, Alemania).

v Perdxido de hidrégeno (H,0.) 30% (Biopack, Buenos Aires, Argentina).
v Argodn de alta pureza 99,999% (White Martins-Praxair, Sao Paulo, Brasil).

v Nitrégeno de alta pureza 99,99% (Praxair, Montevideo, Uruguay).
4.2 Equipos

v Mddulo de generacion de hidruros en batch modelo MH15 (Perkin ElImer, Norwalk, CT, EUA).

v’ Espectrometro de absorcidn atémica con horno de grafito Thermo Scientific iCE 3500 (Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA).

v' Digestor de microondas CEM Mars 6 provisto con vasos de reaccion de 100 mL Easy Prep Plus®
(CEM, Matthews, NC, EUA).

v Bafo de ultrasonido Cole-Parmer 8893 (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, EUA).
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Centrifuga Luiguimac LC-15 (Luiguimac, Buenos Aires, Argentina).
Vortex Qilinbeier-5 (Qilinbeier, Hangzhou, China).

Espectrometro de masas con plasma acoplado inductivamente, Agilent Tecnologies 7800

(Agilent Technologies, Tokyo, Japdn) (Figura 4.1).

Espectrometro de emision optica con plasma acoplado inductivamente Thermo Scientific iCAP
7000 series (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) (Figura 4.2).

Espectrometro de absorcion atomica Perkin EImer AAnalyst 200 (Perkin Elmer, Norwalk, CT,
EUA) (Figura 4.3).

Sistema de digestién asistida con microondas Ultrawave Milestone (Milestone, Sorisole, Italia).
Mddulo de horno grafito HGA 900 (Perkin Elmer, Norwalk, CT, EUA) (Figura 4.4).

Electrodo de vidrio (pH — metro) Orion Versastar (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).
Motor vibrador electrénico IKA-VIBRAX-VXR (Janke y Kunkel, Breisgau, Alemania).

Agitador magnético con plancha calefactora Thermolyne Nuova (Merck, Darmstadt, Alemania).
Balanza analitica Shimadzu modelo AUX 220 (Shimadzu, Kyoto, Japén).

Bafio de agua termostatizado Daihan Scientific WB-11 (Seul, Corea del Sur).

Figura 4.1: Espectrometro de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS), Agilent
Tecnologies 7800.

Figura 4.2: Espectrometro de emision dptica con
plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) Thermo
Scientific iCAP 7000 series .



Figura 4.3: Espectrometro de absorcion
atémica con mddulo de horno grafito
(Perkin Elmer).

Figura 4.4: Sistema de

digestion asistida con

microondas Ultrawave
Milestone.

4.3 Muestreo y operaciones preliminares

El proceso de muestreo en frigorifico fue realizado bajo la supervisién de personal de INAC por
parte los operadores del mismo frigorifico (Pando). Las muestras que fueron proporcionadas por
INAC, estan registradas bajo un Sistema Electrénico de Informacién de la Industria Carnica
(SEIIC). A su vez, éste se encuentra ligado al Sistema Nacional de Identificacidon Ganadera (SNIG)
garantizando asi la trazabilidad de todo el proceso de muestreo. La edad media de los animales
fue de 25 meses con un peso promedio de 139 kg, procedentes de los departamentos de Soriano,
Lavalleja y Florida, principalmente. La raza analizada correspondié a la Hereford. La seleccién de

muestras fue realizada por parte de INAC (Piston et al., 2020a).

Se nos informd que durante el desosado se bajaron los cortes y se retiraron de la linea de
produccidn junto a la etiqueta de trazabilidad. Se les extrajo una porcion de aproximadamente 500
g de asado (centro de la parrilla costal) y cuadril (biceps femoral), que se etiquetaron, se
envasaron al vacio y se transportaron en conservadoras refrigeradas a la Facultad de Quimica. Las
muestras de asado se prepararon a partir de la placa costal limitada dorsalmente por M.
longissimus dorsi y ventralmente por los cartilagos costoesternal y costocondral, mientras que las
muestras de cuadril consistieron en un corte de la grupa basado en el céccix y las hemivértebras
sacras (porcidon superior de los gliteos medio, accesorio y profundo) (ver Figura 1.3). En el
laboratorio de Quimica Analitica se realizd el deshuesado y desgrasado, utilizando cuchillos de
acero inoxidable. Se dividid6 cada corte en 3 porciones de aproximadamente 100 g. Una de las
porciones se analizd cruda, y las otras dos se sometieron a diferentes puntos de coccidn previo a
ser analizadas para evaluacién de bioaccesibilidad de algunos elementos (ver Seccion 4.6.1).
Finalmente, las muestras se homogenizaron y trituraron con una procesadora de cuchillas de acero

inoxidable 440C y fueron almacenadas en tubos de polipropileno a -18 °C (Figuras 4.5 y 4.6).
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Figura 4.5: Muestra tratada
con molino de cuchillas.

Fiura 4.6: Muestra procesada.

Posteriormente, se realizd el secado de las muestras segun el método AOAC 950.46 (AOAC, 2019)

utilizando estufa a 105 °C durante 15 horas para obtener el producto seco y el contenido de

humedad. Las muestras secas fueron molidas hasta obtener un polvo fino con molino de cuchillas

y se almacenaron en tubos de polipropileno a temperatura ambiente (Piston et al., 2020a). Los

analisis de la determinacion del contenido total de los analitos se realizaron sobre las muestras

secas crudas, mientras que en lo ensayos de bioaccesibilidad se utilizaron las muestras en base

fresca cocidas (ver Seccion 4.6). Cabe mencionar que no hubo evidencia alguna de contaminacion

debido al uso de cuchillo y cuchillas del molino de acero inoxidable segun se verifica en la seccién

de resultados y discusion en base a las cifras de mérito obtenidas. En la Tabla 4.1 se presentan la

cantidad de muestras utilizadas en esta tesis, segun su analisis.

Tabla 4.1: Resumen del trabajo experimental y nimero de muestras analizadas

Técnica Corte de carne NUmero de
Elemento analitica . Muestra porciones de Animales
i~ en estudio
utilizada muestras
Asado 20
CuyZn FAAS Cuadril Cruda 20 20
Asado 5
Moy Cd ETAAS Cuadril Cruda 5 5
Mo y Se ICP-MS Asado Cruda 12 12
CuyZn Asadq Poco Cocida 14 14
(en el estudio de  FAAS (Zn) Cuadril 14
fraccion ETAAS (Cu) Asado _ 14
bioaccesible) Cuadril Muy cocida 14 14
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4.4 Extraccion alcalina

Esta seccion presenta los procedimientos realizados para el desarrollo de un método distinta a las
tradicionales de preparacion de muestras: la extraccion de los analitos de interés mediante el uso
del reactivo alcalino TMAH. Se desarrollan varias alternativas ya que se evaluaron diferentes
formas de realizar dicha extraccion. Ademas, se describen ajustes de la extraccidon realizada
durante una pasantia en Brasil, que también contribuyeron al conocimiento y a evaluar el
desempefio del método bajo diferentes condiciones, para su adecuacion a las facilidades de ese

laboratorio.

4.4.1) Optimizacion del proceso de extraccion alcalina utilizando baiio térmico
En primer lugar se realiz6 la optimizacién de la extraccién asistida por calentamiento en bano de
agua termostatizado. Para obtener las condiciones adecuadas de extraccion, se procedio a realizar
un disefio experimental multivariado de tipo central compuesto de tres variables a cinco niveles
(Massart et al., 1997). Las variables evaluadas fueron: la concentracion de TMAH, la temperatura
del agua del bano y el tiempo de extraccion. En la Tabla 4.2 se presentan las condiciones
ensayadas para el disefio experimental. En todos los casos se realizd la agitacion con vértex
durante un minuto antes de colocar las muestras en el bafio de agua y nuevamente cuando se
cumplia la mitad del tiempo de calentamiento, segln el experimento. La evaluacién de la eficiencia
de la extraccion se realizd mediante un estudio de veracidad, es decir, la comparacion entre la
concentracion obtenida con el método propuesto y el valor certificado en el CRM de musculo
bovino. Este material tiene un tamafio de particula de menor a 150 pm. Esta evaluacién se realiz6
tomando como respuesta el R(%).
Tabla 4.2: Diseno experimental central compuesto
Experimento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Volumen TMAH
(mL)

Temperatura (°C) 50 50 50 50 60 60 70 70 70 70

Tiempo (min) 45 45 75 75 60 60 45 45 75 75

025 075 1025 075 05 05 025 075 025 0,75

No obstante, fue necesaria la realizacion de un segundo disefio experimental, ya que los
resultados obtenidos del primero no resultaron adecuados para los fines propuestos (ver Seccion
5.1.1). El segundo disefio experimental también fue de tipo central compuesto con 2 variables a
tres niveles: concentracion de TMAH y temperatura de extraccion, mientras que la variable tiempo
se mantuvo en 60 minutos. En todos los casos, las muestras de carne seca se pulverizaron hasta

llegar a un material homogéneo, el cual fue tamizado con tamiz de tamafio de poro de 250 um.
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Posteriormente se realizd la agitacion con vortex antes de colocar las muestras en el bafio de agua
y luego de transcurrido la mitad del tiempo de calentamiento se vuelve a agitar. En la Tabla 4.3 se

presentas las condiciones de este segundo experimento.

Tabla 4.3: Condiciones del segundo diseio experimental

Experimento 1 2 3 4 5 6
Volumen de TMAH (mL) 0,75 1,5 1 1 0,75 1,5
Temperatura (°C) 75 75 80 80 85 85

En la Figura 4.7 se presenta el sistema que se utilizb para el tratamiento alcalino en la etapa de

optimizacion y luego en las muestras.
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Figura 4.7: Tratamiento alcalino de las
muestras en bafo térmico.

4.4.2) Extraccion alcalina asistida con ondas de ultrasonido

Una vez obtenidas las condiciones dptimas de extraccion con TMAH en bafno térmico, se propuso
una nueva estrategia de preparacién de las muestras, que previamente habia mostrado resultados
satisfactorios con otras matrices (Matusiewicz & Golik, 2004). Dicha preparacién también utilizd
TMAH, pero en este caso la extraccion fue asistida por ondas de ultrasonido. En esta oportunidad,
se utilizaron dos RM de higado bovino, un CRM de musculo bovino y muestras de cuadril. Estas
pruebas fueron realizadas de la siguiente manera: 0,25 g de muestra seca y pulverizada, a la que
se le agregd 1,50 mL de TMAH 25% m/v junto con 5,00 mL de agua ultrapura. Luego, se
sometieron a 60, 30 y 15 minutos de sonicado en bafio de ultrasonido a una frecuencia de 47 kHz.
La eficiencia de la extraccidon se evalud utilizando el mismo parametro ya explicado R(%). En el
caso del CRM y RM se compard con los valores certificados y de referencia respectivamente,
mientras que en el caso de las muestras de cuadril se compard con los valores obtenidos a partir
del método considerado como de referencia ya que conduce a una digestion total (digestion acida

asistida por microondas).
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4.4.3) Extraccion alcalina utilizando bloque térmico

Esta extraccion fue realizada en el marco de una pasantia, donde fue necesario realizar
adecuaciones dadas las instalaciones del laboratorio. La misma se llevd a cabo en la Universidad
Federal de San Carlos, en el Grupo Analise Intrimental Aplicada (GAIA) bajo la orientacion del Dr.
Prof. Joaquim A. Ndbrega. Se realizd en esta instancia el procedimiento que fuera optimizado
durante la extraccion asistida por calor con bafio térmico, pero adaptada a las condiciones del
laboratorio. Se evalud la extraccion utilizando un RM de higado bovino y los respectivos R(%).
Para ello se pesaron 0,25 g de muestra seca y pulverizada, y se colocaron en los tubos del bloque
digestor con adicion de 5,00 mL de agua y se homogenizd con vértex durante 30 segundos. Se
adiciond 1,50 mL de TMAH 25% m/v en metanol y se homogenizd nuevamente durante otros 30
segundos. Las muestras fueron colocadas en el bloque digestor con sus respectivas tapas, para
favorecer el reflujo y evitar posibles contaminaciones desde al ambiente. Las mismas
permanecieron durante 30 minutos a 85 ©C, transcurrido el tiempo fueron homogenizadas por
segunda vez con vortex en caliente y se colocaron nuevamente en bloque digestor hasta
completar los 60 minutos de calentamiento total. Se dejo enfriar la disolucién y se trasvaso
completando con agua ultrapura a 10,00 mL. Luego se centrifugd a 28000 g durante 30 minutos y
se filtrd utilizando filtros de 0,45 uym en bomba de vacio. Al igual que con el resto de las
extracciones, se analizd directamente el sobrenadante obtenido en cada caso. En la Figura 4.8 se
puede visualizar esta extraccion. El dispositivo cuenta con 18 posiciones, con lo cual se pueden

analizar hasta seis muestras por triplicado en una misma extraccion.

Figura 4.8: Tratamiento
alcalino asistido por
calentamiento en bloque
térmico.
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4.4.4) Condiciones instrumentales y validacion

Las determinaciones de Cu y Zn se realizaron mediante espectrometria de absorciéon atémica de
llama (FAAS). Se trabajéo con un espectrometro Perkin Elmer AAnalyst 200, operando a las
longitudes de onda de 213,86 nm (Zn) y 324,75 nm (Cu) respectivamente. Las lamparas de catodo
hueco fueron utilizadas seguin lo recomendado por el fabricante. Se utilizé un quemador de 10 cm.

La composicion de la llama fue acetileno (2,5 L min™) — aire (10,0 L min™?) (Iaquinta et al., 2021).

Las determinaciones de Mo, Cd y Pb fueron realizadas mediante ETAAS utilizando un
espectrometro de absorcidon atdmica Thermo Scientific iCE 3500. Para la determinacién de Mo se
empled la longitud de onda de de 313,3 nm. La sefal analitica utilizada para este elemento fue la
absorbancia (altura de pico), ya que al trabajar con elementos refractarios la sefial analitica puede
no alcanzar la linea de base. Esto puede observarse debido a que al emplear esta técnica, se
obtiene un perfil de temperatura a lo largo del tubo de grafito, lo cual lleva a que los analitos y los
concomitantes puedan condesar sobre los extremos mas frios. Esto conduce al conocido efecto
tailing o efecto cola, de la sefial analitica y al efecto memoria observado para elementos

refractarios y formadores de carburos (Welz & Sperling, 1999).

Para Cd se utilizdé una longitud de onda de 226,5 nm y para Pb de 283,4 nm, en ambos casos se
utilizd la absorbancia integrada (area de pico) como sefial analitica para su cuantificacion. En las
tres determinaciones, el argon se utilizd como gas de purga y proteccién a un caudal de 0,2 mL
min~!, excepto durante la etapa de atomizacion y corrector Zeeman. Las temperaturas de pirdlisis
y atomizacién debieron ser optimizadas para los tres analitos. Finalmente, se presentan en la
Tabla 4.4 las que se utilizaron para la validacién y andlisis de las muestras, asi como los

modificadores de matriz (Iaquinta et al., 2021).

Tabla 4.4: Condiciones para la determinacién mediante ETAAS

Elemento T pirdlisis (°C) T atomizacién (°C) Modificador quimico
Mo 1800 2750 5ug de Pd(NO:s),
cd 700 1800 20ug de Pd(NO3)z +

30|Jg de (NH4)H2PO4

15ug de Mg(NO); +

Pb 750 1050 50ug de (NH4)H.PO4

También, se realizaron las determinaciones de Cu, Zn y Mo mediante ICP-OES, con el objetivo de
comparar los resultados obtenidos, una vez realizada la extraccion alcalina, en el marco de la

pasantia en San Carlos. Esto fue una posibilidad muy valiosa de acceder a equipamiento no
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disponible en nuestro laboratorio en Uruguay y capacitacion en el marco de la tesis en tdpicos de
espectrometria atdmica. Las lineas utilizadas fueron la correspondientes a 213,856 nm (Zn),
324,754 nm (Cu) y 204,598 nm (Mo).

Luego de optimizadas las condiciones de medida para las determinaciones por ETAAS, FAAS e ICP-
OES, se llevaron a cabo las validaciones correspondientes. Los parametros de desempeio o cifras
de mérito evaluadas, consideradas de relevancia en esta etapa, fueron: linealidad, LD, LC,
robustez, precision (repetibilidad), veracidad, selectividad e incertidumbre. Se utilizd como

referencia la guia Eurachem (Magnusson & Ornemark, 2014).

La linealidad se evalué mediante inspeccion visual y coeficiente de determinacion (R?). Los limites
de deteccidn se evaluaron mediante la medida de 10 blancos y calculando la desviacion estandar
de los mismos. En el caso de LD el criterio fue 3s,/m y para el LC 10sy,/m, donde s, es la
desviacién estandar y m la pendiente de la curva de calibracidén correspondiente. La robustez fue
evaluada mediante un diseno experimental multivariado de tipo central compuesto, de dos
variables a cinco niveles. La precision fue evaluada como desviacion estandar relativa: RSD(%) =
(desviacion estandar de 6 muestras/valor promedio)*100. La veracidad fue evaluada mediante los
porcentajes de recuperacion obtenidos para cada elemento, luego del andlisis de los respectivos
materiales de referencia: R(%) = (valor obtenido/valor de referencia)*100. Para Mo, Cd y Pb se
utilizd el RM de higado bovino y muestras adicionadas a dos niveles de concentracién, uno en el
tercio inferior de la curva de calibracidn y otro en el tercio superior, mientras que para Cu y Zn se
utilizé el CRM de musculo bovino. La selectividad fue estudiada mediante la comparacién de los
valores obtenidos para los materiales de referencia mediante dos métodos independientes. La

incertidumbre fue evaluada como incertidumbre estandar, expresada como desviacion estandar.

El blanco y los patrones de las curvas de calibracion se realizaron en medio basico, utilizando las
mismas condiciones que las muestras. Una vez verificado un rango lineal adecuado para los fines
propuestos, se continud trabajando con dos patrones, uno que correspondia a la concentracion
maxima y otro a la mitad del rango. En la Tabla 4.5 se presentan las condiciones de las curvas de
calibracién para cada elemento. En todos los casos, se partié de una disolucién patréon de 1000

mg L™,
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Tabla 4.5: Condiciones de calibracion
Elemento Cu Zn Mo Cd Pb

Medio alcalino 3,75 % m/vde 1,25 % m/vde 3,75 % m/vde 2,5% m/vde 3,75 % m/vde

TMAH TMAH TMAH TMAH TMAH

Patron mas 4 4 4 4 4
concentrado 1,0mgL 1,2mgL 60,00 pg L 4,00 yg L 10,00 pg L

Técnica FAAS FAAS ETAAS ETAAS ETAAS

Concentracién patron de TMAH: 25% m/v en metanol, el medio alcalino se obtiene por diluciones

adecuadas del reactivo patrén.

4.4.5) Aplicacion al analisis de muestras de carne bovina

Una vez concluida la optimizacion y validacion, se procedié a la determinaciéon de los analitos en
las muestras de carne disponibles a partir del proyecto de investigacién con INAC, en base seca. El
procedimiento final consistié en 0,25 g de muestra, 5,00 mL de agua ultrapura, 1,50 mL de TMAH

25% (m/v) en metanol y 60 minutos en bafio de agua a 85 °C.

Las determinaciones de los analitos en las muestras se realizaron por duplicado en todos los casos,
junto con los correspondientes blancos para cada procedimiento. Se analizaron un total de 20
muestras de asado crudo y 20 de cuadril crudo, para las determinaciones de Cu y Zn. Cada
muestra provino de un animal diferente. Para las determinaciones de Mo y Cd mediante ETAAS, se

analizaron 5 muestras de cada corte.

Con el objetivo de evaluar la veracidad del método propuesto, se realizd también un estudio
estadistico. De esta forma, se evalud si los resultados de las medias poblacionales obtenidas
mediante digestion total asistida por microondas y el método propuesto, eran estadisticamente
iguales. Para ello se realizd una prueba t de Student, para Cu, Zn y Mo que fueron los elementos

que se logré determinar de forma adecuada con este método (Miller & Miller, 2010).

4.5 Digestiones acidas

En esta seccidn se presentan los métodos de digestion acida asistida por microondas utilizados
para la preparacion de las muestras durante el trabajo de tesis. Estos fueron considerados como
métodos de referencia a la hora de realizar las comparaciones estadisticas. Se trata de una
digestién total de la muestra con reconocida eficiencia para la determinacion de elementos traza
en alimentos. Se muestran dos digestiones diferentes, ya que una de ellas corresponde a la
realizada en el marco de la pasantia. Ambas igualmente eficientes, solo que se realizaron en

laboratorios diferentes y se trabajo por ello con diferentes equipos.
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4.5.1) Digestion asistida con microondas

La digestion realizada en Uruguay, consistié en 0,5 g de muestra en base seca, a los que se le
agregaron 10,00 mL de HNOs 4,5 mol L. El programa de digestion utilizado fue: 15 minutos de
calentamiento hasta 200 °C, con mantenimiento a 200 °C durante 15 minutos y posterior
enfriamiento hasta temperatura ambiente. La potencia del programa varidé entre 400 y 1800 W
(Piston et al, 2020b).

Las digestiones realizadas en Brasil, se llevaron a cabo utilizando un sistema de microondas
UltraWAVE® basado en el disefio de camara de reaccion Unica (SRC). Este sistema tiene una
fuente de energia de microondas de 1500 W que distribuye la energia de microondas a una
camara de 1 L. El control directo de presion y temperatura de la cdmara proporciona un control
directo de cada muestra. Los experimentos se llevaron a cabo utilizando una rejilla con 15
recipientes de TFM™ (marca registrada de politetrafluoroetileno, PTFE) de 15 mL de capacidad. En
la cdmara se introdujeron 150,00 mL de agua ultrapura y 5,00 mL de HNOs 14 mol L™ , luego se
presurizd a 40 bar con nitrégeno (Barros et al, 2018).

La secuencia de digestion consistié en pesar exactamente 0,1 g de muestra en base seca, y
adicionar 4,00 mL de HNO; 2 mol L™ junto con 1,50 mL de H,0; en los vasos correspondientes al
sistema de digestion. El programa utilizado se encuentra en la Tabla 4.6. Todos los pasos se
realizaron a 1500 W y la presion maxima se fijé en 120 bar. Después de enfriar hasta 60 °C, se
despresurizo la camara y se llevd a un volumen de 10,00 mL con agua ultrapura.
Tabla 4.6: Programa de digestién utilizado
Temperatura (°C)  Presion (bar) Rampa (min) Holding (min) Potencia (kW)
150 110 10 2 1,5
230 110 15 10 1,5

4.5.2) Condiciones instrumentales y validacion

Las determinaciones de los analitos Cu, Zn y Se fueron realizadas luego de la digestidn clasica con
un digestor de microondas como ya fue explicado anteriormente. En el caso de Cu y Zn las
determinaciones se realizaron mediante MIP OES, mientras que el Se se determind mediante HG-
MIP OES. Los valores de concentracion obtenidos, mediante estas técnicas, fueron utilizados para
comparaciones con los datos obtenidos mediante el método desarrollado en la tesis. En el Anexo I
se presentan las condiciones de trabajo y parametros de desempefio de los métodos utilizando
MIP OES y HG-MIP OES que no formaron parte del trabajo de la tesis, solo el uso de los resultados
para las comparaciones como fuera explicado (Pistdn et al., 2020a; Pistdn et al., 2020b).
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La optimizacidn y posterior validacién de los métodos correspondientes a la determinacion de Mo y
Cd mediante ETAAS, si fueron realizadas completamente en este trabajo de tesis, de forma de
poder comparar los resultados con el método propuesto. Se optimizaron las temperaturas de
pirdlisis y atomizacion, y se evalud el uso de modificadores. Finalmente, en la Tabla 4.7, se
presentan las condiciones en las cuales se realizd la validacion y el andlisis de las muestras. La
sefal analitica utilizada para el Mo fue la absorbancia (altura de pico), mientras que para el Cd fue
la absorbancia integrada (area de pico). En ambos casos se utilizd el corrector de fondo Zeeman.
Una vez verificada la linealidad se realizaron las curvas de calibracion utilizando HNO3 0,1% v/v
como disolvente. A partir de la disolucion patréon de Cd de 1000 mg L™, se prepard una disolucion
intermedia de 100 pg L™y luego el patron mas concentrado de la curva de 4,0 pug L. En el caso
de Mo se prepard una disolucion patron de aproximadamente 1000 mg L™* utilizando la sal
(NH4)sM0,024.4H,0, a partir del cual se realizé una disolucion intermedia de 10 mg L™, y luego el
patron mas concentrado de la curva de 60,0 pg L. En ambos casos el patron de mitad de curva

fue preparado automaticamente por el equipo y el blanco fue el propio diluyente (HNO; 1%v/v).

Tabla 4.7: Condiciones de determinacion de Cd y Mo mediante ETAAS

Elemento A (nm) T pirdlisis (°C) T atomizacion (°C) MOd',f 'ca dor
quimico
Mo 204,6 1800 2750 5 pg de Pd(NOs).
Cd 226,5 500 1400 5 pg de Pd(NO:s),

Por otra parte, las determinaciones de los elementos utilizando la digestion con el digestor
Ultrawave® se realizaron mediante ICP-MS en Brasil. En esta oportunidad los elementos analizados
fueron Se, Mo, Cd y Pb. Se trabajo en el modo high matrix introduction (HMI) que implica que el
aerosol se diluy6 con argon a la velocidad de flujo de gas HMI optimizada de 0,62 L min~ y caudal
de gas portador de 0,40 L min~?, siendo 1,02 L min™* el caudal total (Barros et al., 2018). Las
condiciones de funcionamiento del plasma utilizadas se muestran en el Anexo II. Los isétopos
monitoreados como patrones internos fueron ®Ga*, °Ge*, ¥Y* y ™Pd*. Finalmente, el patron
interno utilizado fue *Y* y los is6topos de los analitos ®Se, *Mo, **Cd, 2®Pb. Si bien se evalud el

uso de He en la celda de colisidn, los mejores resultados fueron sin el uso del gas.

Luego de optimizadas las condiciones de medida para las determinaciones mediante ETAAS e ICP-
MS, se realizaron las validaciones correspondientes. El procedimiento de validacion se realizd
utilizando como referencia la guia Eurachem (Magnusson & Ornemark, 2014). Los pardmetros de
desempeiio evaluados fueron: linealidad, LD y LC, precision (repetibilidad), veracidad, selectividad

e incertidumbre. Los mismos se evaluaron de igual forma que en la Seccidn 4.4.4. No se evalud la
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robustez en esta etapa, puesto que ya habia sido estudiada exhaustivamente durante la etapa de

optimizacion de la extraccion.

Se analizaron un total de 10 muestras (5 de cuadril y 5 de asado) en las determinaciones de Cd y
Mo mediante ETAAS y un total de 12 en la determinacion de Se, Mo, Pb y Cd mediante ICP-MS.
Todas las muestras se realizaron por triplicado en todos los casos, acompafiadas de sus

respectivos blancos de digestidn, segln el procedimiento realizado.
4.6 Bioaccesibilidad

En esta secciébn se describen los procedimientos realizados para la determinacion de
bioaccesibilidad in vitro de Cu y Zn en las muestras de carne disponibles. Estos ensayos fueron
realizados en los cortes de carne estudiados (asado y cuadril) de las muestras disponibles a partir
del proyecto con INAC, pero en este caso se estudid la bioaccesibilidad con el alimento cocido en
dos puntos distintos. Se analizaron un total de 14 muestras de asado muy cocidas y 14 del mismo
corte poco cocidas, 14 muestras de cuadril muy cocidas y del mismo corte 14 poco cocidas.

4.6.1) Coccion

El estudio se realizd en muestras cocidas de asado y cuadril en dos puntos de coccion diferentes,
de forma de evaluar si la coccion del alimento pudiera afectar la bioaccesibilidad de los nutrientes
estudiados. El proceso de coccidn fue llevado adelante por un chef que colabor6 en el proyecto
general y fue quien sistematizd el mismo (Pistdn et al, 2020a, 2020b). Para esta tesis se contd con
las muestras ya cocidas. Este proceso consistié primeramente en un sellado del corte en una
plancha de cocina hasta alcanzar una determinada temperatura en el centro del corte
(monitoreado con una termocupla) y luego se terminaba la coccidn en horno eléctrico. En la Tabla
4.8 se presentan las temperaturas alcanzadas en estos procesos. Las diferentes temperaturas
definen dos puntos de coccién que fueron clasificados como “poco cocido” y “muy cocido” (Pistén,
et al., 2020). Existen varios otros puntos definidos de coccién, pero se tomaron estos dos bien

diferentes entre si para este trabajo en particular.
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Tabla 4.8: Temperaturas alcanzadas en los procesos de coccion

. i Temperatura al Tiempo total
Punto de  Tiempo en plancha Tiempo en el horno

Corte ) sacar del horno de coccion
coccion (min) (min) .
(°C) (min)
PC 4 5 60 9
Asado
MC 8 14 98 22
PC 8 12 65 20
Cuadril
MC 12 28 83 40

PC: poco cocido (jugoso); MC: muy cocido.
4.6.2) Optimizacion y validacion

En este tipo de ensayos es importante utilizar procedimientos que simulen de forma fiel lo que
ocurre a nivel bioldgico. Por este motivo, se realizaron ajustes al protocolo de INFOGEST, con el
objetivo de obtener resultados reproducibles y confiables. Este procedimiento in vitro ha sido
obtenido por consenso internacional por la red COST INFOGEST (INFOGEST, 2019).

El procedimiento optimizado consistié en una primera extracciéon de los elementos de interés de la
muestra durante 2 horas, utilizando una disolucién gastrica simulada conteniendo pepsina y HCI.
Esta disolucion se prepar6 a partir de 0,3 g de pepsina disuelta en 1,00 mL de HCl 12 mol L* y
llevando a 100,00 mL con agua ultrapura se realizd el ajuste de pH con NaHCO; 3 % m/v hasta
llegar a pH 1,3 (Machado et al., 2017 INFOGEST, 2019).

Luego, se realizd una segunda extraccién durante 2 horas mas en presencia de disolucién
intestinal simulada, conteniendo pancreatina, sales biliares y NaOH. Esta disolucion se prepard
colocando 0,2 g de sales biliares y 0,5 g de pancreatina junto con 8,00 mL de NaOH 0,2 mol L™.
Luego se completd hasta 100,00 mL con agua ultrapura y se le realizd el ajuste de pH con HCI 0,1

mol L™ hasta llegar a pH 6,8.

Ambas extracciones se realizaron a una temperatura constante de 37 °C con agitacion continua,
simulando las condiciones fisioldgicas humanas (Ramos et al., 2012; Machado et al., 2017). Luego
se realizd una centrifugacion a 28000g durante 30 minutos y se separd la fraccion bioaccesible

(sobrenadante) del precipitado (residuo).

Para evaluar la veracidad del estudio, los residuos obtenidos luego del proceso de simulacién de la
digestién gastrointestinal fueron tratados mediante digestion acida asistida por microondas, de
forma de establecer el balance de masa (BM) correspondiente (Machado et al., 2017 INFOGEST,
2019).
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BM(%) = {[Fraccion del analito en la digestion gastrointestinal simulada (mg kg™) + fraccion del

analito en el residuo (mg kg™)] / Concentracion total del analito en la muestra (mg kg™)} x 100.

La concentracion total de ambos analitos en las muestras previamente cocidas, se determinaron
por el grupo de investigacion en paralelo a esta tesis. La digestion utilizada corresponde a la
realizada en la Seccidn 4.5.1 y su determinacion fue realizada mediante MIP OES. En el Anexo I se

presentan las condiciones de medida (Pistdn et al., 2020b).

4.6.3) Digestion acida de los residuos

Considerando que fundamentalmente el Zn se encuentra de forma ubicua en los ambientes de
trabajo a niveles elevados, y que la validacion de estos ensayos esta dada por la suma de las
fracciones bioaccesibles y sus residuos, es necesario garantizar una adecuada descontaminacion
del material de laboratorio. Por este motivo, antes de realizar la digestion de los residuos, se
sometid a los vasos de reaccidn a un programa de limpieza. En este caso particular, se agregaron
10,00 mL de HNOs y se aplicdé una rampa de 15 minutos hasta alcanzar 180 °C, se mantuvo dicha

temperatura durante 15 minutos, dejando luego enfriar hasta alcanzar temperatura ambiente.

Finalmente, la digestion de los residuos consistié en agregar 10,00 mL de HNO; 4,2 mol L al
precipitado remanente luego de la centrifugacion. Se utilizd el siguiente programa de digestion: 15
minutos de calentamiento hasta 200 °C, mantenimiento a 200 °C durante 15 minutos y posterior
enfriamiento hasta alcanzar temperatura ambiente. La potencia del programa varié entre 400 y
1800 W.

4.6.4) Condiciones instrumentales
Las determinaciones de Zn en las fracciones bioaccesibles y en los residuos, se realizaron

mediante FAAS, tal como se describe en la Seccion 4.4.4.

Las determinaciones de Cu en las fracciones bioaccesibles y en los residuos, se realizaron
mediante ETAAS. Se utilizé el espectrometro Perkin EImer AAnalyst 200, con el médulo de horno
grafito HGA 900 trabajando a 324,75 nm. En este caso se trabajo con tubos calentados de forma
transversal, recubiertos piroliticamente y con plataforma L vov incluida. Se utilizd corrector de
fondo de deuterio y no hubo necesidad de utilizar modificador quimico. Las temperaturas de
pirdlisis y atomizacion fueron 1100 ©C/2300 ©C respectivamente. La sefal utilizada para la
cuantificacion fue la absorbancia integrada (area de pico). A partir de una disolucion patron de
1000 mg L* se prepard el patron de calibracion mas concentrado de 50,0 yg L™. El diluyente

utilizado fue agua ultrapura. Una vez confirmada la linealidad dentro del rango de estudio, el
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equipo realizd automaticamente la curva de calibracién con los puntos de 0,0; 10,0; 25,0 y 50,0 ug
L,

4.6.5) Aplicacion del método validado

Una vez optimizadas las condiciones de digestion simulada, se procedié a realizar los ensayos in
vitro en los cortes estudiados. Se partid de 1,0 g de muestra en base fresca a la que se le agregd
5,00 mL de la disolucion gastrica simulada durante 2 horas. Luego, se agregaron 5,00 mL de la
disolucion intestinal simulada, durante 2 horas mas. Ambas extracciones se realizaron a una
temperatura constante de 37 °C con agitacién continua, simulando las condiciones fisioldgicas
humanas. Luego se centrifugaron a 28000g durante 30 min y se procedié a la determinacion

analitica de Cu y Zn.

Cada digestidn se realizd por triplicado, y en cada proceso también se realizaron tres blancos de
digestién. Los mismos contenian los reactivos utilizados en el ensayo, sin el agregado de muestra.
La evaluacion de los blancos es muy importante en estos estudios, ya que las enzimas utilizadas
contienen a los analitos de interés formando parte de sus sitios activos. La FB fue calculada segun

lo descripto en la Seccién 1.1.4.
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5) Resultados y discusion

El presente capitulo presenta los resultados obtenidos, junto con los comentarios y discusiones
pertinentes para lograr los objetivos propuestos. En primer lugar, se muestran los resultados
obtenidos mediante el método alternativo desarrollado en el trabajo de tesis y luego los resultados
obtenidos mediante un método clasico de preparacion de muestras, de forma de poder realizar
una comparacion entre ambos. Concomitantemente, se realiza una evaluacion critica del trabajo
realizado. Finalmente, se discuten los resultados obtenidos en cuanto a la bioaccesibilidad y se
realiza el ejercicio, con los datos obtenidos, de como se podria evaluar la contribucion del alimento

a la ingesta diaria de Cu y Zn.
5.1 Extraccion alcalina

Tal como se describid en la Seccion 4.4, se probaron dos formas de extraccion alcalina con TMAH,
una asistida con calentamiento y la otra asistida con ondas de ultrasonido. Finalmente, en base a
los desempefios observados, se llevd a cabo la validacion del método que involucraba el
tratamiento asistido con calentamiento. Ademas, se debid ajustar un tercer método que se
adecuara a las condiciones del laboratorio donde se realizd la pasantia, lo cual se puede considerar
también una transferencia de tecnologia, que resultd exitosa. En esta seccidn se presentan los
resultados obtenidos en lo que respecta a los distintos métodos evaluados para la extraccién
alcalina como método de preparacion de las muestras, junto con las reflexiones pertinentes a las
que condujeron el trabajo. Asimismo, se presentan algunas conclusiones parciales en lo que
respecta al desempeifio del método propuesto. Cabe destacar que los resultados de esta parte de

la tesis han sido publicados en una revista internacional referada (Iaquinta et. al., 2021).
5.1.1) Optimizacién de la extraccion alcalina con calentamiento

Tal como se menciond previamente en el Capitulo 2, el TMAH esta reportado como un reconocido
y eficiente reactivo solubilizador de tejidos bioldgicos, aplicable al analisis de analitos inorganicos.
Los tratamientos de muestras que involucran este reactivo son econémicos, lo cual constituye una
gran ventaja, ya que solo se necesita un bafo de agua y un equipo de centrifugacion, dispositivos
comunmente disponibles en los laboratorios. Por lo tanto, puede ser considerado como una
alternativa a los procedimientos convencionales de digestion acida, eliminando el uso de acidos
minerales concentrados, que siempre representan un riesgo para los operadores (Matusiewicz &
Golik, 2004). En este contexto, se realizd la optimizacion de la extraccion alcalina, que utiliza un
reactivo que si bien es peligroso, se utiliza un volumen muy pequefio comparado con otros

métodos, buscando asi desarrollar un método mas amigable con el ambiente.
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Se han reportado varias formas de extraccidon con TMAH, como ser asistido con calentamiento en
bafio térmico, asistido por microondas y asistido por ondas de ultrasonido (Jerse et al., 2018;
Lehtonen et al., 2000; Matusiewicz & Golik, 2004; Nunes et al., 2013).

Tratamiento alcalino con bafio térmico

Se comenz6 con este tipo de tratamiento, ya que dentro de los lineamientos de la Quimica
Analitica Verde, el calentamiento con bafio térmico es considerado mas amigable que otros tipos
de calentamiento como ser con plancha calefactora, puesto que solamente implica el
calentamiento de agua. Ademas, el bafio térmico suele encontrarse frecuentemente en los

laboratorios.

Las condiciones ensayadas en un primer disefio experimental, se presentaron en la Tabla 4.2. Las
condiciones dptimas para la preparacion de muestras en medio alcalino, se seleccionaron luego de
evaluar el porcentaje de recuperacion de cada analito. Este fue estimado como R(%) =
[concentracion obtenida (mg kg™')/concentracion certificada (mg kg™)]x100, para cada
experimento, expresado en base seca. En este caso, la concentracion certificada de Cu y Zn

corresponde a la reportada por el certificado del CRM de musculo bovino.

En la Tabla 5.1 se muestran los resultados obtenidos luego del primer disefo experimental
realizado. De aqui, se deduce que la variable tiempo si bien es critica, no presentaria mayor
diferencia entre los 60 (experimento 6: 0,50 mL de reactivo, 60°C) y 75 minutos (experimento 10:
0,75 mL de reactivo, 70°C). Si embargo, el volumen de reactivo y la temperatura de extraccion si
parecen tener un rol mas importante en la extraccion. Ademas, considerando que se espera
obtener resultados cercanos al 100%, estos sugieren continuar con la optimizacion de la
extraccion, ya que no se lograron los resultados esperados para el caso de Zn. Cabe mencionar
que el rango de aceptacion fue de 75 — 120%, dados los niveles de los analitos en estudio, y
considerando en este caso lo estipulado en otra guia de validacién europea, como lo es la DG-
SANTE (EU DG-SANTE, 2017). La guia Eurachem no cuenta con valores guia para establecer
especificaciones, por ello se tomaron valores de la DG-SANTE, cuya direccidn se encarga de
proteger y mejorar la salud publica, y alli hay criterios para métodos analiticos para analisis de
alimentos que se pueden utilizar como referencia.
Tabla 5.1: Recuperaciones del primer disefio experimental

Experimento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

R(%) - Zn 43 52 39 65 55 60 44 74 52 71

R(%) - Cu 83 82 76 80 85 87 86 89 87 89
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Continuando con la optimizacion, se planted un segundo disefio experimental. Al no encontrarse
diferencias significativas en los tiempos de 60 (experimento 6) y 75 minutos (experimento 10) en
el primer disefio experimental, se optd por continuar trabajando con 60 minutos y de esta forma
lograr una extraccion mas rapida. Sin embargo, se profundiz6 en las variables que se consideraron

mas criticas: la cantidad de reactivo y la temperatura.

En esta segunda instancia se utilizaron muestras de asado y de cuadril. Como valores de
referencia del contenido de los elementos en estas muestras, se utilizaron los obtenidos a partir de
la digestiones asistidas por microondas. Se optd por realizar estos experimentos sobre las propias
muestras, puesto que si bien las mismas se encontraban secas, no eran igualmente homogéneas
que el CRM. Ademas, las muestras de carne presentaban a simple a vista un mayor tenor graso
que el CRM, por lo que se presumid que la extraccion podria verse afectada. Por este motivo, se
considerd que seria la forma mas confiable el evaluar la eficiencia de extraccion del TMAH sobre
muestras “reales” en este caso. Asimismo, la comparacién estadistica para evaluar si habia
diferencias entre los resultados obtenidos por el método propuesto y el tratamiento de digestion
total asistido por microondas, se realizd utilizando muestras de carne cruda y seca, lo que sustenta
aln mas el hecho de utilizar las muestras “reales” para la optimizacion. En la Tabla 5.2 se
presentan las condiciones de este segundo disefo experimental y las recuperaciones R(%)

obtenidas para Cu y Zn.

Tabla 5.2: Resultados obtenidos para el segundo diseno experimental

Experimento 1 2 3 4 5 6
Volumen de TMAH (mL) 0,75 1,5 1 1 0,75 1,5
Temperatura (°C) 75 75 80 80 85 85
R(%) -Zn 89+11 77+14 75+1 69+2 70+8 965
Asado
R(%) -Cu 10013 83+1 74+4 65+2 62+4 717
R(%) -Zn 87+ 15 90+ 4 128+8 80+7 77+9 914
Cuadril
R(%) -Cu 121+ 2 119+ 4 155+6 94+6 93+7 107 £ 3

Promedio + desviacidn estandar, (n=2).

Los resultados con recuperaciones mas cercanas a 100% en un compromiso para lograr un solo
tratamiento que permitiera la determinacion adecuada para los analitos evaluados,
correspondieron a los experimentos 1 y 6, tal como se puede observar en la tabla anterior. Sin
embargo, se optd por continuar con las condiciones del experimento 6, ya que presentaron una

menor dispersion de los los resultados (mayor precision).
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La Figura 5.1 presenta una de superficie de respuesta de este Ultimo disefio experimental, como
forma de visualizar la optimizacion de otra forma. Las zonas de color rojo intenso son las que
presentan las mejores condiciones de extraccidon. Finalmente, luego de estas evaluaciones y
consideraciones las condiciones éptimas del tratamiento alcalino fueron: 0,25 g de carne seca
previamente pulverizada utilizando molino de cuchillas (tamafio de particula menor a 250 um), se
colocan en un tubo de vidrio de capacidad de 10 mL y se adicionan 5,00 mL de agua ultrapura,
1,50 mL de TMAH 25% (m/v) en metanol, se agitan durante 30 segundos en vortex y se calienta
durante 60 minutos en bafio de agua a 85 °C. El volumen de agua agregado durante la extraccion
fue necesario para humectar el tejido animal y favorecer la penetracion de TMAH, tal como
advierte Nobrega et al. este paso es importante (Nébrega et al., 2006). La hidratacion previa,
permite que el reactivo extractante penetre mas facilmente en la matriz proteica y libere los
analitos hacia la disolucién. Se trata de un paso importante que afecta la eficiencia de la
extraccion, por lo que se repitid esta agitacion al comienzo y mitad (30 minutos) del experimento
(Aranha et al., 2016). Luego de transcurridos los 60 minutos, se dejé enfriar a temperatura
ambiente y la suspension se llevo a un volumen final de 10,00 mL con agua ultrapura. La mezcla
se centrifugd durante 30 minutos a 28000g y se filtr6 mediante membrana de 0,45 um. La
disolucion filtrada obtenida se utilizd para efectuar las medidas instrumentales correspondientes.

3D Surface Plot of %R (CRM) against Temperatura (*C) and Yol TMAH {ulL)
%R (CRM) = Distance Weighted Least Squares

(WD) Y%

BN - 200
Bl < 200
Bl = 100
C1=<0

B < -100
Bl - 200

Figura 5.1: Superficie de respuesta del segundo disefio experimental (obtenida mediante software
Statistica®)
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Este tipo de preparacion de muestras resultd atractivo debido a que en este trabajo presentd baja
susceptibilidad a la contaminacion. Esto fue a causa de una menor manipulacion de la muestra y
de un menor numero de reactivos y utilizados en cantidades mas pequefias. Ademas, se
procesaron seis muestras por triplicado al mismo tiempo en un mismo bafo de agua. No obstante,
se deben considerar también, factores como la homogeneidad de la muestra de estudio, la
sedimentacion y el tamano de las particulas (Nunes et al., 2013). En este sentido, las muestras de
carne bovina sometidas previamente a un procedimiento de secado, segun los resultados

obtenidos, presentaron un buen comportamiento para ser tratadas por este procedimiento.

En la Figura 5.2 se puede observar el aspecto de las muestras luego del tratamiento propuesto,
después de ser centrifugadas. Las mas claras corresponden al corte asado, mientras que las otras
corresponden al corte cuadril. La diferencia de coloracion, puede deberse a la composicidn de cada
corte, por ejemplo a su tenor graso, el cual depende del la funcidon anatémica en el animal (Piston
et al, 2020Db).

Figura 5.2: Muestras tratadas con TMAH.

Finalmente, las condiciones Optimas fueron: a 0,25 g de muestra de carne cruda seca y
pulverizada, se le agregd 1,50 mL de TMAH 25% m/v en metanol y 5,00 mL de agua ultrapura.
Luego se homogeneizd utilizando un vértex durante 30 segundos. La disolucion se colocé en bafio
de agua termostatizado a 85 °C durante 60 minutos. Una vez concluido el tiempo de
calentamiento, se dejo enfriar la muestra y se centrifugd durante 30 minutos a 28000g.
Finalmente, se filtrd el sobrenadante utilizando una membrana de poro de 0,45 pm y la disolucién

resultante fue utilizada para las determinaciones analiticas directamente sin dilucion previa.
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Tratamiento alcalino asistido con ondas de ultrasonido

Algunas publicaciones presentan buenos resultados con la extraccién con TMAH asistida con ondas
de ultrasonido en muestras de tejido animal (Matusiewicz y Golik, 2004; Nunes et al, 2011). En
este sentido, como parte del trabajo de tesis, se evalud la eficiencia de extraccion de este
tratamiento, con el objetivo de decidir cual de las dos alternativas desarrolladas arrojaba los

mejores resultados.

Considerando los buenos resultados obtenidos luego del segundo disefio experimental utilizando la
extraccion con calentamiento en bafio térmico, se tomaron las mismas condiciones experimentales
como punto de partida. Por lo tanto, el tratamiento de las muestras se llevo a cabo utilizando 0,25
g de muestra, 5,00 mL agua ultrapura y 1,50 mL de TMAH 25% (m/v) en metanol. Lo que se varid
en este caso fue el tiempo de sonicacién. Para ello, se estudié la eficiencia de extraccion a 15, 30
y 60 minutos en bafio de ultrasonido, trabajando a una frecuencia de 47 kHz. Una vez finalizado el
tiempo de extraccion, la mezcla se llevd a un volumen de 10,00 mL con agua ultrapura, se
centrifugd durante 30 minutos a 28000g y se filtré mediante membrana de 0,45 um. La disolucién
obtenida se utilizd para las determinaciones analiticas. Los ensayos de realizaron por duplicado

(n=2) junto con los blancos correspondientes.

En este caso, las muestras evaluadas en el ensayo fueron CRM de musculo e higado bovino, RM
de higado bovino y una muestra de cuadril (cuadril 4202 con trazabilidad dada en el marco del
proyecto con INAC). Se selecciond cuadril porque se estimé que un menor tenor graso en
comparacion con el asado, beneficiaria la extraccién (Figura 5.3). Se evalud la eficiencia calculando
los respectivos R(%). Asimismo, en paralelo, se realizd una extraccion alcalina con calentamiento
en bafo térmico utilizando el método previamente optimizado, con el objetivo de luego comparar
la eficiencia entre ambos métodos para las mismas muestras. Los elementos determinados fueron
Cu y Zn, ya que para todas estas etapas de desarrollos, sus determinaciones se tomaron como
modelo para luego ensayar con las determinaciones de Mo y Se. Debido a las técnicas analiticas
involucradas en la determinacion de estos dos ultimos, en las que los costos asociados son altos,
se prefirid primero encontrar Optimas condiciones para Cu y Zn, cuyas determinaciones mediante
FAAS son mas econdmicas. Luego, con este camino de analisis multivariado ya recorrido, se

probaron condiciones concretas para Mo y Se.
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Figura 5.3: Muestras luego del tratamiento alcalino
asistido con ultrasonido.

En la Tabla 5.3 se presentan los R(%) obtenidos al realizar los distintos procedimientos de
extraccion alcalina, asistida por ultrasonido y con calentamiento en bafio térmico. A partir de ésta

se pueden observar varios datos interesantes.

En primer lugar, se descarto la extraccion asistida por ultrasonido durante 15 minutos, ya que no
presentd resultados eficientes. Siguiendo con el analisis de los resultados, resulta interesante
observar que para el caso de la extraccion de los analitos en las muestras de CRM de higado
bovino resultaron similares los tiempos de 60 y 30 minutos, es decir, que se podria reducir el
tiempo de andlisis. Ademas, los resultados mostraron que para estas muestras eran mas eficientes

las extracciones con ultrasonido, fundamentalmente en lo que respecta a la extraccion de Cu.

Sin embargo, en la extraccion de Cu y Zn en el CRM de musculo bovino y en la muestra de cuadril,
fue mas eficiente el método propuesto con calentamiento en bafio térmico, obteniéndose
recuperaciones en el rango 71 — 100%. De hecho, aunque se utilice las ondas de ultrasonido para
la extraccion alcalina, es necesario un calentamiento posterior, ya que se forma una suspension

opaca, tal como describe Nunes et al. (Nunes et al., 2011).
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Tabla 5.3: Comparacion entre extracciones alcalinas

Tratamiento Tiempo Muestras R(%) - Cu R(%) - Zn

CRM NIST 1577¢ - Higado Bovino 71 71+1

. 60min Embrapa-RM-Agro-E3001a — Higado 11+1 67+1
Bano termico _ aro- Bovino

ERM-BB184 — Musculo Bovino 100+7 76+1

Muestra de cuadril 4202 889 711

CRM NIST 1577c - Higado Bovino 875 82%5

Bafo de _ Embrapa-RM-Agro-E3001a - Higado 72+8 75+7
ultrasonido 60 min Bovino

ERM-BB184 — Musculo Bovino 334 76%1

Muestra de cuadril 4202 2810 134

CRM NIST 1577c - Higado Bovino 84+ 10 75+10
Embrapa-RM-Agro-E3001a — Higado 81+ 4 7542

Bano de . .
ultrasonido 30 min Bovino
ERM-BB184 — Musculo Bovino 584  22%2
Muestra de cuadril 4202 58 + 10 14 +£2
CRM NIST 1577c - Higado Bovino 47+4 464
Bafio d_e 15 min  Embrapa-RM-Agro-E3001a — Higado 72+12 54+8
ultrasonido Bovino
Muestra de cuadril 4202 5+3 17+7

n=2; promedio + desviacion estandar

Finalmente, a raiz de lo explicado y de los resultados observados en la tabla anterior, se evidencia
que la extraccion en musculo bovino fue mas eficiente utilizando el calentamiento con bafo
térmico. Por lo tanto, teniendo en cuenta que las muestras analizadas correspondian a musculo, y
considerando que la extraccion con calentamiento con bafio térmico se alinea ain mas con los
principio de la Quimica Analitica Verde, es que se selecciond como tratamiento de muestras
alternativo (Gatuszka et al., 2012).

Tratamiento de extraccidn alcalina con calentamiento en bloque térmico

Durante la pasantia con el grupo GAIA, se debid adecuar el tratamiento de muestras en base al
equipamiento disponible en el laboratorio, el cual no disponia de un bafo térmico, pero si de
bloque térmico. De esta forma, dados los Optimos resultados obtenidos con el método de
extraccién alcalina asistido con calentamiento en bafio térmico, realizado en el laboratorio del
GATPREM, se procedio con la misma secuencia. Para ello se colocaron 0,25 g de muestra en tubos
de digestion, se agregaron 1,50 mL de TMAH 25% m/v en metanol y 5,00 mL de agua ultrapura,
y se homogenizé durante 30 segundos en voértex. A continuacidn, las muestras fueron colocadas

en el bloque digestor con sus respectivas tapas, de forma de favorecer el reflujo y evitar la posible
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contaminacién del ambiente, durante 30 minutos a 85 °C. Transcurrido este tiempo, las muestras
fueron nuevamente homogeneizadas en vortex y colocadas en el bloque hasta completar los 60
minutos. Una vez completado el tiempo de tratamiento, se dejaron enfriar las suspensiones y se
trasvasaron a tubos limpios completando con agua ultrapura a un volumen final de 10,00 mL, se
centrifugaron a 28000g durante 30 min y se filtraron utilizando filtros de 0,45 pm de tamafio de

poro y con bomba de vacio.

Para evaluar la eficiencia de esta extraccion alcalina, se utilizd en este caso el RM de higado
bovino y se calcularon los respectivos R(%), como fuera descrito previamente en esta tesis. En
este caso, dado que las determinaciones se realizaron mediante ICP-OES, la cual es una técnica

multielemental, se determinaron simultdneamente Se, Mo, Cu y Zn.

En este punto es importante establecer las diferencias de trabajar con un RM o un CRM, tal como
se definieran en la Seccién 1.2.5, asi como destacar el valor del R(%) obtenido en cada uno de los
casos. Para determinar el sesgo utilizando un RM, se determina la media de una serie de
mediciones repetidas y se comparan los resultados contra el valor de referencia correspondiente.
Sin embargo, lo ideal es trabajar con un CRM, donde requisitos como homogeneidad y estabilidad
son probados, se proporciona la caracterizacion de los valores de la propiedad mediante métodos
adecuados, bien descritos y validados, siempre que sea posible, que presente valores certificados
de las propiedades a estudiar préximos a los de las muestras de ensayo. Esto se debe a que los
CRM proporcionan valores trazables a un organismo competente autorizado. Teniendo en cuenta
la amplia variedad de posibles muestras y analitos a determinar, la disponibilidad de CRM es
limitada, pero es importante que el material seleccionado sea apropiado para su uso. Para trabajos
normativos, se debe utilizar un CRM adecuado, idealmente de la misma matriz en estudio siempre
que se encuentre disponible. Sin embargo, para métodos utilizados en trabajos internos a largo
plazo, es adecuado utilizar un RM para monitorear el sesgo, si bien se recomienda utilizar un CRM

en la evaluacion inicial.

Para las determinaciones mediante ICP-OES, fue necesario ajustar el pH de las muestras utilizando
HNO; concentrado, hasta obtener un pH menor a 9. Esto se debe a que las disoluciones altamente
basicas, pueden afectar el desempefio del equipo a lo largo del tiempo, dado que los depdsitos de
cristales de hidréxidos u éxidos puedan afectar el sistema. El ajuste de pH consistié en el agregado
gota a gota de acido, hasta la primer gota con la cual se alcanzara un valor de pH menor a 9. En
el caso de las muestras el agregado de cuatro gotas era suficiente para lograr el pH necesario,

mientras que en el caso de los patrones se alcanzaba el pH con el agregado de tan solo una gota.
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Una vez alcanzado un valor de pH compatible con el sistema ICP-OES, las muestras fueron diluidas
al medio para disminuir la cantidad de sdlidos disueltos, otro factor importante a tener en cuenta a
la hora de trabajar con esta técnica. Se trabajo a dos longitudes de onda diferentes para cada
analito, con el objetivo de identificar posibles interferencias espectrales. Sin embargo, segun los
resultados obtenidos, no hubo evidencia de interferencias en ninguna de las lineas utilizadas. Los

resultados obtenidos para este primer ensayo se presentan en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4: Recuperaciones obtenidas de la primera extraccién alcalina (n=2)

Elemento Se Zn Cu Mo
A (nm) 196,090 | 203,985 | 213,856 | 202,548 | 324,754 | 327,396 | 202,030 | 204,598
R(%) 22 525 71 71 4 4 203 177

Como se puede observar, los resultados obtenidos se encontraron por fuera del rango aceptable
de recuperaciones, previamente establecido en 75 — 120%, a todas las longitudes de onda de
trabajo. Si bien la cantidad de muestras analizadas no es suficientemente representativa, se podria
pensar que las bajas recuperaciones de Cu (4%) se deben a la precipitacion de las proteinas que
lo contienen, formando un precipitado blanco. Por su parte, las altas recuperaciones de Se (525%)
pueden deberse a una posible interferencia a la longitud de onda de medida. En cualquier caso,

para probar estas hipétesis, seria necesario realizar mas ensayos.

Dados los resultados obtenidos, se decidi6 realizar una segunda extraccion, la cual se llevo a cabo
siguiendo la secuencia anterior, pero una vez terminado el tiempo de extraccion y posterior
enfriamiento de la disolucion, se trasvasd a tubos de 15 mL y se adicioné HNOs 3 mol L hasta
alcanzar un pH menor a 9, completando luego a un volumen final de 15,00 mL con agua ultrapura.
En las muestras este agregado se realizd mediante pipeta Pasteur y fue de 11 gotas y en los
patrones de 4 gotas. Este cambio resultd critico, ya que la adicién de la primer gota de HNO;
concentrado conducia a un pH de 3 — 4. Sin embargo, utilizando HNOs diluido, se llegd a un pH de
8 y en medios muy acidos las proteinas pueden llegar a precipitar junto con los analitos unidos a
ellas. Luego de completar a volumen, se procedié a la centrifugacién y posterior filtrado de las
muestras y se analizd la disolucion resultante. En la Tabla 5.5 se presentan los resultados de esta
extraccion expresados como R(%). En esta oportunidad ademas de utilizar el RM de higado (n=2)
se utilizd el CRM de musculo bovino (n=2). Estos resultados presentaron mejores recuperaciones
que el experimento anterior en lo que respecta a los niveles de Zn, Cu y Mo. En el caso de Se, se

debié continuar con la optimizacion.
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Tabla 5.5: Recuperaciones promedio de la segunda extraccion
Elemento Se Zn Cu Mo

A (nm) 196,000 203,985 213,856 202,548 324,754 327,396 202,030 204,598
R(%) RM

Higado
R(%) CRM

Musculo

- - 75+3 76+ 5 93+1 80+1 954 100+£5

- - 81+3 80+4 126 +1 118%1 - -

n=2; promedio* desviacion estandar

Sin embargo, al realizar el andlisis en las muestras de carne, como se mencionara a continuacion,
no se obtuvieron resultados satisfactorios. Por este motivo, se optd por realizar algunas pruebas
sin realizar el ajuste de pH, trabajando con el CRM de musculo bovino y el RM de higado bovino
(n=2). El objetivo fue evaluar si el agregado de HNO; era el motivo de los resultados observados.
Para ello, se siguid la secuencia realizada en el segundo experimento, colocando dos muestras sin
ajuste de pH. En la Tabla 5.6 se presentan los resultados obtenidos, en la cual se puede observar
que el ajuste de pH podria estar afectando las recuperaciones de Zn, Cu y Mo en el caso del RM
de higado bovino. Las bajas recuperaciones de Cu en el RM coinciden con los resultados
presentados anteriormente (Tabla 5.3), donde se presenta que para el RM de higado bovino, la
extraccion de Cu no es cuantitativa. En la determinacion de Cu y Zn en el CRM de mdusculo
también se observa que las recuperaciones obtenidas podrian estar afectadas por el ajuste de pH.
La tabla también permite observar que la extraccién realizada sin ajuste de pH, es cuantitativa

para el CRM, el cual se corresponde con la matriz en estudio.

Resulta interesante observar los resultados de Cu obtenidos en la extraccion alcalina, en relacién a
los materiales utilizados. Esta diferencia de recuperacion, se puede deber a que los tejidos
implicados son diferentes, porque en el caso del CRM de musculo bovino la extracciéon de Cu si
resultd cuantitativa, de esta forma, se evidencia la necesidad de contar con CRM o RM
representativo de la matriz de estudio.

Tabla 5.6: Comparacion de resultados con y sin ajuste de pH

Elemento R(%) sin ajuste de pH R(%) con ajuste de pH
Cu (324,754 nm) 9+1 70 £ 2
RM Higado bovino
Zn (213,856 nm) 75+ 2 53+7
Mo (202,030 nm) 91 +2 67 £ 8
Cu (324,754 nm) 101 £6 67 £ 4
CRM Mdsculo bovino
Zn (213,856 nm) 84 + 3 64 + 1

Promedio + desviacidn estandar (n=2).
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Este fendmeno, que muestra la diferencia de resultados con y sin agregado de HNOs, también se
evidencié a simple vista, tal como se puede observar en la Figura 5.4, donde las muestras con y
sin ajuste de pH, presentaron residuos con aspectos muy diferentes. El residuo negro corresponde
a tratamiento de las muestras sin ajuste de pH, mientras que el blanco corresponde a las muestras

tratadas con ajuste de pH.

A modo de confirmar y estudiar con mayor profundidad este fendmeno, se evalud la estabilidad a
lo largo del tiempo de las muestras con y sin ajuste de pH. Se realizaron medidas de las
extracciones a lo largo del dia y transcurridos 6 dias. Los resultados mostraron que las muestras a
las cuales no se les agregd HNOs para el ajuste, eran mas estables, ya que el RSD (%) de los
analitos evaluados en el CRM vario en el tiempo entre un 3 y un 3.9%. Por su parte, en el caso del
CRM, las muestras a las cuales se les realizd ajuste de pH, el RSD (%) varié entre el 4 y el 20%
(Anexo III). De esta forma, las muestras a las cuales no se les realiz6 ajuste de pH resultaron ser

mas estables en el tiempo.

Figura 5.4: Aspecto de los residuos luego de
la centrifugacion, con ajuste de pH (residuo
blanco) y sin ajuste de pH (residuo negro).

Asimismo, se analizaron muestras de asado y cuadril. En la Tabla 5.7 se presentan los rangos de
concentracion obtenidos para cinco muestras de carne, dos de asado y tres de cuadril (n=2). En
dicha tabla, también se observan los R(%) obtenidos mediante la extraccién alcalina, utilizando
como referencia los valores obtenidos por digestion acida determinados por MIP OES. Se utilizaron
las lineas analiticas con las que se obtuvieron mejores R(%) para el CRM de musculo bovino y el
RM de higado bovino, con el objetivo de utilizar este parametro como aseguramiento de la calidad

del método.

76



Tabla 5.7: Resultados de Cu y Zn obtenidos mediante ICP-OES

1 R(%)
Rango (mg kg™)
Elemento muestras de R(%) RM R (%) CRM
base seca carne bovina
Cu 1,66 — 5,99 69 - 81 81 1 87 3
Zn 79 -135 60 - 102 101+ 6 89 + 4

Promedio + desviacion estandar (n=2).

Como se puede observar, estos resultados resultaron en principio prometedores, por lo que se

continud con el andlisis de otras 15 muestras, obteniéndose los resultados de la Tabla 5.8.

Tabla 5.8: Resultados de carne obtenidos mediante ICP-OES y extraccion alcalina

Elemento Rango (mg kg™) base seca R(%)
Cu 0,13-2,64 4-77
Zn 60 — 208 40 - 94

En esta segunda instancia, los valores de R(%) se encontraron fuera del rango de aceptacién, con
evidencia de sesgo. Ademas, con el correr de los dias se observd un precipitado en los tubos de
extraccion, que no se presentaba en las muestras a las cuales se les habia realizado el ajuste de
pH y que se habian medido en el mismo dia. Por este motivo, se planted la posibilidad de realizar
las medidas dentro de las 24 horas luego del ajuste de pH, ya que la primera serie de resultados

habian sido prometedores (Tabla 5.7).

Los resultados de los andlisis obtenidos dentro de las 24 horas, se presentan en la Tabla 5.9.
Como se puede observar, los mismos no fueron coherentes con los obtenidos mediante digestion
acida, obteniéndose bajos R(%). Estas dificultades coinciden con algunas observaciones
reportadas en la literatura (Gromboni, 2012). Para confirmar que el ajuste de pH era el
responsable de este problema, se llevé a cabo un ensayo utilizando el CRM de musculo y el RM de
higado, con y sin ajuste de pH, de forma de evaluar si existian diferencias en los resultados
(ANEXO III).

Tabla 5.9: Resultados obtenidos en las muestras de carne bovina con extraccion alcalina mediante
ICP-OES en menos de 24 h

Elemento Rango (mg kg™) base seca R(%)
Cu 0,85 -3,15 37 -85
Zn 70 - 149 33-76

Considerando que los resultados obtenidos, no fueron los esperados, se decidié continuar con el

trabajo en las mismas condiciones que en el grupo GATPREM, en las cuales no habia necesidad de

77



ajustar el pH, debido a las caracteristicas de la instrumentacion utilizada para las determinaciones
analiticas (FAAS y ETAAS), en el caso del Zn y el Cu.

En el caso de Mo y Se, tampoco fue posible la determinacion mediante ICP-OES. Por este motivo,
se decidid realizar su determinacion mediante ICP-MS, luego de la extraccion alcalina, pensando
que el problema podria deberse a los bajos niveles de estos analitos en las muestras de carne. En
este caso también fue necesario realizar la neutralizacién para ajustar el pH. Finalmente, las
determinaciones obtenidas mediante ICP-MS no fueron satisfactorias, obteniéndose
recuperaciones entre 20 y 80% para el CRM y el RM analizados. Sin embargo, cabe resaltar que
existen reportes en la literatura que describen el tratamiento alcalino con posterior determinacion
mediante ICP-MS como método de rutina (Batista et al., 2009).

Dada la necesidad del ajuste del pH para el uso de estos instrumentos y dada la forma en que ésta
influye en la determinacién de los elementos en estudio, se planted continuar el trabajo realizando
las determinaciones de Cd, Mo, Pb y Se mediante ICP-MS, utilizando digestiones acidas asistidas

por microondas, en el marco de la pasantia.

5.1.2) Optimizacion de las condiciones instrumentales y validacion

Dados los resultados obtenidos a partir de la optimizacion, se continud con la extraccion con bano
térmico para realizar las validaciones correspondientes y para la determinacion en las muestras de
estudio. En lo que corresponde al trabajo en el laboratorio GATPREM, los analisis fueron llevados a
cabo utilizando técnicas monoelementales, por este motivo, se debid optimizar y validar cada
elemento en forma individual. Sin embargo, en todos los analisis desarrollados durante la pasantia,

las técnicas empleadas fueron de tipo multielemental, como se comentara previamente.

Optimizacidon de Cu y Zn mediante FAAS

Los niveles reportados en carne bovina de Cu (0,2 — 1,1 mg kg*) y Zn (2,3 — 3,7 mg kg™) hacen
de FAAS una técnica idonea para su determinacidon analitica (Cabrera et al., 2010; Saadoun &
Cabrera, 2012; Ramos et al., 2014; Piston et al., 2020b). En la determinacién mediante FAAS, es
importante la composicién de la llama, ya que de ésta depende la atomizacién de los analitos. La
mezcla de aire como oxidante y acetileno como combustible, permite llegar a temperaturas entre
2100 — 2400 °C (Skoog et al., 2008). La composicion de esta llama es lo suficientemente
energética como para atomizar en forma eficiente estos elementos, y permitir su determinacion

cuantitativa en las muestras de carne.
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Para la optimizacion de las condiciones instrumentales se evalud el R(%) luego de analizar el CRM
de musculo bovino, segun las condiciones descritas en la Seccién 4.4.4. En lo que refiere a la
curva de calibracion, en primer lugar se probd trabajar con las mismas condiciones que las
muestras, es decir, preparando las disoluciones patron en el mismo medio alcalino en que se
encuentran las muestras. Para el Cu, la concentracién esperada en la muestra no requeria que la
misma fuera diluida, por lo que el disolvente para los patrones y las muestras fue TMAH 3,75%
m/v en metanol. En el caso de Zn, el rango reportado en las muestras superaban el rango lineal
de la técnica. Por este motivo, se realizd una dilucién al tercio de las muestras, obteniéndose como
disolvente TMAH 1,25 % m/v en metanol. Para ambas analitos, se planted la posibilidad de utilizar
estandares acuosos, teniendo en cuenta un posible efecto matriz ocasionado por la presencia de
TMAH en el medio. Cabe mencionar, que se determind la densidad para los patrones con TMAH y
la misma fue de 0,99978 + 0,00024 g mL* (n=3). Considerando que 1 g mL" se encuentra dentro
de la incertidumbre, las concentraciones de patrones y muestras de realizaron y expresaron en

masa/volumen.

Cuando se habla de “efecto matriz” se refiere la influencia de uno o mas componentes de la
muestra detectados durante la medicion de la masa o concentracion del analito. La respuesta de
ciertos analitos en algunos sistemas de deteccion puede verse afectada por la presencia de
compuestos de la propia matriz. Estos efectos derivan de procesos fisicos y quimicos, que se
observan como un aumento o disminucién de la respuesta del detector, en comparacion con la
producida por disoluciones estandar del analito en disolvente. La presencia o ausencia de tales
efectos puede ser demostrada por comparacion de la respuesta producida por el compuesto
analizado en disolvente con la respuesta que se obtiene de la misma cantidad de analito en un

extracto de la muestra.

En la practica, el efecto matriz se evalla mediante la comparacion de la pendiente de la curva de
calibraciéon de un analito en disolvente y en matriz. En este caso, no se evalud la matriz
propiamente dicha, pero si el efecto producido por el medio alcalino frente al medio acuoso,
mediante la comparacién de las pendientes de las respectivas curvas de calibracion en TMAH y en
agua, de la siguiente manera (EU DG-SANTE, 2017):

EM(%) = [(Pendiente en TMAH/Pendiente en agua)-1] x 100

El EM(%) se encontrd en el rango 10 — 15% lo cual se consideréd como significativo, ya que era
mayor que la propia repetibilidad del método, la cudl fue menor al 10% expresada como RSD(%)

para ambos analitos. Siguiendo este criterio estipulado también en la guia de validacion DG-
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SANTE, se decidié trabajar con los patrones igualando el medio con TMAH. Este hecho llevd a que
la limpieza del equipamiento fuera mas frecuente, de forma de evitar cristalizaciones que

estropearan los sistemas de medida.

Optimizacién de las determinaciones de Mo, Cd y Pb mediante ETAAS

Como era de esperarse que los contenidos de Mo, Cd y Pb en las muestras de carne bovina fueran
bajos o incluso no detectables, teniendo en cuenta reportes previos del grupo de investigacion y
de grupos de la regidon, la técnica ETAAS emergia como una técnica adecuada para su
determinacion. Debido a que el CRM de musculo bovino no contaba con valores certificados para
los analitos de interés, la optimizacion de la condiciones instrumentales se realizd utilizando el RM

de higado de bovino.

Como se menciond anteriormente en la Seccidén 1.2.2, la necesidad de utilizar modificadores
quimicos en ETAAS esta bien establecida, ya sea para disminuir o para eliminar la volatilizaciéon de
los analitos y las interferencias de fase gaseosa. Dichos reactivos, permiten la estabilizacion
térmica de analitos volatiles, de modo que se puedan aplicar temperaturas de pirdlisis mas altas,
y/o la conversidon de especies concomitantes en formas mas volatiles. Ambos efectos, permiten
una separacion mas eficiente del analito y sus posibles derivados durante el paso de pirdlisis (Welz
& Sperling, 1999). Si bien se encuentra ampliamente descrito en la bibliografia que los
modificadores se aplican a las determinaciones de los mencionados elementos, cuando se utiliza
TMAH como reactivo de extraccion durante la preparacion de la muestra, se debe seleccionar un

modificador compatible con el medio alcalino resultante.

Es importante tener en cuenta que el reactivo TMAH funciona fraccionando la muestra y
extrayendo los analitos de interés, pero sin lograr una digestion completa de la matriz, dejando asi
un mayor contenido de materia organica en la disolucidn resultante (Lehtonen et al., 2004). Esto
conduce al uso de modificadores quimicos, cuando se trabaja con muestras bioldgicas ricas en

materia organica, como es el caso de la carne bovina.

En el caso de Mo, trabajos anteriores han presentado el uso de paladio (Pd), vanadio (V) o la
mezcla de Pd+V como modificadores quimicos para la determinacion de varios elementos en
tejidos bioldgicos, pertenecientes al Grupo VIB, al igual que el Mo. Sin embargo, la determinacién
de Mo, no estd ampliamente reportada (Tsalev & Dimitrov, 1990). Por otra parte, Silva et al.,
evaluaron la extraccién de cromo (Cr) (Grupo VIB) con TMAH en tejidos animales y su posterior

determinacion mediante ETAAS utilizando la mezcla Pd-Mg(NOs). como modificador quimico (Silva
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et al.,, 1999). Esta Ultima mezcla ha sido reportada para determinaciones de Mo en matrices
bioldgicas luego de la aplicacion de diferentes tratamientos de muestras (Tsalev, 1995). Por este
motivo, la primer combinacién de modificadores evaluada fue la mezcla Pd-Mg(NOs),, pero los

resultados obtenidos no fueron cuantitativos.

Se explord también la posibilidad de no utilizar modificadores quimicos, ya que se ha descrito
previamente este modo de trabajo para las determinaciones Mo en carne bovina (Vazquez-
Gonzalez et al., 1989). Asimismo, se han reportado en la literatura las determinaciones de Mo sin
utilizar modificadores quimicos, en muestras de cabello y ufias de seres humanos, luego de la
extraccion con TMAH (Tsalev et al. 1993). Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron
cuantitativos una vez realizada la verificacion correspondiente luego del andlisis del RM de higado

bovino.

Finalmente, el modificador quimico de matriz utilizado fue 5 pg de Pd, con lo que se lograron
resultados cuantitativos. El uso de Pd como modificador quimico ha sido reportado previamente en
determinaciones de Mo en muestras de higado humano, luego de la extraccion con TMAH (Shimizu
et al., 1988; Iaquinta et al., 2021).

En el caso de Cd, se encuentra reportado el uso el Ru como modificador quimico, presentando
buenos resultados al trabajar con matrices bioldgicas (Da Silva, 2003). De igual forma, el uso de
Pd y de la mezcla Pd-Mg(NOs),, han presentado buenos desempefios como modificadores quimicos
en las determinaciones de Cd en muestras bioldgicas, luego de extracciones alcalinas (Kamogawa
et al., 2001; Aranha et al., 2015). Asimismo, se ha evaluado el no uso de modificadores quimicos,
ya que algunos autores han reportado resultados Optimos durante la determinacién de Cd en

muestras bioldgicas realizando extracciones con TMAH (Julshman & Andersen, 1978).

Sin embargo, los modificadores quimicos reportados en la literatura para la determinacién de Cd
en musculo bovino luego de la extraccién con TMAH, no mostraron buenos desempeno en este
caso. Por su parte, la combinacion de Pd + NH4H,(PO)s, se presentd como una buena estrategia.
El primero actia en la estabilizacion térmica de los elementos, y permite el aumento de la
temperatura y/o tiempo de volatilizacién (Voth-Beach & Shrader, 1987), mientras que el segundo
es ampliamente utilizado para la determinacién de Cd, dado que incrementa la volatilidad de las
especies concomitantes, lo cual disminuye las interferencias que pueden provenir de la matriz
(Dobrowolski et al., 2010). La combinacion de ambos modificadores resulté ser la mas eficiente
para reducir los efectos causados por la matriz bioldgica en estudio. Ambos potencian la eficiencia
de la determinacién, ya que combinan el efecto de aumento de la temperatura y desestabilizacion

de los posibles interferentes. Finalmente, luego de explorar esta combinacién, se obtuvo un muy
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buen desempefio utilizando 20ug de Pd y 30ug de (NH4)H,PO.. Esta combinacion ha reportado
buenos resultados en la determinacion de Cd en muestras bioldgicas, luego de la extraccién com
TMAH (Ribeiro et al., 2000; Martins et al., 2002).

En cuanto a las determinaciones de Pb en muestras bioldgicas luego de extracciones alcalinas,
esta reportado que el uso de Pd como modificador quimico, presenta un mejor desempefo frente
a el rodio (Rh) y el iridio (Ir) (Martins et al., 2002). Ademas, se han reportado buenos resultados
utilizando la combinacion de Pd+(NH.4)H,PO, (Ribeiro et al., 2000).

Sin embargo, si bien se realizaron pruebas con Pd y con la mezcla Pd+(NH.4)H.PO, variando las
cantidades desde 5ug hasta 30ug, se obtivieron mejores resultados con la mezcla 15ug de
Mg(NO); + 50ug de (NH4)H,PO.. Esta ultima, también ha demostrado buenos desempeiios en las
determianciones de Pb en muestras bioldgicas luego de tratamientos con TMAH (Silva et al.,
1999).

La correcta eleccion de las temperaturas de pirdlisis y atomizacion, es también un parametro
critico a tener cuenta durante la optimizacién de métodos analiticos basados en ETAAS, ya que en
la primera etapa la materia organica se separa de la matriz, mientras que en la segunda etapa se
produce la atomizacion del analito en estudio (Welz & Sperling 1999). Una vez definidos los
modificadores quimicos, la optimizaciéon de estas temperaturas se llevd a cabo de forma
exhaustiva, realizando las correspondientes curvas de pirdlisis / atomizacion, desde 1000 hasta
3000 °C a intervalos de 200 °C. Una vez que se encontraron los rangos de temperatura 6ptimos,
el ajuste se realizd utilizando intervalos de 50 °C. La seleccion de la temperatura estuvo dada por
la mejor relacion sefial/ruido obtenida. De esta forma, se obtuvo que las temperaturas de pirdlisis
y atomizacién para Mo fueron 1800/2750 °C, para Cd 700/1800°C y para Pb 750/1050 °C.

Considerando la experiencia adquirida con las determinaciones de Cu y Zn mediante FAAS, en las
determinaciones mediante ETAAS también se realizaron los patrones de la curvas de calibracién en
un medio alcalino igualando las condiciones de las muestras. Por lo tanto, para el caso de Mo y Pb,
el medio consistié en TMAH 3,75 %m/v en metanol. Sin embargo, para Cd se debid realizar una
dilucién 1/10 dados los niveles presentes en el RM, siendo el medio final TMAH 2,5% en metanol.

Validacién de los métodos de determinacién de Cu, Zn, Mo, Cd y Pb

Una vez concluida la optimizacion mediante FAAS para Zn y Cu, y en ETAAS para Mo, Cd y Pb, se
procedié a su validacién. En la Tabla 5.10 se muestran los parametros de desempeno del método

analitico desarrollado para Zn, Cu, Mo y Cd. Los parametros de desempeiio del Pb se presentan
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mas adelante, ya que los limites obtenidos para este método no hicieron posible un estudio de

veracidad evaluada con RM, por lo que se debid evaluar este parametro utilizado otra estrategia.

Tabla 5.10: Parametros de desempeiio para Zn y Cu por FAAS y Mo y Cd mediante ETAAS.

Parametro Zn Cu Mo Cd
Rango lineal 0,05-1,20 mg L* 0,04-1,00 mg L* 1,2-50,00 ug L* 0,70-4,00 pg L*
LD (mg kg')/(mg LY)  0,016/0,63 0,013/0,53 0,0004/0,015  0,008/0,021
LC (mg kg)/ (mg LY)  0,052/2,11 0,044/1,77 0,0012/0,048  0,027/0,069
Precision (n=6) 3,4%° 3,9%° 7,4%" 9,5°
Veracidad (%R) 106 + 8° 101 + 6°
(n=6) o1 %3 04=¢ 81 £ 7¢ 98 + §°
Medio alcalino ¢ 1,25% m/v 3,75% m/v 3,75% m/v 2,5% m/v

LD: Limite de Deteccidn, LC: Limite de cuantificacion
2 Utilizando CRM Mdsculo Bovino (ERM-BB184), ® Utilizando RM Higado Bovino (Embrapaba-RM-Agro-
E3001a), “Muestras fortificadas, A partir de una disolucion de TMAH 25% m/v en metanol.
Veracidad expresada como: Promedio + desviacion estandar.

La linealidad fue evaluada para cada elemento mediante la construccién de curvas de calibracion
de seis puntos, cada nivel por triplicado. Se observd buena linealidad con coeficientes de
determinacion (R?) mayores que 0,999 lo cual se considerd adecuado para el proposito. Para el Cu
la linealidad fue hasta 5,00 mg L™, pero para esta aplicacion la curva de calibracion hasta 1,00 mg
L™ era suficiente. Los LD y LC se calcularon para cada elemento como 3sy/m y 10 sy/m,
respectivamente, donde s, era la desviacidon estandar de 10 réplicas del blanco y m la pendiente
de la curva de calibracion. Las sefiales blanco (Abs) promedio del Cu fueron 0,001, mientras que
las de Zn 0,002, en ambos casos, esta senal corresponde a menos del 5% de la sefial del primer
patron de la curva de calibracién. Los valores de LD obtenidos, expresados en base seca, fueron
0,53 mg kg™'y 0,63 mg kg ~* para Cu y Zn respectivamente (base seca), siendo incluso mejores
que los reportados usando un tratamiento de muestra alcalino y posterior determinacion mediante

MIP OES en varios materiales bioldgicos, incluida la carne vacuna (Matusiewicz & Golik 2004).

Los valores de LD obtenidos también fueron comparables con los reportados previamente para
muestras de carne vacuna tratada con TMAH y posterior determinacion mediante FAAS e ICP-OES
(Nunes et al., 2011; Nunes et al., 2013). En el caso de Mo, el LD expresado en en base seca fue
0,015 mg kg™, un orden de magnitud mejor respecto a los limites anteriormente reportado en la
literatura para determinaciones de Mo en muestras de higado humano luego de la extracciéon con
TMAH (Shimizu et al., 1988). Esta situacion también se repitié para Cd, donde el LD fue mejorado

con respecto a publicaciones anteriores en musculo bovino (Aranha et al., 2016).
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La precision (repetibilidad) expresada como RSD(%) luego del analisis de 6 réplicas de cada CRM y
RM, fue menor al 10% para todos los analitos estudiados. Esto se consideré adecuado para esta
aplicaciéon. Horwitz demostré que la RSD de un método varia con la concentracion de acuerdo a
una ecuacion empirica y aproximada, la cual corresponde a una curva con forma de trompeta que
se puede utilizar para derivar valores objetivos de ¢ para cualquier analisis (Miller & Miller, 2010).
A partir de ésta se desprende, que para concentraciones del orden de 1 mg kg™, se pueden
esperar valores de RSD de hasta 30%.

Por su parte la evaluacion de la robustez, fue realizada mediante el disefio experimental
anteriormente discutido. Si bien la robustez apunta a realizar variaciones pequefias en torno a las
condiciones Optimas, cuando se realiza un disefio experimental se obtiene conocimiento sobre el
desempefio del método que puede también aportar a este parametro. Es asi que se identificaron
como variables criticas el volumen de TMAH vy la temperatura del bafio. De la Figura 5.1, podemos
observar que no hay mayores variaciones en el agregado de 1,40 o 1,50 mL de reactivo, y que las

temperaturas alcanzadas pueden ser entre 80-85°C, para obtener extracciones cuantitativas.

Para la evaluacidon de la veracidad, se realizo la prueba t de Student para comparar los valores
obtenidos con los certificados (Miller & Miller, 2010). Los resultados se presentan en la Tabla 5.11.
Los valores de teperimentsr €Stuvieron por debajo del respectivo valor twesico (0,05, 5)=2,57, lo cual
indica que a un nivel de confianza del 95% las concentraciones no difieren significativamente de
las reportadas en dichos materiales. Estas cifras de mérito demuestran que el método desarrollado

fue preciso y veraz para las determinaciones de estos elementos.

Tabla 5.11: Valores obtenidos de los materiales de referencia y comparacién estadistica.

Elemento Yg}g;fnsag%r?r;i‘;if obfé’ri’iﬁinfﬁfgig-l) E experimenta T(0,05:5)
Zn 146 + 7° 127 + 19 2,52 2,57
Cu 2,31 £ 0,09° 2,40 £ 0,17 1,67 2,57
Mo 4,07 % 0,21° 4,27 + 0,62 0,84 2,57
cd 0,1047 +0,0079° 0,106 % 0,023 0,11 2,57

2CRM Musculo bovino, "RM Higado bovino. Resultados expresados en base seca.

La selectividad del método quedd demostrada estadisticamente, mediante la comparacién de los
valores obtenidos para el CRM y el RM, a través dos métodos independientes: el método

propuesto utilizando FAAS o ETAAS y el método de digestion asistida con microondas utilizando
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ICP-MS (Mo y Cd) o la extraccidn alcalina utilizando ICP-OES (Cu y Zn). Se realizd una prueba t
Student para comparar dos medias poblacionales (Tabla 5.12). La selectividad en el caso de Se y

Pb no fue evaluada por los resultados que se discuten a continuacion.

Tabla 5.12: Prueba t- Student para evaluar selectividad.

Analito Método 1 (mg kg™) Método 2 (mg kg™) £ experiments 7(0,05;3)
Cu* 127 + 19° 118 + 2¢ 0,07 2,78
Zn* 2,40 + 0,17° 2,35 + 0,07° 0,01 2,78
Mo* 4,27 £ 0,62° 3,86 + 0,16° 1,97 2,78
Cd* 0,106 + 0,023° 0,106 + 0,015 0,34 2,78

Promedio + desviacion estandar (n=3)
*CRM musculo bovino; *RM higado bovino; ®FAAS; "ETAAS; ‘ICP-OES; ‘ICP-MS.

Por otra parte, en la Tabla 5.13 se presentan los parametros de desempefio obtenidos para la
determinacion de Pb mediante ETAAS. El limite de cuantificacion obtenido es adecuado para la
determinacion del analito, ya que en base fresca (0,05 mg kg*, humedad 74%) se encuentra un
orden por debajo de los maximos permitidos por la normativa del MERCOSUR vigente (0,10 mg kg-
1. Sin embargo, en este caso la evaluacion de la veracidad solamente pudo ser realizada mediante
fortificaciones (muestras adicionadas), ya que el RM disponible contenia concentraciones
informadas del analito que la técnica no permitia detectar y dichas fortificaciones se realizaron a
dos niveles. Sin la posibilidad de contar con un RM o CRM para evaluar la eficiencia de la
extraccion de Pb utilizando TMAH, se decidié llevar adelante la determinacion de este analito

mediante otra técnica (ver Seccion 5.2).

Tabla 5.13: Parametros de desempeiio obtenidos para la determinacion de Pb mediante ETAAS

Parametro Pb
Rango lineal (ug L) 4,97 - 10,00
LD (mg kg™) / LD (ug L") 0,060 / 1,490
LC (mg kg™) / LC (ug L) 0,199 / 4,967
Precision (n=6) 52 %
Veracidad (n=6)* 90 £ 5 %°
Medio alcalino 3,75 % m /v TMAH en metanol

2 Muestras fortificadas; *promedio = desviacion estandar
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Optimizacién de las determinaciones de Se

Desafortunadamente, las determinaciones de Se presentaron incompatibilidades con el medio
alcalino. Se probaron diferentes técnicas para su determinacion como ser HG-AAS, HG-MIP OES y

ETAAS, para evaluar si las mismas eran adecuadas para cumplir los objetivos del trabajo.

Si bien al trabajar con HG-AAS se logré realizar una curva de calibracién con ajuste lineal hasta 10
ug L, las muestras no presentaron sefal alguna. Al trabajar con HG-MIP OES, se logrd realizar
una curva de calibracion que cumplid con los criterios de R? e inspeccion visual, pero las muestras
tampoco presentaron sefal alguna. En la Figura 5.5 se puede visualizar lo que sucedia durante el
proceso en la cdmara de separacién gas liquido al intentar medir las muestras en el sistema, esto
fue similar a lo que ocurria en el sistema HG-AAS, donde probablemente la formacion de esta

espuma no permitia la correcta llagada del hidruro correspondiente al sistema de deteccion.

Figura 5.5: Formacion
de espuma durante la
determinacion de Se
mediante HG-MIP OES

Por su parte, en la determinacién mediante ETAAS, no se encontraron condiciones optimas para la
determinacion de este analito. Se probd trabajar con modificadores de matriz como Pd o la
combinacion de Pd+Mg(NO);, que en otras publicaciones ha presentado bueno resultados en
tejidos animales luego de la extraccién con TMAH (Oss Giacomelli et al., 2002). Sin embargo, no
se logré un buen desempefio durante la optimizaciéon de la temperatura de atomizacion al utilizar
el CRM de musculo bovino, llegando a probar temperaturas tan extremas de hasta 3000 °C. Otros
autores han obtenido buenos resultados utilizando la mezcla Pd+acido citrico (Chen & Marshall,
1999). No se llegd a evaluar el desempefio de este Ultimo, quedando como una posible
perspectiva de trabajo a futuro, ya que existen pocas publicaciones que presenten la

determinacion de Se luego de una extraccion alcalina. De todas formas, destacar que las
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publicaciones aqui mencionadas hacen referencia a la determinacion de Se en CRM o RM, no se
han encontrado hasta el momento trabajos que describan la determinacion del elemento en
muestras reales luego de una extraccidon alcalina. También se probaron hornos de grafito con
recubrimiento pirolitico y sin recubrimiento, con el objetivo de evaluar si existia una diferencia

entre ambos, pero no se logrd ningun resultado concluyente.

Por otro lado, también se trabajo con la técnica ICP-OES, la cual ha presentado buenos resultados
en la determinacién de Se en alimentos luego de la extraccion alcalina con TMAH (Ribeiro et al.,
2003). Estos ensayos, se llevaron a cabo durante la pasantia en la Universidad Federal de San
Carlos para la determinacién de Cu, Zn, Mo y Se, luego de la extraccién alcalina asistida con
bloque térmico previamente descripta, sin obtener resultados satisfactorios para la determinacion
del Se.

Determinacion de Zn, Cu, Mo y Se mediante ICP-OES

Esta determinacion se realizd en el marco de la pasantia en Brasil, es asi que en este caso el

tratamiento de muestras se realizd utilizando un bloque térmico segun la seccién 4.4.3.

Al igual que con las muestras todos los patrones utilizados contenian el medio 3,75% m/v de
TMAH y debieron ser ajustados a pH<9 con HNO;. Como se menciond anteriormente, la necesidad
del ajuste estaba dada por la instrumentacién, pues no se recomienda trabajar con pH mayores a
9 en el sistema de medicion utilizado, ya que puede dafar los componentes del equipo. Aqui es
interesante destacar, que dada la poca capacidad de amortiguacion de los patrones con respecto a
las muestras, el hecho de utilizar acido concentrado o diluido, no permitié que el pH final de los
patrones (pH=2) fuera igual al de las muestras (pH=8) luego del ajuste

Se observo “efecto memoria” entre los patrones y los blancos de muestra, por este motivo, se
decidié realizar un lavado con HNOs; 1% v/v para evitar dicho efecto. Este tipo de efecto se
produce cuando la limpieza entre los patrones o entre las muestras no es suficiente, pudiendo de
esta forma quedar restos de analito de la muestra anterior y generar sefiales en las medidas
siguientes. Por lo tanto, luego de realizada la curva de calibraciéon se realizé6 una limpieza con
HNO; 1% v/v, la cudl se llevd a cabo mediante el enjuague con agua ultrapura. Esto se debe a que
durante el contacto del acido con las muestras podia ocurrir la precipitacion de proteinas,
generando asi obstrucciones en el sistema y no permitiendo determinaciones cuantitativas de los
analitos en estudio. Hay que tener en cuenta que los elementos en estudio se encuentran en su

mayoria unidos a proteinas, y la precipitacion de éstas puede llevar a la precipitacion de éstos.

Validacion del método mediante ICP-OES
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El rango lineal evaluado para cada uno de los elementos en todas las lineas, se presenta en la
Tabla 5.14. Para todos los casos, se presentd un valor de R?> < 0,99. En el casd del Se no se
evalud la linealidad mas alla de 0,05 mg L*, debido a las bajas concentraciones esperadas en la

muestra.

Tabla 5.14: Rangos lineales evaluados mediante ICP-OES

Elemento Rango (mg L™)
Zn 1,0-10,0
Cu 1,0-10,0
Mo 0,05-0,5
Se 0,01 -0,05

También, se calcularon los LD y LC siguiendo el criterio 3s,/my 10 sy/m, donde s era la desviacion
estandar de 10 sefiales de blanco analizadas de forma independiente y m la pendiente de la curva
de calibracion. Las senales blanco (cuentas) promedio del Cu fueron 29, 171 las de Zn, 6 en Se y
4 las del Mo. En todos los casos, esta sefial corresponde a menos del 5% de la sefial del primer
patron de la curva de calibraciéon. En la Tabla 5.15 se presentan los resultados obtenidos para
cada analito a cada longitud de onda evaluada mediante ICP-OES.

Tabla 5.15: Limites de deteccién y cuantificacién para ICP-OES

Elemento A (nm) LD(mgL?) LC(mgL"') LD (ugkg?) LC(ugkg?)
324,750 0,003 0,010 0,12 0,40
c 327,396 0,003 0,011 0,13 0,44
213,856 0,016 0,054 0,64 2,15
2" 202,548 0,017 0,057 0,68 2,27
202,030 0,002 0,008 0,097 0,33
Mo 204,598 0,005 0,016 0,19 0,63
Se 203,985 0,050 0,017 0,21 0,68

En el caso de la linea 196.090 nm del Se, se obtuvieron sefales negativas, por lo que no fue

posible calcular los limites.

Por otra parte, la veracidad del método se evalué utilizando el CRM de musculo bovino y el RM de
higado bovino, de igual forma que en los casos anteriores, utilizando los R(%). En la Tabla 5.16 se
presenta el rango de resultados obtenidos. Como se puede observar, los resultados fueron muy
variables ya que se evalu6 para el higado bovino (n=12) y para el musculo (n=7). Estas

variaciones en la precision y la veracidad no fueron aceptables. De todas formas, se evalud la
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precisién con el RM de higado bovino (n=6) expresada como RSD(%). Para cada elemento se

utilizd la linea que presentd mayor veracidad expresada como R(%).

Tabla 5.16: Veracidad y precision para ICP-OES

Elemento R (%) RSD (%)
] Cu 0,1-94 80
RM Higado Bovino
Zn 31-79 19
Mo 21 -100 40
. Cu 45 -101 -
CRM Musculo Bovino
Zn 42 - 81 -

En el caso de Se, no se obtuvieron buenas recuperaciones. Esto pudo deberse a la baja
concentracion del analito en el CRM o a la baja sensibilidad obtenida (Tabla 5.14). Por lo cual se
concluyd que no era posible su determinacién mediante ICP-OES. Esto se evidencié ain mas al
realizar los célculos de LD y LC, presentados en la Tabla 5.15. No obstante, no se descarta que la

extraccion alcalina no fuera cuantitativa para este elemento.

Dado que los parametros de desempefio no cumplieron con los criterios establecidos, y teniendo
en cuenta que los métodos previamente validados no requirieron ajuste de pH, es que se concluyd
que éste paso podria estar generando alguna interferencia en la determinacion analitica y no se

continud en esta tesis profundizando en este aspecto.
5.1.3) Aplicacién en muestras de carne bovina

Una vez concluidas las optimizaciones y validaciones correspondientes, se analizaron muestras de
carne bovina. La cantidad de muestras analizadas, dependié de la técnica empleada para la

determinacion de los analitos en cuestion.

La preparacion de la muestra consistid en 0,25 g de la misma previamente pulverizada con el
agregado de 1,50 mL de TMAH al 25% en metanol, y 5,00 mL de agua ultrapura, que se colocaron
en tubos de vidrio tipo pirex, se agitaron durante 30 segundos en vortex y se dispusieron en un
bafio termostatizado durante 60 minutos a 85°C. Se realizaron en todos los casos triplicados de las
muestras y de los blancos de extraccion. Luego de pasados los 60 minutos, se centrifugaron a
28000 g vy se filtraron por membrana de 0,45 pm. Las determinaciones de Cu y Zn se realizaron

mediante FAAS, mientras que las de Mo y Cd mediante ETAAS.

En la Tabla 5.17 se presentan los rangos de los elementos evaluados que se obtuvieron para cada
corte. La diferencia entre la cantidad de muestras tiene que ver con los costos y tiempos de

determinacidon de cada elemento. En todos los casos, las muestras se analizaron por triplicado.
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Cabe mencionar que en todos los casos, los valores de blanco obtenidos resultaron no detectables

(menor a 0,63 mg L' de Zn; 0,53 mg L*de Cu; 0,015 mg L' de Mo; 0,021 mg L*de Cd).

Tabla 5.17: Niveles minimos y maximos (mg kg?) de Cu, Zn, Mo y Cd en las muestras analizadas

Cu (n=40) Zn (n=40) Cd (n=10) Mo ((n=10)
0,0595 + 0,0042 /
0,1161 + 0,0079
0,0494 + 0,0029 /
0,0590 + 0,040

Asado 1,39+ 0,02/2,9+0,3 105+ 10/222 £6 ND

Cuadril 1,7+0,1/4,1+0,5 49+ 10/ 144 % 10 ND

Promedio + desviacion estandar (n=3) (base seca).

Considerando que el valor promedio de la humedad de la carne cruda es 74% (Pistén et al,

2020b), en la Tabla 5.18 se presentan los resultados de los analitos evaluados en base fresca.

Tabla 5.18: Niveles minimo y maximos (mg kg?) de Cu, Zn, Cd y Mo en las muestras analizadas

Cu (n=40) Zn (n=40) Cd (n=10) Mo (n=10)
0,361 + 0,001 / 0,015 +,0001 /
Asado 0,7+ 0,1 27 +3/58+2 ND 0,030 + 0,002
. 0,44 + 0,03/ 0,013 £ 0,001 /
Cuadril 11+ 0,1 13+ 3/37+ 3 ND 0,02 £ 0,01

Promedio + desviacion estandar (n=3) (base fresca).

Los valores de Cu y Zn obtenidos, se encuentran en el orden de lo reportado por Cabrera &
Saadoun, quienes analizaron muestras de carne bovina de nuestro pais 0,2 — 1,1 mg kg*y 23 — 37
mg kg™ en base fresca, respectivamente (Cabrera et al., 2010; Cabrera et al., 2014). Ademas, en
un estudio reciente, Pistdn et al. presentaron los resultados de los cortes aqui evaluados mediante
digestién acida asistida con microondas y posterior determinacién mediante MIP OES, los cuales si
son del orden de los valores aqui obtenidos 0,7 — 0,9 mg kg™ de Cuy 28 — 58 mg kg™ de Zn en
base fresca (Piston et al., 2020). Vale mencionar que estos niveles son del orden de los reportados
no solo a nivel nacional, sino también a nivel internacional, para ambos analitos. El servicio
Agricultural Marketing Service (AMS) perteneciente al U.S. Department of Agriculture (USDA),
reporta niveles de Zn de 42 mg kg™ y niveles de Cu de 0,6 mg kg™ en carne vacuna cruda en base
fresca (USDA, 2020). Asimismo, el portal The Norwegian Food Composition Table (FCT), presenta
valores entre 22 — 49 mg kg™ de Zn y entre 0,2 — 0,6 mg kg™ de Cu, para la carne vacuna cruda
en base fresca (FCT, 2006).

Resulta muy interesante observar el contenido de Zn en ambos cortes. Se puede ver que en el
asado, los niveles del metal son mas elevados. Esto puede deberse al rol que cumple este
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elemento en los sistemas bioldgicos y procesos metabdlicos. Segun la literatura consultada, la
cantidad de Zn presente en la carne podria estar relacionada con la cantidad de tejido conectivo
presente en el corte, observandose menores niveles del elemento en aquellos cortes con menos
cantidad de tejido conectivo (Seideman et al., 1989; Rhee et al., 2004). Si bien son pocas las
muestras analizadas en esta tesis, cuyos objetivos apuntan al desarrollo de métodos analiticos
novedosos, en el trabajo global del proyecto se confirmd esta tendencia de menores niveles de Zn
en el corte de cuadril frente al asado, habiendo analizado un nimero mayor de muestras (Piston,
et al., 2020b).

Todas las muestras analizadas presentaron valores de concentracion de Cd menores al respectivo
LD, encontrandose los niveles muy por debajo del limite maximo establecido por la normativa
nacional de 0,01 mg kg® base fresca, garantizando de esta forma la inocuidad de los cortes

analizados, desde el punto de vista de este contaminante inorganico (MERCOSUR, 2013).

En el caso de Mo, los resultados obtenidos son novedosos, ya que no se encuentran reportes de
este analito en carnes nacionales, y de hecho, aunque es un elemento esencial, muy pocas
publicaciones hacen mencidn a sus niveles en alimentos de origen animal (Vazquez-Gonzalez et
al., 1989). Recientemente, en paralelo a este trabajo de tesis, se reportaron valores de Mo en
carne bovina nacional por parte del equipo de investigacién, utilizando otra técnica de extraccion,
y los valores obtenidos fueron del orden de los aqui reportados (0,11 — 0,85 mg kg™ en base seca)
(Machado & Tissot, 2020).

En cuanto a la determinacion de Pb, se entendid que dados los valores de LC obtenidos, no
correspondia realizar un estudio de las muestras de carne bovina, ya que el mismo limite es mayor
que el valor maximo permitido por el MERCOSUR. Por este motivo, se optd por realizar la
determinacidon de este contaminante inorganico mediante ICP-MS luego de una digestién asistida

por microondas, durante la pasantia con el grupo GAIA (Seccién 5.2.2).

La misma decision se tomod con respecto a Se. Considerando que no se pudieron encontrar las
condiciones Optimas de extraccion y determinacién del analito, se determinaron los niveles del
mismo mediante ICP-MS, luego de la digestién acida asistida por microondas descripta en la

Seccion 5.2.

Esto refuerza la importancia de estas instancias de intercambio, ya que sin esta posibilidad varios

de los objetivos propuestos en la tesis no se hubieran podido concretar.
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5.2 Digestion acida

En esta seccidon se presentan los resultados obtenidos con el método que fue considerado como
referencia. En la misma se encuentran los datos obtenidos en nuestro laboratorio, asi como
aquellos realizados en el marco de la pasantia con el Grupo GAIA. Esta parte del trabajo realizado
tuvo por objeto contar con valores de comparacion para el método de extraccion alcalino
desarrollado analizando las mismas muestras. Esto contribuye establecer la confiabilidad de los

resultados que arroja el nuevo método frente a otros ampliamente utilizados.

5.2.1) Optimizacion y validacién

Determinacion de Cu y Zn

Debido a que la tesis se enmarcd en un proyecto investigacién, como se explicd previamente, las
determinaciones de algunos analitos mediante digestion acida fueron realizadas por el grupo de
trabajo. De esta forma, los valores de Zn y Cu considerados como valores de referencia para cada
muestra, fueron obtenidos mediante digestion acida asistida por microondas y posterior
determinacion por MIP OES. El programa de digestién de las muestras utilizado esta descrito en la
Seccion 4.5.2, mientras que las condiciones de medida instrumental, asi como los parametros de

desempefio de dicho método, se encuentran en el ANEXO 1.

Optimizacidén y validacion de la determinacion de Cd y Mo mediante ETAAS

Se debid si, realizar la optimizacién y validacion para la determinaciéon de Cd y de Mo. Se
desarrollé un método para la determinacion de estos analitos, en el cual se realizé una preparacion
de las muestras clasica (acida asistida por microondas, segun Seccion 4.5.2), y posterior analisis
mediante ETAAS. Como se menciond en las anteriores optimizaciones de ETAAS, la evaluacion de
diferentes modificadores de matriz es fundamental para garantizar la correcta determinacién de
los analitos, ademas de realizar la optimizacién de las temperaturas de pirdlisis y atomizacién
(Welz & Sperling, 1999).

Para realizar la optimizacion de estos dos analitos, se utilizé el RM de higado bovino ya que no
estaban presentes en el CRM de musculo. Las condiciones dptimas de andlisis, asi como de los
modificadores, se seleccionaron segun el desempefio evaluado en forma de R(%), al igual que en

secciones anteriores.

Finalmente, en lo que respecta al uso de modificadores quimicos, en el caso de Mo se observé el
mejor desempefio con el uso de 5 ug de Pd, si bien se probaron combinaciones con Pd-Mg(NOs),,

cambiando las proporciones. Ademas, segun la literatura consultada, estan reportadas
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determinaciones que prescinden del uso de modificadores (Vazquez-Gonzalez et al., 1999;
Machado & Tissot, 2020), condicion que fue evaluada pero que no proporciond buenas
recuperaciones en este caso. Para el caso de Cd, también fue necesario el uso de 5 ug de Pd como
modificador de matriz, si bien se probé con el modificador universal Pd-Mg(NOs), en distintas

proporciones (Schlemmer & Welz, 1986).

En lo que respecta a la optimizacion de las temperaturas de pirdlisis y atomizacién, se comenzé su
busqueda en intervalos de 200 °C entre 300 — 2000 °C para la primera y entre 1200 — 2800 °C
para la segunda. Una vez visualizadas las zonas donde se encontraban las mejores condiciones, se
continué una evaluacion mas exhaustiva de a 50 °C, donde finalmente se llegd a que las
temperaturas de pirdlisis y atomizacién 6ptimas fueron 1800 °C/2750 °C para Mo y 500 °C/1400

OC para Cd, respectivamente.

Una vez optimizadas las condiciones de medida se procedié a la validacién de los métodos

desarrollados. En la tabla 5.19 se presenta los parametros de desempeiio evaluados.

Tabla 5.19: Parametros de desempefio mediante digestion acida y determinacién por ETAAS

Elemento Mo Cd
Rango lineal 0,80 - 60,0 g L™ 0,05 — 4,00 pg L™
LD (mg kg™)/(ug L) 0,016 /0,80 0,0010/ 0,051
LC (mg kg™)/(ug L) 0,054 / 2,68 0,0034/ 0,17
Precision RSD (n=6) 3,4% 3,2%
95 £ 6° 91 £ 4°
Veracidad (R%) (n=6) 106 £ 9° (n=4) 118 £9 (I nivel)
81 + 4° 111¢+ 3 (II Nivel)

2RM higado bovino, ® CRM higado de bagre, Fortificaciones, I nivel: primer tercio de la curva de
calibracion, II nivel: Gltimo tercio de la curva de calibracion.
Veracidad: Promedio + desviacién estandar.

La linealidad fue evaluada para cada elemento mediante la construccién de curvas de calibracion
de seis puntos, incluyendo el blanco. En ambos casos, se observd una buena linealidad con
coeficientes de determinacion (R?) mayor que 0,999. En el caso de Mo, la linealidad fue hasta 60,0
Mg L™!, mientras que para Cd fue hasta 4,00 ug L. Una vez establecidas las condiciones de
trabajo, se probd realizar las determinaciones con un medio menos acido en los patrones. Al
realizar la curva utilizando HNOs 0,1% v/v, no se observaron inconvenientes en el desempefio de
los analisis evaluado como EM (ver Seccidn 5.1.2), por lo que se continud trabajando de esta

forma, ya que los medios menos acidos aumentan la vida util de los hornos de grafito.
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Los LD y LC se calcularon para cada elemento como 3sp/m y 10 sy/m, respectivamente, donde s
era la desviacion estandar de 10 réplicas (n=10) del blanco y m era la pendiente de la curva de
calibracion. Los valores de LD obtenidos, expresados en base seca, fueron 0,0010 mg kg™ (Cd) y
0,016 mg kg™ (Mo). Estos limites, en particular el de Cd, son adecuados para el analisis de estos

elementos en muestras de carne bovina.

La precision expresada como RSD(%) luego del andlisis de 6 réplicas del RM de higado bovino fue
menor al 4% en ambos casos. Para la evaluacion de la veracidad, se utilizd RM de higado bovino
que contenia ambos analitos y CRM de higado de bagre que contenia solamente Mo. Se realizaron
también fortificaciones, a un nivel para Mo y a dos niveles para Cd. Ademas de los R(%) (n=6), se
llevd a cabo una prueba t de Student para comparar los valores obtenidos con los valores
certificados (Miller & Miller, 2010). Los resultados de la prueba estadistica se presentan en la Tabla
5.20. Los valores de tperimental fueron menores al valor fesrico (0,05, 3) = 3,182 lo cual indicaba que
a un nivel de confianza del 95% las concentraciones no diferian significativamente de las
certificadas. En este caso no realizd ensayo de robustez, ya que las variables criticas en este
método, se encuentran en la etapa de digestion de la muestra, la cual no compete a esta tesis,
sino que la misma ya era proporcionada como disolucién. Por su parte, la selectividad tampoco fue
evaluada, ya que este método era la de referencia para comprar el alternativo, objeto de esta
tesis, por lo que esta cifra en particular no fue evaluada. No obstante, los parametros de
desempefio obtenidos demuestran que los métodos desarrollados son adecuados la determinacion

de estos elementos en carne bovina.

Tabla 5.20: Resultados obtenidos para materiales de referencia y comparacion estadistica

Elemento Mo Cd
Valor informado (mg kg™) 4,07 +0,21* / 0,95 + 0,10° 0,1047 + 0,0079°
Concentracion promedio obtenida
+ desviacion estandar (mg kg™) (n=4) 3,86 £ 0,167 1,04 £0,11° 0,106:0,015
t tesrico (0,05; 3) 3,18 3,18
t experimental 3,10°/ 1,57° 0,25

°RM de higado bovino, "CRM de higado de bagre.

Determinacion de Se

Se evaluaron varias técnicas para la determinacion de Se, considerando los niveles previamente
reportados en muestras nacionales entre 0,42 — 1,3 mg kg™ en base fresca (Cabrera & Saadoun,
2014; Ramos et al., 2012; Saadoun & Cabrera, 2012). La primera técnica en evaluarse fue ETAAS,

luego de realizada la digestién segun seccién 4.5.2, ya que era de los métodos mas utilizados para
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la determinacion segun la literatura. Como en las anteriores optimizaciones, se evalué el R(%) del
CRM de miusculo bovino, utilizando diferentes modificadores como Pd, Pd-Mg(NOs),, Pd-
(NH4)H,PO4 y Mg(NOs),-(NH4)H,PO., en distintas porporciones, sin la obtencidén de sefal analtica

alguna.

Por este motivo, se decidién explorar la realizacion de las determinaciones mediante HG-AAS. Para
ello, se llevd a cabo una pre-reduccion abierta con acido sulfamico y HCl concentrado, sobre el
digesto obtenido luego del tratamiento con microondas tal como se describe a continuacion: a
10,00mL de muestra se le agregd de 10,00 mL de acido sulfamico 10% m/v y 10,00 mL de HCI 12
mol L' en matraces Erlenmeyer. La mezcla se sometié a una hora de calentamiento en plancha
calefactora, controlando que la evaporacién ocurriera sin proyecciones y sin llegar a sequedad, con
pequefios agregados de agua ultrapura de ser necesario. Una vez reducido el volumen a
aproximadamente 10 mL, se dejdé enfriar a temperatura ambiente. Se realizd el trasvase
cuantitativo, y se completd con agua ultrapura a 10,00 mL. El sistema utilizado para la formacion
del hidruro fue en batch, adicionando NaBH4 1,5 %m/v preparado en NaOH 0,5 %m/v. El gas
portador utilizado en este caso fue N, de alta pureza. Las medidas se realizaron a 196,0 nm,
utilizando corrector de fondo de deuterio. La sefal utilizada fue la absorbancia (altura de pico). Se
realizd el mismo procedimiento para los patrones de la curva de calibracién. A partir de una
disolucion patron de Se de 1000 mg L™, se prepard una disolucion intermedia de 100 pg L?, y
luego disoluciones de 2,5; 5,0; 7,5y 10,0 ug L, ademas del blanco correspondiente. Se realizaron
por duplicado los patrones de la curva y los blancos. Este método mostrd ser eficiente para la
determinacion de Se en carne bovina, por lo cual se procedid con su validacién. Cabe mencionar,
que el agregado de acido sulfamico permite disminuir las interferencias debidas al uso del HNO;,
en la preparacion de la muestra (Lopes Nunes et al., 2005; Piston et al., 2009).

La linealidad fue evaluada mediante la construccidn curvas de calibracion de seis puntos. Los
valores de LD y LC fueron calculados utilizando el criterio 3sy/m y 10 sy/m. La veracidad fue
expresada como R(%), mediante el andlisis del CRM de musculo bovino (n=3) en base seca. En la
Tabla 5.21 se presentan los resultados obtenidos.

Tabla 5.21: Parametros de desempefio en la determinacion de Se mediante HG-AAS

Parametro Se
Rango lineal (ug L) 0,40 — 10,00
LD (mg kg?) / (ug L) 0,028 / 0,40
LC (mg kg?®) / (g L) 0,095/1,3
Veracidad, R(%) (n=3) 95+ 4

Promedio + desviacion estandar (n=3).
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Sin embargo, por mas que estas condiciones fueron dptimas, la precision evaluada como RSD(%)
presentaba variaciones mayores al 20%. Por este motivo, se planteé la posibilidad de mejorar las

condiciones de pre-reduccidn o de generacion del hidruro.

Considerando que el Se era uno de los analitos de interés en el marco del proyecto , se comenzd
en forma paralela, por parte del grupo de investigacién, su determinacion mediante HG-MIP OES.
Finalmente, se decidid continuar con este método, por lo que su optimizaciéon y validacién no
competen a este trabajo de tesis, pero se pueden encontrar dichas condiciones y parametros en el
ANEXO I.

Optimizacidén y validacion de la determinacion de Se, Mo, Cd y Pb mediante ICP-MS

Por lo general, cuando se hacen digestiones acidas asistidas por microondas, como en éste caso,
siendo ya bien conocidos los métodos de digestion, se pueden aplicar programas del propio
equipamiento y conseguir una destruccion total de la materia organica. De todas formas, se puede
evaluar el desempeno de las mismas, por ejemplo, mediante el andlisis del contenido de carbono
residual. En este caso no se realizd dicha evaluacion, ya que se considerd que con las disoluciones
limpidas y sin particulas en suspensidon obtenidas, se habian liberado en forma cuantitativa los
elementos de interés de la matriz compleja (Figura 5.6). La digestién realizada se encuentra

descrita en la seccion 4.5.1.

Figura 5.6: Muestras luego de una
digestion acida
Debido a que se esperaba que los niveles de Mo, Cd y Pb fueran muy bajos o no detectables en
las muestras de carne, se procedid a realizar las determinaciones de los mismos mediante ICP-MS,
teniendo en cuenta que se trata de una técnica muy poderosa en lo que respecta a los valores de
LD y LC alcanzados. Asimismo, se decidio utilizar este método para la determinacién de Se, dado
los problemas presentados previamente durante el desarrollo de los métodos analiticos. Para el

caso de Pb, ésta fue la técnica considerada como referencia.
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Las determinaciones mediante ICP-MS se realizaron utilizando el sistema HMI que consiste en la
introduccién de un flujo de gas argdn entre la camara de pulverizacion y el soplete para promover
una dilucidn del aerosol. Esto permite el andlisis directo de muestras que contienen gran cantidad
de sodlidos disueltos y acidez residual elevadas, lo que reduce la densidad de aerosoles y el vapor
de agua cargado en el plasma. El sistema finalmente, permite introducir muestras de hasta un 3%
de sdlidos disueltos (Agilent Technologies, 2008; Barros et al., 2018). Esto resultd beneficioso, ya
que no hubo necesidad de dilucién de la muestra. En la Figura 5.7 se presenta el esquema de éste
sistema. Mientras que en el Anexo II se presentan las condiciones instrumentales utilizadas en las

mediciones.

Carrier Gas Dilution Gas Sampling
Cone
Torch qmm /
i & 3"[“" _nrcmu.- +
Nebulizer Chamber il S+ +

I (1 1] \

Peristaltic
b " 4= Sample

Figura 5.7: Diagrama en bloque del sistema HMI. Extraiado de:
Agilent Tecnologies, 2008

Se evaluo el desempefio de cuatro patrones internos: Ga, Ge, Pd e Y. Los patrones internos son
sustancias que se afaden a las muestras y patrones en una concentracion conocida, con el
objetivo de facilitar la determinacion cuantitativa de los componentes de la muestra. Los patrones
internos, se suelen utilizar para corregir posibles variaciones en la cuantificacion del analito, dadas
por las posibles interferencias causadas por las interacciones entre éste y los componentes de la
muestra (IUPAC, 2021; Thomas, 2004).

Se evaluaron varios isétopos de los elementos de interés tal como se presentan en la Tabla 5.22.
Ademas, se estudid la necesidad de utilizar una celda de colisidon con He, para eliminar las posibles

interferencias poliatomicas.

Tabla 5.22: Isétopos evaluados para la determinacion de Pb, Se, Mo y Cd

Analito Se Mo Cd Pb
78 95 111 206
Is6topos 82 96 112 207
- 98 114 208

La seleccidn de los isétopos se realizd mediante la evaluacion de los respectivos R(%) utilizando el

CRM de musculo bovino para el caso del Se y del RM de higado bovino para el caso de Mo, Cd y
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Pb. Finalmente, los mejores resultados se obtuvieron sin el uso de la celda de colisién de He y

utilizando Y® como patron interno ya con éste se obtuvo una mejor reproducibilidad.

Una vez seleccionados los isétopos, patrén interno y el no uso de celda de colision, se procedid a
la validacién del método. Los parametros de desempefio estudiados fueron linealidad, LD, LC,
precision (repetibilidad) y veracidad. La precision y la veracidad se evaluaron utilizando el CRM de
musculo bovino para Se y el RM de higado bovino para Cd, Pb y Mo. Los resultados se presentan
en la Tabla 5.23.

La linealidad se evalu6 para cada elemento mediante la construccién de curvas de calibracion de
seis puntos, cada nivel por triplicado. Se observé buena linealidad hasta 10,0 pug L™ para Cd y Pb,
y 25,0 yg L para Se y Mo, con coeficientes de determinacion (R?) mayores a 0,999, en todos los
casos. Los limites LD y LC se estimaron para cada elemento como 3 sy/m y 10 s,/m
respectivamente, donde s, era la desviacion estandar de 10 réplicas (n = 10) del blanco y m la
pendiente de la curva de calibracién. Los LD obtenidos para la carne bovina fueron de 0,003;
0,007; 0,024 y 0,011 mg kg™ para Cd, Pb, Se y Mo, respectivamente.

Tabla 5.23: Parametros de desempeiio obtenidos mediante el tratamiento acido

Parametro Se 82 Mo 96 Cd 112 Pb 206
Rango (ug L) 0,235-24,3 0,11-24,7 0,026-9,5 0,066-9,2
LD (mg kg?)/(ug L)  0,024/0,24 0,011/0,11 0,0026/0,026 0,0066/0,066
LC (mgkg")/(ngL?)  0,078/0,78 0,038/0,38 0,0088/0,088 0,022/0,22
Precisién, RSD(%) 8,1 6,1 8 3,8
Veracidad, R(%) 82 + 8° 83 +1° 92 + 9P 96 + 10°
107 £ 9¢ 124 + 1°¢ 114 + 1°¢

3CRM Mdsculo Bovino, °RM Higado Bovino, Fortificaciones.
Veracidad: Promedio + desviacion estandar (n=6).

Por su parte, la precision expresada como RSD(%) luego del analisis de 6 réplicas de cada material
de referencia fue menor al 9% para todos los analitos estudiados, lo cual se consideré adecuado
para esta aplicacion. Para la evaluacion de la veracidad, ademas de los R(%), se realizd una
prueba t de Student para comparar los valores obtenidos con los valores certificados. Los
resultados se presentan en la Tabla 5.24. Los valores teperimentat fUeron menores al valor tiesrico (0,05,
5) = 2,57, lo que indica que a un nivel de confianza del 95%, las concentraciones no difirieron
significativamente del valor certificado o informado. Ademas, para el caso del Mo, Cd y Pb se
realizaron fortificaciones en las muestras de musculo bovino. Por adecuacién al uso del tiempo,
durante la pasantia no se realizd ensayo de robustez. No obstante, la evaluacion de la selectividad

para el Cd y Mo, se presentd en la Tabla 5.12. La evaluacién de éste parametro no fue posible en
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el caso del Pb y Se, por no lograr la determinacion de éstos, utilizando otros métodos. Finalmente,
las cifras de mérito obtenidas demuestran que el método desarrollado es preciso y veraz para la
determinacidon de estos elementos, lo cuales se esperan encontrar en niveles de concentracion

muy bajos.

Como se puede observar, los parametros de desempeno del método desarrollado cumplieron con
los criterios de validacion adecuados para su aplicacién en muestras de carne, siendo las mismas
confiables para la determinacién de estos elementos a bajos niveles de concentracion en carne
bovina. Esto era de esperarse, dadas las ventajas de la técnica empleada, siendo ésta una de las
mas utilizadas para el andlisis de alimentos (Thomas, 2004). Una de las mayores ventajas, esta
dada por los bajos valores de LD y LC alcanzados durante la determinacidon de contaminantes traza
(Forte & Bocca, 2007; Gerber et al., 2008; Kim et al., 2015). Utilizando ICP-OES, se han reportado
limites entre 0,3 — 1 pug kg'y 0,3 — 3 pg kg™ para Cd y Pb respectivamente, en la determinacion
muestras de carne. Estos se encuentran entre 10 y 30 % aproximadamente por encima de los
resultados aqui reportados (Rodriguez-Marin, 2019; Zeinali et al., 2019).

Tabla 5.24: Valores obtenidos de los materiales de referencia y comparacion estadistica
Valor certificado Concentracién obtenida

Analito (mg kg™) (mg kg*) t experimental t(0,05;5)
Se 0,45 + 0,04° 0,41 £ 0,03 2,40 2,57
Pb 0,0806 + 0,0078° 0,0774 = 0,003 2,45 2,57
Cd 0,1047 + 0,0079° 0,0963 = 0,007 2,43 2,57
Mo 4,07 £ 0,21° 4,27 + 0,62 0,84 2,57

3CRM de musculo bovino, "RM de higado bovino. Promedio+ desviacion estandar (n=6).

Una alternativa puede ser la determinacién mediante ETAAS que permite obtener valores de LD y
LC comparables a los obtenidos mediante ICP-MS. Sin embargo, la ventaja de esta Ultima esta
dada por la posibilidad de determinar los analitos en forma multi-elemental. ETAAS es una técnica
monoelemental, que conlleva un largo tiempo de andlisis cuando se trata de la determinacion de
varios elementos (Skoog et al., 2008; Thomas, 2004). La técnica ICP-OES también presenta la
ventaja de ser multielemental, como se menciond anteriormente (Seccion 1.2.3), pero los limites
alcanzados no son siempre optimos para el analisis de elementos traza. Sin embargo, a pesar de
ser ICP-MS una poderosa técnica para la determinacion de contaminantes inorganicos, son escasas
las publicaciones relacionadas con carne bovina (Gerber et al., 2008; Kim et al., 2015). Esto puede

deberse al alto costo asociado al equipamiento y a su mantenimiento (Thomas, 2004).
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5.2.2) Aplicacion en el analisis de muestras

Se realizo la digestion de las muestras segun la seccion 4.5.1 y la determinaciones de Mo mediante
ETAAS se realizaron en 10 muestras, es decir, 5 animales, 2 cortes por animal (cuadril y asado).
Por su parte, la determinacion de Cd se realizé en 6 muestras, 3 animales, pero debido a que no
se obtuvieron resultados detectables no se continuo con el analisis de nuevas muestras. En todos
los casos el analisis de las muestras se hizo por triplicado y se incluyeron medidas del RM de
higado bovino y fortificaciones como parte del aseguramiento de la calidad. Los R(%) obtenidos
estuvieron entre 81 — 120% para ambos analitos, considerandose apto para la aplicacion. En la
Tabla 5.25 se presentan los resultados de Mo, ya que para todos los casos el Cd fue no detectable

al igual que los blancos analizados en ambos analitos.

Tabla 5.25: Concentracion de Mo en muestras de carne bovina en base seca mediante ETAAS

Muestra Asado (mg kg™) Cuadril (mg kg™)
1 0,116 £ 0,014 0,0600 + 0,0058
2 0,0454 = 0,0048 0,0482 + 0,0020
3 0,104 £ 0,010 0,0313 + 0,0031
4 0,059 = 0,024 0,0351 + 0,0090
5 ND 0,0232 £ 0,0019

Promedio + desviacion estandar (n=3).

En la Tabla 5.26 se presentan los resultados obtenidos para las muestras de asado en base seca,
luego de las determinaciones de Cd, Mo, Pb y Se mediante ICP-MS realizadas durante la pasantia
con el Grupo GAIA (digestion acida descrita en la Seccidn 4.5.1). Cada muestra se analizd por
triplicado al igual que los blancos. Vale mencionar que en todos los casos los blancos presentaron

valores no detectables para todos los analitos.
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Tabla 5.26: Niveles de Cd, Pb, Se y Mo en muestras de asado determinados por ICP-MS

Muestra Cd (mg kg?) Pb (mg kg™) Se (mg kg™) Mo (mg kg™)
1 ND ND 0,212 £ 0,009 0,0616 = 0,0029
2 ND ND 0,157 £ 0,003 0,07446 + 0,00066
3 ND ND 0,186 £ 0,008 0,0396 + 0,0090
4 ND ND 0,151 + 0,007 0,0689 + 0,0035
5 <LOQ ND 0,275 £ 0,012 0,0714 + 0,0024
6 0,0109 = 0,0002 ND 0,426 = 0,013 0,0837 + 0,0081
7 0,1000 + 0,0001 ND 0,276 £ 0,011 0,0502 + 0,0036
8 <LOQ ND 0,180 = 0,008 0,0756 = 0,0045
9 ND ND 0,146 £ 0,006 0,07218 + 0,00024
10 ND ND 0,120 = 0,003 0,0690 + 0,0043
11 ND ND 0,870 £ 0,022  0,0677 + 0,0024
12 ND ND 0,785 £ 0,021  0,06934 +0,00069

Promedio + desviacién estandar (base seca) (n=3).

Como se puede observar, los datos de Mo obtenidos por ambos métodos, son del mismo orden.
Las diferencias pueden deberse a que las muestras analizadas no corresponden a los mismos
animales, lo que no permite hacer una comparacidén estadistica entre las distintas técnicas
empleadas para su determinacion. Esto es relevante, no solamente porque los dos métodos
arrojan resultados comparables, sino que ademas, constituyen los primeros datos de este
elemento en carne bovina uruguaya. Asimismo, los valores estan en concordancia con los valores

recientemente publicados por el grupo de investigacion (Machado & Tissot, 2020).

Considerando que los resultados refieren a carne cruda y que son pocas muestras, se presenta a
continuacién un ejemplo de como esta informacion podria ser Util para la estimaciéon de un valor
nutricional del producto. Este tipo de estudios requieren un nimero de muestras mayor para tener
un valor estadistico adecuado y también debe tenerse en cuenta que este alimento no se consume
crudo (no es lo habitual en nuestro pais). Por ejemplo, asumiendo una ingesta de 200 g de carne
diaria, y transformando los resultados a base fresca (tomando en cuenta la humedad de la

muestra segun datos del Anexo IV), la contribucion del alimento en cuanto a la IDR del metal seria
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entre 5 y 11% para un adulto. Considerando que la IDR del Mo es 45 ug segun el Instituto
Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH, 2020a).

En cuanto a las determinaciones de Se, los valores obtenidos son similares a los encontrados en
carne vacuna de nuestro pais por Piston et al. en el rango 0,1 — 0,11 mg kg™ en base fresca, y
bastante por debajo de lo anteriormente reportado por Cabrera et al. y Saadoun & Cabrera en el
rango 0,42 — 1,2 mg kg™ en base fresca, quienes evaluaron otros cortes (Cabrera et al., 2009;
Piston et al., 2020a; Saadoun & Cabrera, 2010). También difieren respecto a algunos reportes de
la region ( Cabrera & Saadoun, 2014; Dos Santos et al., 2017). Sin embargo, a nivel internacional,
los valores hallados en esta tesis son acordes a los reportados en carne vacuna por la USDA vy el
FCT de 0,1 mg kg™ en base fresca ( FCT, 2006; USDA, 2020).

Los resultados sugieren que su consumo no presenta un riesgo para la salud. De hecho, si se
consumen en la dieta unos 200 g de carne y transformando los resultados a base fresca (segln
datos del Anexo IV), ésta porcidn representaria entre 10 — 76% de la IDR de Se de un adulto
establecida en 55 pg (NHI, 2020b).

Este tipo de estudios también aportan informacién sobre otros aspectos, como ser el estado del
animal cuando se analizan individualmente, y podrian sugerir la necesidad o no de suplementacién
del ganado, que ademas en caso de hacerlo podria ayudar a disminuir la absorcién de Cd, en caso

de que ocurriera una intoxicacion con este elemento (Bavera, 2006).

Asimismo, se puede observar que los niveles de Pb fueron no detectables en todas las muestras, y
gue solamente en dos de las muestras analizadas, tomando en cuenta la humedad del 74%, se
encontraron niveles cuantificables de Cd, encontrandose muy por debajo del limite de 0,05 mg kg™
establecido por la normativa del MERSOCUR. De esta forma, quedd garantizada la inocuidad de las

muestras analizadas desde el punto de vista de estos contaminantes inorganicos.

Recientemente Schild et al. reportaron un caso de exposicion a Pb en Uruguay vinculado a la
exposicion del plaguicida arsenato de plomo (PbHAsO.). Ademas en la regién también se han
reportado casos de intoxicacién del ganado por este metal en establecimientos ganaderos (Schild
et al., 2019; Traverso et al., 2004; Barbosa et al., 2014). Ademas de las mencionadas, otras de las
posibles fuentes de contaminacién de estos elementos, se relacionan con el agua con la que se
abastecen los bebederos del ganado. En el caso del Cd, también el uso de los fertilizantes
fosfatados pueden acumular el elemento en los suelos y contaminar las pasturas (Bavera, 2006).
Por su parte, la exposicion a Pb puede estar dada también por contaminantes ambientales. Estos

pueden interferir en la cadena alimenticia del ganado, cuando se consumen pasturas de zonas
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contaminadas, como las que se pueden encontrar adyacentes a ciertos tipos de industrias
(Bavera, 2006; Suttle, 2010; Chirinos-Peinado & Castro-Bedrinana, 2020). Por lo tanto, es
importante realizar un monitoreo de estos potenciales contaminantes para detectar este tipo de

Casos.

5.3 Comparacion entre métodos

Esta seccion presenta la comparacion entre los métodos desarrollados a lo largo del trabajo de
tesis y las clasicas consideradas de referencia. Las comparaciones se realizaron desde el punto de
vista estadistico, de forma de evaluar si ambas arrojaban resultados semejantes. Ademas, se

compararon desde el punto de vista de la Quimica Analitica Verde.

5.3.1) Comparacion estadistica

El desempefio del método alcalino desarrollado para la preparacion de las muestras, fue evaluado
comparando los resultados obtenidos del analisis de las muestras de carne bovina utilizando el
método de extraccidn alcalina, con los resultados obtenidos luego del andlisis de las mismas
muestras utilizando digestion acida asistida por microondas. Para ello, se empled la prueba t de
Student de comparacién de medias (Miller y Miller, 2010). En el caso de Cu y Zn, la comparacion
se realizd mediante digestion asistida por microondas sequida de la determinaciéon por FAAS, dato
proporcionado por el grupo de investigacién. Mientras que en el caso de Mo, las determinaciones
se realizaron mediante ICP-MS. El experimento se realizd para seis muestras de asado y cuadril.
En el caso de Mo las determinaciones se realizaron solamente sobre muestras de asado, dado que
no se contaba con las muestras de cuadril necesarias durante la pasantia. En la Tabla 5.27 se
muestran los resultados de la comparacidon estadistica para cada elemento. Todos los valores
texperimenta fUEron menores al respectivo valor fesico (0,05, 5)=2,57. Por lo tanto, se pudo concluir
que a un nivel de significancia del 95%, los resultados obtenidos utilizando el método propuesto y
la digestion acida asistida por microondas eran estadisticamente equivalentes.

Tabla 5.27: Comparacion estadistica de resultados entre digestion asistida con microondas y
extraccion alcalina
Zn (mg kg™) Cu (mg kg™) Mo (mg kg™)

Corte Asado Cuadril Asado Cuadril Asado
Medio  Alcalino® Acido® Alcalino® Acido® Alcalino® Acido® Alcalino® Acido® Alcalino®  Acido®
Promedio 137,37 158,25 120,3 138,32 1,76 2,5 2,64 2,85 0,07 0,07
n=10
t calculado 1,19 0,79 1,37 0,21 2,16
t(0,05;5) 2,57 2,23 2,57 2,23 2,57

Resultados expresados en base seca. Las determinaciones fueron mediante: 2 FAAS, " ETAAS, ICP-MS.
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Como se puede observar, los valores obtenidos mediante la extraccion alcalina son ligeramente
mas bajos, esto era de esperarse, ya que se estan comparando contra una digestion total. Sin
embargo, los resultados de ambos métodos son estadisticamente equivalentes, sin presentar

diferencias significativas.

Por otra parte, si bien no se pudo realizar una prueba estadistica con los resultados obtenidos para
Cd, debido a que éstos eran en su mayoria no cuantificables, se puede considerar que el método
desarrollado para la determinacion de este elemento también fue eficiente, ya que se obtuvieron

resultados semejantes a los observados con el método de referencia.

Lamentablemente, si bien se buscaron diferentes alternativas para la determinacion de Se y Pb
mediante extraccion alcalina, no se obtuvieron los resultados esperados. Por ese motivo, se logro

realizar su determinacion unicamente mediante digestion acida asistida por microondas.

5.3.2) Comparacion desde el punto de vista de la Quimica Analitica Verde

Para comparar cual de los métodos se acercaba mas a los lineamientos de la Quimica Analitica
Verde, se utilizd el criterio de la evaluacién publicado por Gatuszka et al. (2012). En la Seccidn
1.2.6 se hizo mencidn a como se realiza esta evaluacién. De esta forma, se llevo a cabo entonces
la comparacion del método alcalino desarrollado durante el trabajo de tesis y el método clasico
presentada en la Seccién 4.5.1, para concluir cual se acercaba mas a los lineamientos de la

Quimica Analitica Verde.

Evaluacion del tratamiento alcalino

Se muestra en la Figura 5.8 un diagrama del desarrollo del método de extraccion alcalino.
Siguiendo los criterios Gatuszka et al. (Figura 1.16), se realiza la sumatoria de los puntos de

penalizacion y luego se le restan al valor 100. En la tabla 5.28 se presenta esta evaluacion.
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Figura 5.8: Diagrama de preparacion de muestras con tratamiento alcalino

104



Tabla 5.28: Eco-escala de la preparacion de muestras con extraccion alcalina
Reactivos Puntos de penalizacién
1 (cantidad) x 6 (peligrosidad)

TMAH: 1,5 mL
Instrumentos
Energia (bafo termostatizado) 0
Desechos 3 (cantidad) + 3 (tratamiento)
Peligro ocupacional (vapores) 3
SUMATORIA 15

Digestion acida asistida por microondas
En la Figura 5.9 se presenta el diagrama del método AOAC 984.27. Por su parte la evaluacion de la
Eco-escala se presenta en la Tabla 5.29. Los métodos de preparacion de muestras de alimentos

utilizan en forma habitual tratamientos asistidos con microondas y acidos concentrados para lograr
una digestion total. Aqui se evalia con la herramienta Eco escala un tratamiento tipicamente

utilizado para este fin.
Programa de digestién
10 mL HNO; 14 mol L
|
|

Figura 5.9: Diagrama de preparacion de muestras por el método cldsico
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Tabla 5.29: Eco-escala de la preparacién de muestras con digestion acida

Reactivos Puntos de penalizacion
HNOs 14 mol L*: 10 mL 2 (cantidad) x 4 (peligrosidad)
Instrumentos
Digestor de microondas 1
Desechos 5 (cantidad) + 3 (tratamiento)
Peligro ocupacional (vapores) 3
SUMATORIA 20

Por lo tanto, utilizando esta forma de evaluacion, se pudo concluir que el tratamiento de muestras
desarrollado en este trabajo de tesis se ajusta mejor a los lineamientos de la Quimica Analitica
Verde que el método oficial de la AOAC 984.27 (AOAC, 2019). Aln asi, se podria continuar

trabajando de forma de encontrar estrategias que sean aln mas verdes.
5.4 Estudios de Bioaccesibilidad

En esta seccidn se presentan los resultados obtenidos luego del desarrollo de un ensayo de
bioaccesibilidad in vitro. Ademas, se muestran los contenidos de FB obtenidos y la comparacion
con las cantidades de IDR de forma de ejemplificar como se podria evaluar el valor nutricional del
alimento. Se estudié también y compar6 las diferencias de aporte nutricional en base a la coccion

de la carne, tomando las muestras analizadas de ejemplo.
5.4.1) Optimizacion y validacion

En primer lugar, durante la etapa de optimizacién, se llevd a cabo un primer ensayo similar al
descripto en la Seccién 4.6.2, donde se variaban tres condiciones: la masa de muestra de partida
era de 0,5 g, el ajuste de pH de la disolucién de jugo gastrico simulado era de 1,2 y la agitacion se
realizaba de forma manual e intermitente. Los resultados obtenidos en este primer ensayo, se
presentan en la Tabla 5.28. Para la evaluacidn de la veracidad del método, se realizd la digestion
de los residuos segun la Seccion 4.6.3 y se calcularon los BM correspondientes.

La FB (%) fue calculada como:

FB (%) = [fraccion del elemento extraida durante el proceso de digestion gastrointestinal simulado

(mg kg™) / concentracion total del analito en las muestras previamente cocidas (mg kg™)] x 100.
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El BM (%) fue calculado como:

BM (%) = {[fraccién del elemento extraida durante el proceso de digestion gastrointestinal
simulado (mg kg™) + fraccion del elemento en los residuos (mg kg™)] / [concentracion total del

analito en las muestras previamente cocidas (mg kg™)]} x 100.

La concentracion total de Cu y Zn en el los distintos cortes y puntos de coccion fue un dato
proporcionado por el grupo de investigacidn, no se encuentra su determinacion analitica dentro del
alcance de esta tesis. El analisis en este caso se realizd siguiendo la digestién mencionada en las
Seccidon 4.5.1 y posterior determinacion mediante MIP OES. En el ANEXO I se presentan las

condiciones instrumentales y cifras de mérito de este método.

Como se puede observar en la Tabla 5.30, los valores de FB(%) obtenidos para Cu y Zn
concuerdan con los reportados en la literatura en carne uruguaya (40 y 60% respectivamente),
que si bien no corresponden exactamente a los mismos cortes, constituyen una referencia para los
desarrollos analiticos (Ramos et al., 2012). De todas formas, se optd por realizar una siguiente
etapa de optimizacion de la digestién enzimatica, partiendo de una masa de 1,0 g de muestra,
realizando el ajuste de la disolucién de jugo gastrico simulado a pH 1,3 y utilizando una fuente de
agitaciéon mecanica continua, tal como recomienda el protocolo INFOGEST, obtenido por consenso
internacional (INFOGEST, 2019).

En la Figura 5.10 se muestra una imagen del sistema utilizado para realizar los ensayos de

bioaccesibilidad in vitro. Para la agitacion mecanica continua se utilizé un agitador tipo vortex.

Tabla 5.30: Fraccion bioaccesible y balance de masas utilizando 0,5 g de muestra

Elemento Corte Coccion FB (%) BM (%)
Poco cocido 302 106
Asado )
c Muy cocido 331 109
u
) Poco cocido 517 118
Cuadril
Muy cocido 45+ 1 111
Poco cocido 65+ 1 101
Asado
. Muy cocido 66 £ 3 95
n
Poco cocido 76 £ 3 103
Cuadril
Muy cocido 72 £ 2 100

FB: Promedio + desviacion estandar (n = 3).
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Figura 5.10: Sistema de
agitacion utilizado para los
ensayos de bioaccesibilidad

En este segundo ensayo, los valores de FB(%) para Zn aumentaron, tal como se puede apreciar
en la Tabla 5.31. Por su parte, los valores de FB (%) para Cu se mantuvieron en el mismos orden
que en el ensayo anterior. Asimismo, este ensayo también presenté buenos resultados respecto al
balance de masa, por lo cual qued6 demostrada su eficiencia. Los valores para Cu en este
segundo ensayo estuvieron de acuerdo con los datos de literatura, mientras que los valores para
Zn fueron mas elevados. Esta diferencia puede estar relacionada a que los datos reportados por
Ramos et al. corresponden a otro tipo de musculo y que ademas su trabajo refiere a carne cruda
(Ramos et al., 2012).

Se decidié entonces continuar trabajando con las condiciones de este segundo ensayo, dado los
buenos resultados obtenidos. De esta forma, se partia de una masa de muestra mayor, lo cual era
ventajoso de ocurrir problemas de homogeneidad con las muestras, disminuyendo los errores en
las mediciones. Ademas, al utilizar una agitacién mecanica continua, se estaba llevando a cabo un

ensayo mas reproducible y representativo de los procesos fisioldgicos involucrados.

La etapa oral de la digestion, donde el bolo alimenticio sufre la trituracion en la boca, no fue
realizada, ya que se trata de un alimento con alto contenido proteico. Como se menciond
anteriormente, algunas simulaciones in vitro no tienen en cuenta esta primera etapa, debido a que
la digestion enzimatica a cargo de la amilasa que ocurre a pH neutro, no suele aportar en gran
medida a la fraccion bioaccesible. La funcion mas importante en esta cavidad es la disminucion del
tamano de particula (Intawogse & Dean, 2006). En este caso, las muestras ya se encontraban
trituradas, tal como se describe en la Seccién 4.3. Para favorecer el contacto inicial de las
muestras con la disolucion de jugo gastrico simulado, se utilizd una varilla de vidrio, realizando

movimientos suaves en forma rotatoria.
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Tabla 5.31: Fraccion bioaccesible y balance de masas

Elemento Corte Coccion FB (%) BM (%)
Poco cocido 372 113
Asado )
c Muy cocido 35+ 1 125
u
_ Poco cocido 40 £ 3 109
Cuadril
Muy cocido 28+ 1 120
Poco cocido 80 2 108
Asado
. Muy cocido 87 2 87
n
Poco cocido 77 £ 1 85
Cuadril
Muy cocido 80 %1 88

FB: Promedio + desviacion estandar (n = 3) (utilizando 1,0 g de muestra).
Dentro de los parametros evaluados, también se estudié la necesidad del ajuste del segundo pH a
6.8. Segun el protocolo normalizado INFOGEST, se sugiere que el pH se ajuste entre 6,5y 7
(INFOGEST, 2019). En este caso, cabe mencionar que el ajuste debié ser realizado a 6,8 puesto
que se observo que a pH mayores ocurria la precipitacion de proteinas y la determinaciéon de Cu
no era posible. Por otro lado, a pH menores a 6,8 no se lograba una digestion enzimatica completa
del alimento, aumentando la dispersion de los resultados obtenidos. De esta forma, el ajuste de

pH en la disolucion de jugo intestinal simulado fue uno de los pasos mas criticos del ensayo.

En lo que respecta a las determinaciones de Cu y Zn en los residuos, se utilizd las mismas
condiciones de digestion asistida por microondas utilizadas para la determinacion de las
concentraciones totales, tal como se presenta en la Seccién 4.6.3. Los resultados obtenidos al

realizar el BM(%) fueron considerados adecuados para el procedimiento.

La llama acetileno (2,5 L min™) - aire (10,0 L min™?) resultdé adecuada para las determinaciones de
Zn en los residuos mediante FAAS. La curva de calibracion present6 una linealidad hasta 1,2 mg L
!, Debido a la complejidad para recrear en los patrones de calibracion un medio igual al de las
muestras, se decidié utilizar agua ultrapura como diluyente, dado que para medir las muestras se
realizaba una dilucién 1/10 con este disolvente. Al obtenerse valores de BM (%) aceptables, en el

entorno de 100 %, se continud trabajando con éstas condiciones.

Debido a que las concentraciones de Cu esperadas en las FB y en los residuos eran mas bajas que
las cuantificables por FAAS, se realiz6 la determinacion de este elemento mediante ETAAS. En este
caso también se realizd la curva de calibracién utilizando agua ultrapura como diluyente, siendo la
dilucion de las muestras 1/3. La optimizacion de las temperaturas de pirdlisis y atomizacién, se
realizaron de la misma forma que fuera descripta para los métodos previamente desarrollados.

Para la evaluacion de la veracidad se utilizé también el CRM de musculo bovino.
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En las determinaciones de Cu mediante ETAAS, se observd un mejor desempefio sin el uso de
modificadores quimicos. Para la optimizacion se utilizd una muestra de FB, ya que estas poseen
mayor contenido de materia organica que los residuos, previendo que esta pudiera generar algun
tipo de interferencia durante la determinacién analitica. Con esa premisa, se llevd a cabo la
busqueda de las temperaturas éptimas, comenzando en tramos de 100 °C. Una vez encontradas
las zonas de trabajo, se continud con una busqueda mas exhaustiva en tramos de 50 °C. De esta

forma, se analizaron las muestras con las condiciones previamente descritas en la Seccion 4.6.4.

En la Tabla 5.32 se presentan los parametros de desempefio evaluados en la determinacion de Zn

y Cu.
Tabla 5.32: Parametros de desempeio para la determinacion de Cu y Zn
Zn Cu
Linealidad 0,006 — 1,2 mg L*! 1,34 — 50 pg L
LD 0,006 mg L*/ 0,06 mg kg™ 1,34 ug L*/ 0,013 mg kg*
LQ 0,019 mgL*/ 0,19 mg kg 4,49 ug L/ 0,045 mg kg™
Veracidad, R(%) (n=6) 117 £ 1 115+ 1
Precision, RSD(%) (n=6) 11 1
Técnica FAAS ETAAS

Veracidad: promedio *+ desviacidon estandar
5.4.2) Aplicacion sobre muestras de carne en diferentes puntos de coccion

Una vez optimizadas y validadas las condiciones de digestion gastrica simulada in vitro, asi como
las condiciones instrumentales de medida, se procedié con el analisis de las muestras de carne
bovina. En la Figura 5.11 se puede observar como quedan las muestras luego de la extraccién
gastrointestinal in vitro. La disolucién que se muestra es la conocida como FB, mientras que el
precipitado corresponde a el residual. Estos ultimos, una vez digeridos, se muestran como en la

Figura 5.12.
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Figura 5.11: Muestra Figura 5.12: Muestra
luego de la extraccion luego del
de la FB. tratamiento de
residuos.

Las muestras utilizadas fueron previamente cocidas como se describiera en la Seccién 4.6.1. Se
analizaron 14 muestras de carne cocidas y 14 muy cocidas de asado y cuadril (n=56) con el
objetivo de evaluar si existian diferencias en los niveles de Cu y Zn entre cortes y entre los
distintos puntos de coccidn. Una vez realizado el ensayo de bioaccesibilidad descrito en la Seccién
4.6.5 en las muestras y la digestion de los residuos descrito en la Seccion 4.6.3, se procedid a la
determinaciéon de los analitos. Para la determinacién de Zn mediante FAAS, las muestras fueron
diluidas 1/10, mientras que para las determinaciones de Cu mediante ETAAS, fueron diluidas 1/3.
Cada muestra se analizd por triplicado, y en cada ensayo se agregaron tres blancos que contenian
las enzimas y reactivos utilizados. Es de esperar que los blancos presentaran niveles cuantificables
de los analitos, ya que estos forman parte de los sitios activos de varias enzimas. Los valores
promedio de los blancos, obtenidos para las fracciones bioaccesibles, fueron de 0,011 £+ 0,003 mg
L™ para Cu y de 0,36 £ 0,07 mg L™ para Zn (n=33). En cuanto a los blancos de los residuales se
obtuvieron un promedio de 0,004 + ,0001 mg L™ para Cu y 0,064 + 0,009 mg L™ para Zn (n=33).
En la Tabla 5.33 se presentan los resultados obtenidos. El rango de aceptabilidad para el BM(%)
fue de 80 — 120 %.

Tabla 5.33: Resultados obtenidos de los ensayos de bioaccesibilidad in vitro

Analito Zn Cu
Corte Asado Cuadril Asado Cuadril
Coccion Muy Poco Muy Poco Muy Poco Muy Poco

FB(%) 84+7 84+6 83+5 868 19+7 2+7 347 38+8
Rango FB  66-94 65-93 72-89 75-92 15-30 10-37 28— 41 28-50
BM (%) 97411 112413 96+9 97+11 11547 115423 118+ 9 109 % 15

FB: Promedio + desviacion estandar; BM: Balance de masas (n=14 para cada corte y en cada punto) .

Como se puede observar en la Tabla 5.33, los valores de FB(%) promedio obtenidos para Zn, no

varian entre los cortes asado y cuadril, ni tampoco entre los distintos tipos de coccién. Los
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resultados obtenidos, difieren en un 50% de los reportados por Ramos et al. y Menezes et al,
quienes informaron como FB 60 y 30%, respectivamente. En ambos casos las condiciones de
estudio son diferentes, a modo de ejemplo, en el estudio de Ramos et al. el andlisis no fue
realizado en muestras cocidas, mientras que en el trabajo de Menezes et al. no se establece cual
fue el corte evaluado. Incluso se pueden observar diferencias entre los resultados obtenidos por

ambos autores, en lo que respecta a los valores de FB (Ramos et al., 2012; Menezes et al., 2018).

Esta informacion resulta interesante desde el punto de vista nutricional, dada la elevada
bioaccesibilidad que presenta el Zn. La carne bovina, en particular los cortes estudiados, serian

una fuente muy importante de este elemento para la dieta.

Nuevamente a modo de ejemplo, tomando los resultados obtenidos para este conjunto de
muestras, considerando una ingesta de 200 g de asado y la bioaccesibilidad del nutriente, se
estarian aportando entre 18 — 37 mg cubriendo ampliamente el IDR de 11 mg/dia de adultos para
este elemento (NIH, 2020d).

En cambio con el cuadril, que es el corte que posee menor cantidad de Zn de los dos estudiados,
si se considera una ingesta de 200 g de carne, se estaria realizando un aporte entre 8 — 24 mg.

Cubriendo también la IDR de este nutriente.

En cuanto a las FB obtenidas para el Cu, si bien se observaron diferencias entre los cortes asado y
cuadril, no se observaron diferencias significativas entre los distintos puntos de coccion. Para
evaluar si las diferencias entre ambos cortes eran significativas, se realizé una prueba t de Student
de comparacion de medias. Sin embargo, para una confianza del 95% la medias resultaron ser
estadisticamente equivalentes. Los valores tepeiments = 0,73 para los cortes de asado y de cuadril
POCO COCIdOS Y texperimentas = 0,73 para los cortes muy cocidos, fueron en ambos casos menores al
valor tiesico (0,05; 14)=2,05.

Finalmente, en lo que tiene que ver con el aporte de Cu a la dieta, la ingesta de 200 g de asado
aportaria entre 57 — 119 ug, teniendo en cuenta el promedio de la FB entre poco y muy cocido.

Esto corresponderia al 6 — 13% de la IDR para hombres y mujeres adultos (NIH, 2020c).

En lo que respecta al consumo de cuadril, la ingesta de 200 g aportaria entre 119 — 296 ug.
Teniendo en cuenta el promedio de la FB, esto corresponderia a un 13 — 33% de la IDR para
hombres y mujeres adultos, siendo este Ultimo corte una mejor fuente de Cu. Esto se debe a que
el corte posee una mayor cantidad de este nutriente, ademas de un mayor FB, si bien la misma no

es estadisticamente diferente a la del asado.
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En la Tabla 5.34 se presentan los resultados descritos anteriormente, con respecto al aporte de Cu
y Zn en el IDR. Se puede observar el rango de los valores obtenidos, discriminando el punto de
coccién. Estos hallazgos son de gran importancia para la evaluacion de la carne bovina desde el
punto de vista de sus propiedades nutricionales y del papel que puede jugar en el desarrollo de
una dieta saludable y balanceada, aportando al organismo los nutrientes esenciales para su
correcto funcionamiento. Como se ha aclarado, para un estudio mas completo deben analizarse un

mayor numero de muestras.

Tabla 5.34: Contribucion de Cu y Zn en el consumo de carne bovina

Elemento IDR (mg/dia) Aporte del asado (mg/200 g) | Aporte del cuadril (mg/200 g)
MC PC MC PC
Cu 0,9 0,06 -0,11 0,07 -0,12 0,12-0,27 0,13-0,27
Zn 11 (H)/ 8 (M) 21-35 18 — 37 8-21 10-24

H) Hombre, M) Mujer; PC: poco cocido; MC: muy cocido

Los métodos de simulacion de la digestion gastrointestinal, como el presentado en este trabajo de
tesis, fueron realizados de forma estatica, es decir considerando cada etapa en forma
compartimentada, no pudiéndose imitar la dindmica compleja del proceso digestivo o las
interacciones fisioldgicas con el huésped. A modo de ejemplo, para la fase gastrica, el pH se
mantiene constante y hay una falta de adicion gradual de jugo gastrico y una ausencia de vaciado
gastrico gradual. Ademas, la actividad enzimatica en cada fase digestiva se mantiene constante,
independientemente del tipo de alimento y de si el mismo contiene cantidades altas o bajas de
proteinas, lipidos y carbohidratos. La fase intestinal se trata como una fase en lugar de las fases
secuenciales duodenal, yeyunal e ileal, que exhiben diferentes diluciones, contenido mineral, pH,
actividades enzimaticas y contenido microbiano. A pesar de todo esto, la comparacion con
métodos /in vivo ha demostrado una buena correlacién con el método INFOGEST en los puntos
finales de cada fase de la digestion (INFOGEST, 2019).
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6) Conclusiones

Se desarrollo un nuevo método de preparacion de muestras, basado en una extraccion alcalina
con TMAH asistida con calentamiento en bafio térmico, que resultd ser eficiente para la extraccion
cuantitativa de Cd, Cu, Mo y Zn en muestras de carne bovina, proporcionando disoluciones
homogéneas que pudieron ser analizadas exitosamente mediante espectrometria de absorcion
atémica. El método propuesto resultd sencillo, preciso y veraz, proporcionando resultados
confiables. Ademas, se requirieron pequefias cantidades de muestra y reactivos, lo que genero
bajas cantidades de residuos, alineandose de esta forma en cierta medida con los principios de la
Quimica Analitica Verde. Por lo tanto, el método puede postularse como una alternativa a los

tratamientos clasicos que conllevan digestiones con acidos minerales concentrados.

Si bien no fue posible la determinacién cuantitativa de Pb y Se utilizando este método de
extraccion, estos elementos fueron determinados utilizando una digestion acida asistida por
microondas y posterior determinacion por espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente. Esta parte del trabajo se desarrolld en el marco de una pasantia en Brasil en la
que se pudo acceder a técnicas de primer nivel, no disponibles para investigacién universitaria en
nuestro pais, y donde se adquirieron nuevos conocimientos. Esto remarcé la importancia de las

instancias de intercambio con otros grupos de investigacion.

De esta forma, se cumplié con el objetivo principal de la tesis, el cual estaba centrado en el
desarrollo de métodos analiticos que involucraran tratamientos alcalinos para la preparacion de
muestras de carne bovina, que permitieran la determinacion de elementos esenciales y

potencialmente toxicos.

Se debe destacar la importancia de los desarrollos realizados a lo largo de este trabajo de tesis, los
cuales nos dejan como legado la disponibilidad de métodos analiticos validados y confiables, para
la evaluacion de la calidad e inocuidad alimentaria de este preciado alimento, tan importante para

la industria nacional.

Los datos obtenidos tanto con el método propuesto como con el método clasico, son muy
importantes en lo que respecta a la evaluacion de la seguridad alimentaria del alimento,

relacionada con el contenido de elementos esenciales y elementos potencialmente tdxicos.

En cuanto a la evaluacion de inocuidad del producto, los niveles de Cd y Pb en las muestras crudas
analizadas cumplieron con los limites maximos establecidos por la normativa del MERCOSUR
vigente. De esta forma, se garantizd la inocuidad alimentaria de las muestras analizadas con

respecto a estos contaminantes inorganicos.
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En relacion a la evaluacion de calidad del producto, los valores de Cu y Zn obtenidos en las
muestras de carne cruda analizadas, fueron acordes a los reportados en la literatura existente
sobre carne bovina uruguaya, y constituyen una actualizacién de la informacién sobre este
producto de gran relevancia para el sector productivo. Los niveles de Se fueron acordes a los
obtenidos previamente por el grupo de investigacién, no asi como de otros grupos a nivel
nacional. Por su parte, los valores de Mo obtenidos constituyen los primeros reportados en estos
cortes, siendo acordes a los niveles reportados previamente en otros cortes por parte del grupo de
investigacién. Asimismo, se realizd a modo de ejemplo un una evaluacion del valor nutricional con
los valores obtenidos en las muestras crudas. Considerando una ingesta de 200 g de carne diaria
se estaria aportando entre 10 — 76% de la IDR de Se y entre 5 — 11% de la IDR de Mo.

En cuanto a los estudios de bioaccesibilidad simulada /n vitro, los mismos resultaron ser exitosos,
obteniéndose valores de FB para Cu en acuerdo con la literatura. Por su parte, los valores de Zn
resultaron ser mas elevados a los reportados en la literatura. Sin embargo, esta diferencia pudo
deberse a que se trataban de distintos cortes, cocidos a distintos puntos de coccién y a que fueron
pocas muestras las analizadas durante la tesis. Teniendo en cuenta los respectivos valores de FB
obtenidos, la ingesta de 200 g de carne aportaria una cantidad que cumpliria ampliamente con la
IDR de Zn, reafirmando que la carne vacuna es una fuente de Zn excelente, mientras que
aportaria hasta un 33% de la IDR de Cu para adultos. Ademas, los resultados aqui obtenidos, no
presentaron diferencias significativas en cuanto al aporte nutricional de Cu y Zn al variar entre los

corte asado y cuadril, ni al variar entre el tipo de coccion poco y muy cocido.
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7) Perspectivas

Como se comentara previamente, existen reportes relacionados con la determinacion de Se
mediante ETAAS, luego de la aplicaciéon de tratamientos alcalinos con TMAH, que utilizan
modificadores quimicos diferentes a los probados a lo largo de este trabajo de tesis. En este
sentido, surge como una de las perspectivas, la posibilidad de explorar un poco mas sobre el
funcionamiento de estos modificadores quimicos, con el objetivo de verificar si la extraccion

alcalina es eficiente para la extraccion cuantitativa de este nutriente.

En lo que respecta a las extracciones alcalinas en general, seria interesante poder continuar con
estos estudios en el marco del Grupo GATPREM, por ejemplo, en lo que respecta a el uso de ondas
de ultrasonido, tanto con bafios como con una sonda, proponiendo nuevos disefios experimentales

y otras matrices de trabajo.

Otra perspectiva esta relacionada con la evaluacion de la bioaccesibilidad de Se en muestras de
alimentos. Esta linea seria interesante, ya que por ejemplo, los reportes encontrados a nivel
nacional de Se en carne fueron evaluados en otras condiciones a las aqui presentadas, como ser
los cortes y las formas de coccidn y los resultados reportados ya tienen varios anos y varian

mucho.

Recientemente, el grupo de investigacién publicé un articulo en el cual se realiza la determinacién
de Mo en muestras de carne, utilizando una estrategia de extraccion liquido-liquido. En este
sentido, otra perspectiva podria relacionarse con la evaluacién de la bioaccesibilidad de Mo, u

otros elementos traza, utilizando por ejemplo esta forma de pre-concentracion.
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ANEXO |

Condiciones experimentales (MIP OES) para la determinacion de Cu y Zn

Elemento Longitud de onda (nm) Posicion de lectura Flujo de nebulizador (L min)

Cu 324.75 0 1

Zn 213.86 0 0,45

Parametros de validacion para determinaciones mediante mediante MIP OES.

Parametro Cu Zn
Rango lineal mg L™ 0,009-2,0 0,27 -2,0
LD (mg kg?) 0,17 0,46
LC (mg kg?) 0,51 1,54
Veracidad (n=10) 97,9 93,2
£ experimental -0,79 -2,2
Precision (RSD%, n=6) 3,3 2

t experimentai: Prueba t de Student, t (0,05, 10) = 2,26. LD y LC calculados a partir de sefiales de blanco y

utilizando criterio 3 y 10s. Veracidad evaluada con CRM de musculo bovino.

Condiciones experimentales (HG-MIP OES) para la determinacion de Se por el método de

referencia.

Elemento Longitud de onda (nm)  Posicion de lectura Flujo de nebulizador (L min™)

Se 196,03 -70 0,45

Uso de camara comercial MSIS (Agilent)

Parametros de validacion del método de referencia mediante HG-MIP OES.

Parametro Linealidad LD LC Precisién (n=6) Veracidad*

Resultado 5,0 -50,0 pgL* 0,032 mg kg® 0,098 mg kg™ 10% 76-93%

*R(%) comparado con el valor certificado del CRM.
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ANEXO lI

Parametros operativos utilizados en Agilent 7800 Quadrupole ICP-MS.

Parametro Condicion
RF aplicada (kW) 1.55
Flujo de gas Plasma (L min™) 15
Flujo de gas auxiliar (L min™) 1.00
Flujo de gas carrier (L min™) 1.02
Flujo de carrier gas en modo HMI (L min) 0.40 gas
Flujo de gas HMI (L min™) 0.62
Profundidad de muestreo (mm) 8.0
Flujo de gas He en celda de colision (mL min™) 4.5
Tiempo de integracion (s) 3.0
Nebulizador Mira-Mist
Spray chamber Scott type — double pass

NUmero de replicas

3
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ANEXO Il

Estudio de la variacidn de la concentracién de los elementos en el tiempo.

Dia2mg Dia6mg

, . .
Muestra Elemento Dia 1 mg kg kg™ kg™ RSD%
2,3 - 2,4 3
_ CRM (M) Cu (324.754 nm)
Medio Zn (213.856 nm) 122,3 - 115,7 3,9
basico
Cu (324.754 nm) 22,2 - 17 18,8
RM(H) zn (213.856 nm) 131,5 - 114,1 10
Mo (202.030 nm) 3,7 - 3,8 1,9
Cu (324.754 nm) 1,64 1,28 - 17,4
CRM (M)
Zn (213.856 nm) 89 87 94 4
Cu (324.754 nm) 162 154 151 3,7
RM(H)  zn (213.856 nm) 97 88 128 20,1
Mo (202.030 nm) 3,6 2,62 3,18 15,7
Cu (324.754 nm) 1,34 1,26 - 4,4
Medio 6301 75 (213.856 nm) 118 127 116 4,9
acido
Mo (202.030 nm) 1,2 0,29 1,22 58,8
Cu (324.754 nm) 1,86 1,74 - 4,7
7401 75(213.856 nm) 117 113 122 3,8
Mo (202.030 nm) 0,13 0,27 1,09 104,4
Cu (324.754 nm) 2,2 - - -
7301 7 (213.856 nm) 107 - 126 11,5
Mo (202.030 nm) 0,46 - 1,15 60,6

CRM (M): Material de referencia certificado de musculo bovino; RM (H): material de referencia de
higado bovino .

Hay muestras que no fueron evaluadas al segundo dia de ser tratadas con el TMAH. Los resultados
muestran que hay un cambio aleatorio en la concentracion de los analitos, pero que es mas critico

si la solucion es neutralizada. Es decir que la solucion basica es mas estable en el tiempo.
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ANEXO IV

Humedad Mo (mg kg™) base

S€cCa

Mo (mg kg*) base
fresca

Se (mg kg™)
base seca

Se (mg kg™) base
fresca

Muestra (%)
1 76,1
2 76,0
3 71,2
4 78,0
5 75,5
6 70,1
7 74,7
8 77,8
9 76,5
10 78,2
11 75,8
12 74,6

0,0616 + 0,0029

0,07446 = 0,00066

0,0396 + 0,0090
0,0689 + 0,0035
0,0714 £ 0,0024
0,0837 + 0,0081
0,0502 + 0,0036
0,0756 + 0,0045

0,07218 + 0,00024 9 016962 + 0,000056

0,0690 + 0,0043
0,0677 + 0,0024

0,01472 + 0,00069

0,01787 + 0,00016
0,0114 £+ 0,0026
0,01516 = 0,00077
0,01749 + 0,00059
0,0250 + 0,0024
0,01270 + 0,00091
0,0168 + 0,0010

0,01504 + 0,00094
0,01638 + 0,00058

0,06934 +0,00069 (01761 + 0,00017

0,212 £+ 0,009
0,157 £ 0,003
0,186 + 0,008
0,151 £+ 0,007
0,275 £ 0,012
0,426 £ 0,013
0,276 £ 0,011
0,180 + 0,008
0,146 £+ 0,006
0,120 £ 0,003
0,870 £+ 0,022
0,785 + 0,021

0,0507 + 0,0021
0,03768 % 0,00072
0,0536 + 0,0023
0,0332 + 0,0015
0,0674 + 0,0029
0,1274 + 0,0039
0,0699 + 0,0028
0,0400 + 0,0018
0,0343 + 0,0014
0,02616 + ,00065
0,2105 + 0,0053
0,1994 + 0,0053
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RESUMEN

Se determino el contenido de selenio (Se) antes y después del proceso de coccion
en tres cortes de carne vacuna (asado, cuadril y bola de lomo) provenientes de

20 animales. Los distintos cortes fueron sometidos a dos puntos de cocciéon. Cada

corte fue dividido en varias porciones y se realiz6 la coccién en plancha y horno.

El tratamiento de las muestras consistioé en una digestion asistida con microondas
y posterior determinacion de Se mediante espectrometria de emisién atémica con
plasma inducido por microondas acoplado a generacion de hidruros (HG-MIP
OES). El método analitico propuesto fue validado, resulté adecuado para el fin
definido y present6 ventajas respecto a los métodos habitualmente utilizados en
los laboratorios de analisis.

Los puntos de coccién se establecieron evaluando la pérdida de peso (desde 8

hasta 35%). Los resultados indican que la carne vacuna aporta entre 20 y 26% del
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requerimiento diario de Se de un adulto. Este porcentaje se mantiene sin cambios
significativos aun luego de una pérdida de peso de hasta un 35%, por lo que se
concluye que la cocciéon no influye en el aporte de selenio a la dieta.

PALABRAS CLAVE: Selenio, valor nutricional, carne vacuna, coccién.
ABSTRACT

Selenium (Se) content was determined, before and after the cooking process, in three
cuts of beef (rib plate, rump and knuckle) from 20 animals. Each cut was divided
into several portions and cooked in a cooking plate and oven. Sample preparation
consisted of a microwave assisted digestion and subsequent determination of Se by
means of atomic emission spectrometry with microwave induced plasma coupled
with hydride generation (HG-MIP OES). The proposed analytical method was
validated and resulted suitable for the purpose presenting advantages compared to
the standard methods commonly used in food analysis.

The cooking points were established by evaluating the weight loss (from 8 to 35%).
The results indicate that beef provides between 20 and 26% of the daily intake
requirement of Se of an adult. It was observed that this percentage remains with-
out significant changes even after a weight loss of up to 35%, thus concluding that
cooking does not influence the contribution to the diet of this trace element.
KEYWORDS: Selenium, nutritional value, beef, cooking.

RESUMO

O teor de selénio (Se) foi determinado antes e apds o processo de cozimento em
trés cortes de carne bovina (placa de costela, quadril e lombo) de 20 animais. Os
diferentes cortes foram submetidos a dois pontos de cozimento. Cada corte foi divi-
dido em varias porgoes e o cozimento foi feito em chapa e forno. O tratamento da
amostra consistiu em digestao assistida por microondas e subsequente determinacgéo
de Se por espectrometria de emissdo atdomica com plasma induzido por microondas
acoplado & geragéo de hidreto (HG-MIP OES). O método analitico proposto foi
validado e adequado para a finalidade proposta, apresentando vantagens sobre os
métodos comumente utilizados nos laboratoérios de anélise.

Os pontos de cozimento foram estabelecidos avaliando-se a perda de peso (de 8
a 35%). Os resultados indicam que a carne bovina fornece entre 20 e 26% da ne-
cessidade diaria de Se de um adulto. Essa porcentagem permanece sem alteragoes
significativas, mesmo ap6s uma perda de peso de até 35%, portanto, conclui-se que
o cozimento nao influencia a contribuigdo do selénio na dieta.

PALAVRAS-CHAVE: Selénio, valor nutricional, carne bovina, cozimento.
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INTRODUCCION

En las ultimas décadas se ha desarrollado en forma creciente el conocimiento acerca
del papel que tienen en la nutricion humana diversos minerales traza (micronu-
trientes). Existe actualmente considerable investigacion acerca del rol que juega el
selenio (Se) en relacion con la salud humana. El Se forma parte de metaloenzimas
involucradas en diversos procesos metabolicos, tanto en animales como en vegetales
(Hefnway, et al., 2008). Existen estudios que demuestran la asociacion entre la de-
ficiencia de Se y la aparicion de ciertas enfermedades, entre ellas la enfermedad de
Keshan (una afeccion cardiaca), la Enfermedad de Kashin-Beck (una osteoartropatia)
y el cretinismo mixedematoso endémico, que causa retardo mental (Thomson, 2004;
National Institute of Health, NIH, 2019). El RDA (Recommended Dietary Allowance)
aceptado en Estados Unidos va desde 20 yg/dia para nifios de hasta 3 afios hasta
55 ug/dia para adultos. Estos valores se ven incrementados en el caso de la mujer
embarazada o en el periodo de lactancia (Food and Nutrition Board, 2011).

La carne constituye una importante fuente de proteinas de alto valor biologico que
proporciona todos los aminoacidos indispensables, fundamentales para el crecimiento,
desarrollo y mantenimiento de las funciones vitales que permitirian un adecuado
bienestar y salud. Es también una excelente fuente de micronutrientes (vitaminas,
minerales y oligoelementos), que a menudo son limitantes en la dieta, como la vitami-
na A, hierro, zinc, cobre, selenio y otros compuestos bioactivos (Alfaia, et al., 2013).

Segin las tltimas estadisticas publicadas por el Instituto Nacional de Carnes
(INAC), el 85% de las exportaciones de carne uruguaya corresponden a carne bovina
(Instituto Nacional de Carnes, 2018). Ademas, Uruguay es uno de los paises que
més carne consume en el mundo, 100,9 kg/hab. /afio de las especies bovina, ovina,
aviar y porcina, y se destaca en particular la carne bovina, con 59,2 kg/hab./afio
(Instituto Nacional de Carnes, 2018).

Los tratamientos térmicos pueden mejorar el valor nutricional de la carne, hacien-
do que aumente la bioaccesibilidad de los nutrientes o se generen pérdidas de estos
por procesos de lixiviacion (Lombardi Boccia, et al., 2005; Lopes, et al., 2015; Goran,
et al., 2016). Existen dos estrategias generales de coccién por transferencia de calor
que incluyen cocinar con calor seco o calor hiimedo. Las cocciones en seco utilizan
aire caliente para conducir el calor y los alimentos se cuecen en su propio jugo. Tales
métodos de coccion incluyen horneado, asado y asado a la parrilla, métodos de coccién
tradicionales que causan cambios inevitables en la cantidad de nutrientes disponibles
(Alfaia, et al., 2013; Campo, et al., 2013; Dominguez, et al., 2015). Lombardi-Boccia et
al. (2005) reportaron los porcentajes de retencion para Fe, Cuy Zn de algunas carnes
de Italia segiin el método de coccién y hallaron que para estos elementos el contenido
total variaba luego de determinadas cocciones (Lombardi-Boccia, et al., 2005).

Se ha estudiado la distribucién geografica de los niveles de selenio en los suelos
y se ha encontrado que algunos paises, de forma notable China, presentan bajos
niveles, asociados con la aparicion de las enfermedades mencionadas anteriormente
(Saadoun, et al., 2019). Investigadores uruguayos reportaron niveles de Se en cortes

de carne vacuna de la raza Hereford y Bradford y encontraron valores de Se en
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carne cruda que podrian aportar hasta el 100% del requerimiento diario para un
adulto si se consumen 100 g (Cabrera, et al., 2010; Ramos, et al., 2012; Cabrera y
Saadoun, 2014). No obstante, no se han encontrado reportes que aporten informaciéon
sobre el contenido de este nutriente en el alimento luego de algiin tipo de coccion.

Con el objetivo de evaluar como afecta la coccion aplicada a algunos cortes
de carne vacuna de consumo popular en Uruguay, se estudi6 el porcentaje de re-
tencion del micronutriente luego de este proceso. Para ello se utilizé la ecuacion
descrita por Bognar y Piekarski (2000), en la que se relaciona la pérdida de peso
que sufre el corte luego de la cocciéon y la concentraciéon de selenio determinada
(Bognar y Piekarski, 2000).

MATERIALES Y METODOS
Muestras

Las muestras de carne vacuna fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de
Carnes (INAC). La correspondencia entre la carne y sistema de alimentacion fue
corroborada mediante la conexion del Sistema Electrénico de Informacion de la
Industria Céarnica (SEIIC) y el Sistema Nacional de Identificacion Ganadera (SNIG),
que garantizan la trazabilidad de todo el proceso. De alli también se obtuvo que la
edad media de los animales fue de 25 meses (novillos y vaquillonas), con un peso
en el rango de 109-153 kg (promedio de 139 kg) y procedentes principalmente de
los departamentos de Soriano, Lavalleja y Florida.

Se muestrearon 20 medias canales con 36 horas de maduracion sanitaria. El
50% de las medias canales provenian de animales con sistemas de alimentacion
terminados en pasturas, mientras que el otro 50% fue terminado a grano (feed-
lot). En el cuarteo se obtuvieron el asado, la herradura y el corte pistola. En las
Figuras 1 y 2 se muestran los cortes de uno de los muestreos. El asado y el corte
pistola fueron identificados mediante etiquetado para obtener correspondencia
entre los cortes a bajar en el desosado (cuadril y bola de lomo) y los asados pre-
viamente separados. La etiqueta de trazabilidad (SEIIC) acompaii6 los cortes en

todo el proceso (Figura 3).

Figura 1. Medias canales previo al cuarteo.
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Figura 2. Pistolas en cuarteo.

Figura 3.  Cortes identificados con etiqueta de trazabilidad (SEIIC).

En el desosado se bajaron los cortes y se retiraron de la linea de producciéon junto
con la etiqueta de trazabilidad. Se extrajo una porcion de aproximadamente 500 g
de cada corte asado (centro de la parrilla costal), cuadril (Biceps Femoral) y bola
lomo (musculo Vastus Intermedius). Las porciones se etiquetaron, se envasaron al
vacio y se llevaron a Facultad de Quimica en conservadoras refrigeradas.

En el laboratorio se realiz6 el deshuesado y desgrasado utilizando cuchillos de
acero inoxidable (440C), y posteriormente se dividi6 cada corte en tres porciones
de aproximadamente 100 g. Una de las porciones se analizé cruda y las otras dos
se sometieron a coccion para luego ser analizadas. Tanto la porciéon cruda como
las cocidas se homogenizaron y trituraron con picadora de cuchillas y fueron con-
servadas en tubo tipo Falcon®) en freezer (-18 °C) hasta el momento del analisis.

Una vez trituradas las muestras se secaron en estufa a 103 °C segtin método
AOAC 950.46 para obtener el producto seco y el contenido de humedad. Las
muestras secas fueron molidas hasta obtener un polvo fino con molino de cuchillas
(AOAC International, 2005).

Cocciones
Las cocciones se realizaron en plancha de aluminio con recubrimiento antiadherente

Teflon®) (Ufesa, modelo GR7451) y en horno eléctrico (Delne, modelo Te-5604 1). Se
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pesaron las muestras de cada corte (asado, cuadril y bola de lomo) antes y después
de la coccién para establecer la pérdida de peso en todos los casos. El proceso gene-
ral consisti6 en sellar el corte en una plancha, como primera etapa, hasta alcanzar
una determinada temperatura en el centro (Tabla 1) y posteriormente terminar la
coccion en horno. La temperatura se controlo en el centro de los cortes mediante
una sonda de temperatura (ThermaQ): la temperatura de la plancha fue 300 °C y
la del horno fue en promedio 250 °C.

Se busco obtener dos puntos de coccion: poco cocido y muy cocido. En la Tabla
1 se resumen las condiciones de temperaturas de coccion segtn el corte para ambos

puntos y en las Figuras 4 a 6 se muestra el aspecto del corte luego de la coccion.

TABLA 1.  Condiciones de coccién. PC: poco cocido; MC: muy cocido.

Tiempo Temperatura __, Temperatura Tiempo total
Punto Tiempo en el

. en plancha  al finalizar A al sacar del  de cocciéon
de coccion horno (min)

(min) sellado (°C) horno (°C) (min)

Asado PC 4 50 5 75 9
Asado MC 8 74 14 98 22
Cuadril PC 8 24 12 53 20
Cuadril MC 12 26 28 83 40
Bola de lomo PC 7 34 11 64 18
Bola de lomo MC 12 38 32 82 44

Figura 4.  Cortes de asado poco cocido (izquierda) y muy cocido (derecha).

Figura 5.  Cortes de cuadril poco cocido (izquierda) y muy cocido (derecha).
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Figura 6. Cortes de bola de lomo poco cocidos (izquierda)

y muy cocido (derecha).
Reactivos e instrumentacion

El material utilizado fue previamente descontaminado utilizando una disolucién de
HNO; (Merck pa) 10% v/v. Los patrones de calibracion de selenio se prepararon a
partir de una disolucion comercial de concentracion 1000 mg L-! (Carlo Erba). Se
utilizo agua calidad I segtin norma ASTM (resistividad no menor a 18,2 M2 cm)
obtenida de un sistema de purificacién de agua Millipore®). La digestion de las
muestras se realizo con HNO; (4,5 mol L-1). El acido se obtuvo mediante un proceso
de destilacion sub-boiling (Milestone, subClean) a partir de acido comercial. Todos
los demaés reactivos utilizados fueron de calidad para anélisis o superior.

Para la evaluacion de la veracidad de las determinaciones analiticas se utiliza-
ron dos materiales de referencia certificados: uno de musculo bovino ERM-BB184
(provisto por el Institute for Reference Materials and Measurements, Comision
Europea) y otro de higado bovino (SRM 1577¢ provisto por The National Institute
of Standards and Technology, NIST).

Para las digestiones se utiliz6 un digestor de microondas (CEM, Mars 6)
provisto con 12 vasos del tipo Easy Prep Plus@). Las determinaciones analiticas
fueron realizadas en un espectrometro de emision atémica con plasma inducido
por microondas (Agilent 4210 MIP OES) equipado con una antorcha estandar, y

camara de nebulizacién multimodo (MSIS®), Agilent) para generacion de hidruros.
Tratamiento de las muestras

El tratamiento de las muestras desarrollado consistié en una digestion asistida por
microondas: 0,5 g de muestra (seca y molida) se trataron con 10 mL de HNO; di-
luido 4,5 mol L% el uso de acidos diluidos para digestiones de muestras complejas
ha sido validado por nuestro grupo en trabajos previos (Machado, et al., 2016). El
programa de digestion fue: 15 minutos de calentamiento hasta 200 °C, manteni-
miento en 200 °C durante 15 minutos y enfriamiento posterior hasta temperatura
ambiente (potencia 400-1800 W).

Una vez concluida la digestion se realizo una etapa de prerreduccion para con-
vertir cuantitativamente todo el analito al estado de oxidaciéon IV para la posterior
formacion del hidruro correspondiente. Para esta etapa se tomaron 5 mL del digerido

y se agregd HC1 37% (m/v) (relacion muestra/4cido 1:1) en Erlenmeyer. La mezcla
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se coloco en plancha calefactora (a ebullicién controlada) durante 1 hora, posterior-
mente se dejo enfriar y se completo el volumen con agua ultrapura. La reducciéon
en linea para la generacion del hidruro correspondiente (H,Se) fue realizada con
NaBH, 2% (m/v) en NaOH 0,5% (m/v).

Determinacion de selenio

Las determinaciones se realizaron con la técnica de espectrometria de emisiéon atomi-
ca con generacion de hidruros (HG MIP OES), a la longitud de onda de 196,026 nm.
Las condiciones operativas fueron: caudal de nitrogeno 0,45 L min-! (obtenido a
partir de un generador Agilent 4107); velocidad de la bomba peristaltica 30 rpmy;
posicion de observacion de la antorcha -70, y tiempo de lectura 10 s.

Los patrones, las muestras y los blancos fueron sometidos al proceso de prerreduc-
cion descrito antes de la medicion. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado.

Dado que se trata de una técnica que no se utiliza como método estandar para
esta determinacion se realizo la correspondiente validacion. Se evaluaron los prin-
cipales parametros de desempefio (linealidad, limites de deteccion y cuantificacion,
precision y veracidad), siguiendo las recomendaciones de la Guia Europea de vali-
dacion Eurachem (Magnusson y Ornemark, 2014).

Los porcentajes de retencion de selenio luego de las cocciones fueron calculados
utilizando la guia de Bognar y Piekarski publicada en el aiio 2000. Se trata de una
guia informativa muy completa sobre la evaluacion y calculo de los porcentajes de
retencion de minerales (y otros nutrientes) en platos preparados luego de algin
tipo de coccion, tomando como referencia una porcion de 100 g y contemplando
en el calculo la pérdida de peso de la pieza durante el proceso de coccion (Bognar
y Piekarski, 2000). La ecuacion utilizada fue:

Contenido del nutriente/100 g de carne cocida x peso (g) de la carne cocida

%R = x 100

Contenido del nutriente/ 100 g de carne cruda x peso (g) de la carne cruda

RESULTADOS Y DISCUSION
Validacién del método analitico

El uso de la técnica HG-MIP OES para la determinacion de Se en muestras complejas
es novedoso y se requiere la validacion completa del método analitico antes de utili-
zarlo para cualquier aplicacion. Se trata de una técnica alternativa a las utilizadas en
los métodos citados en el compendio de normas AOAC Internacional (AOAC 986.15;
AOAC International, 2016) que evita el uso de gases inflamables y costosos en el

laboratorio. En la Tabla 2 se resumen los parametros de desempeiio obtenidos.
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TABLA 2. Parametros de desempeio de la validacion analitica

(Magnusson y Ornemark, 2014).

Parametro Resultado

Linealidad (rango estudiado) 5,0-50 ug L
Limite de deteccion 0,032 mg kg! (1,6 pg L)
Limite de cuantificacion 0,098 mg kg! (4,9 pg L)
Precision (RSD %, n=6) 10%

Veracidad (% de recuperacion comparado
con el valor certificado de los materiales de 76 - 93%
referencia certificados)

Cuando se trabajo con determinaciones del orden de las partes por billon (ppb),
de acuerdo con la relaciéon de Horwitz, la precision y la veracidad obtenidas fueron
buenas (Rivera y Rodriguez, 2010). El limite de cuantificaciéon obtenido fue apropiado
para la determinacion de Se en muestras de carne, y se pudo determinar niveles muy
bajos de este elemento, lo cual no habia sido reportado antes en la literatura con esta
técnica. Los resultados obtenidos fueron adecuados para los fines propuestos porque
demuestran que el método es exacto (preciso y veraz) para la determinacion de Se

a nivel de trazas y que se puede utilizar como alternativa a los métodos estandar.

Contenido de selenio en carnes antes y después de la cocciéon
Se realizaron las determinaciones de Se en 180 muestras (tres cortes, crudos,

poco cocidos y cocidos de 20 animales) y se obtuvieron los resultados que se resu-

men en la Tabla 3.

TABLA 3.  Contenido de Se en diferentes cortes de carne vacuna (n = 20 para

cada corte). Los resultados se expresan como el promedio de todos

los animales + desviacion estandar (base seca).

Crudo Poco cocido Muy cocido

(mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)

Asado 0,038 £ 0,004 0,038 & 0,004 0,044 £+ 0,004
Cuadril 0,041 £ 0,004 0,043 &+ 0,004 0,047 + 0,005
Bola de lomo 0,044 + 0,005 0,041 %+ 0,005 0,044 %+ 0,005

Los resultados se expresan en base seca a los efectos de que puedan compararse

entre los tres cortes, y puede observarse que el contenido de Se es bastante similar
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en todos ellos. Estadisticamente se verifico que los valores, comparando los pro-
medios entre cortes y segtn el punto de coccion, no difieren significamente entre si
mediante test ¢ (0,05;20) (t i = 2,023; t careutado = -0,118).

El contenido en los cortes crudos es significativamente menor a los reportados
por varios autores en publicaciones anteriores en carnes crudas uruguayas (Cabrera,
et al., 2010; Ramos, et al., 2012; Cabrera y Saadoun, 2014). Estos autores reportaron
niveles de selenio en el rango de 0,049 a 0,130 mg/100 g en base fresca (aproximada-
mente 0,20 a 0,52 mg/100 g base seca), sin embargo, se debe tener en cuenta que la
variabilidad en el contenido de Se es muy grande segtn la edad de los animales y la
zona donde fueron alimentados con pasturas. Como ejemplo se puede mencionar que
durante los muestreos se recibieron cortes de dos animales de mayor edad (53 y 56
meses) y se notd un aumento en el contenido de Se (estos no fueron considerados en
los resultados presentados). Por otra parte, los trabajos mencionados no se refieren
a los mismos cortes, ni se describe claramente la edad de los animales. Los resulta-
dos obtenidos si son concordantes con los reportados a nivel internacional (0,021-
0,033 mg/100 g) en las tablas de alimentos noruegas NORFOODS (Norwegian Food
Safety Authority, 2018) y con niveles reportados en Europa (Demirezen y Uruc, 2006).

No se observaron diferencias significativas entre los valores obtenidos de los
animales cuya terminacion fue con pastura o con grano (verificado mediante test
t-Student, nivel de confianza 95%, n =10 animales de cada sistema de alimentacion).

A los efectos de evaluar la retencion de Se en los diferentes cortes se tomaron como
valores de partida aquellos obtenidos para los cortes crudos y se compar6 con los obte-
nidos en los cortes cocidos. La ecuaciéon de Bognér y Piekarski se aplico para cada una
de las muestras analizadas segtn la pérdida de peso de cada muestra durante la coccién.
Los resultados obtenidos (porcentaje de retencion, %R) segin el corte y el punto de
coccién se presentan en la Tabla 4. Cabe mencionar que resulta muy dificil alcanzar
en todas las muestras el mismo porcentaje de pérdida de peso en cada punto, por lo
cual se fue registrando y sistematizando el proceso para obtener siempre dos puntos
bien definidos, tanto por el aspecto como por la temperatura, al final del proceso en
el centro del corte (Tabla 1). Los resultados de %R obtenidos para cada corte y para
cada punto de coccion se promediaron y se expresan en la Tabla 4. El procesamiento
de las carnes se realiz6 tomando en consideracion cémo lo harfa un consumidor en su

domicilio o en un restaurante. No se agregaron sal ni otros condimentos.

TABLA 4. Porcentaje de retenciéon promedio de Se en cortes de carne vacuna
segtn dos puntos de coccion (Bognar y Piekarski, 2000).

Poco cocido Muy cocido

(pérdida de peso entre 8 y 12%) (pérdida de peso entre 20 y 33%)

Asado 101 +8 104 £8
Cuadril 9147 83+ 7
Bola de lomo 86+ 7 90+7
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Considerando los resultados obtenidos y su correspondiente incertidumbre
asociada, se puede observar que en general no existen pérdidas significativas del
nutriente, aun cuando se alcanza un porcentaje de pérdida de masa de 33% (lo cual

se corresponde con un punto bien cocido).
Informacién nutricional

Existen gufas que reportan valores de ingestas dietéticas de referencia (IDR) y
que contienen tablas con los niveles de ingesta recomendada de los oligoelementos,
entre otras informaciones relevantes para la nutriciéon. El valor de IDR es el nivel
promedio diario de ingesta suficiente por medio de la dieta necesario para satisfacer
los requerimientos de nutrientes de casi todas las personas sanas (97-98%) en un
grupo (National Institute of Health, NIH, 2011).

En la Tabla 5 se muestran los valores de IDR para Se segtn la etapa de la vida.

TABLA 5. IDR de Selenio en la dieta segiin las edades, expresadas
en microgramos por dia. Los grupos por edades se refieren

a hombres y mujeres.

Grupos segin edades IDR pg/dia

1 a 3 afos 20

4 a 8 afios 30

9 a 13 afios 40

14 hasta més de 70 aiios 55
Embarazadas 60
Mujeres en etapa de lactancia 70

Los estudios sobre valor nutricional de un alimento deben evaluar las concen-
traciones de los nutrientes en la forma en que el alimento puede ser consumido,
en el caso de la carne vacuna se consume cocida (el punto de coccion es a gusto
del consumidor). Al analizar los resultados obtenidos, segin el contenido de Se
en cada corte y la cocciéon y la IDR por edades, es posible tener una idea del
porcentaje de la necesidad diaria que este alimento puede cubrir. Para esto se
consideré una porciéon de 100 g de carne en todos los casos. En la Tabla 6 se

presentan los resultados.
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TABLA 6. Porcentaje de la IDR cubierta segiin franja etaria por porciéon

de 100 g del alimento cocido. PC: poco cocido, MC: muy cocido.

4a8 9al3d 14 hasta mas Mujeres en
Cortes - ~ ~ Embarazadas .
anos anos de 70 afos etapa de lactancia
Asado PC 37 27 20 18 16
Asado MC 44 33 24 22 19
Cuadril PC 41 31 22 20 18
Cuadril MC 48 36 26 24 20
Bola de
lomo PC 39 29 21 19 17
Bola de
lomo MC 44 33 24 22 19

Con base en estos resultados se demuestra que la carne vacuna es una buena
fuente de Se en la dieta. Esto se reafirma considerando que la bioaccesibilidad del
elemento en carne es entre el 75 y 91% (Ramos, et al., 2012). En un pais como
Uruguay es frecuente que se consuman mas de 100 g en una comida por parte de
un adulto y que esto ocurra con frecuencia en la semana. Si se considera que los
niflos de entre 4 y 8 aflos ya consumen este alimento en diversas formas, el aporte
es ain mayor.

El consumir la carne menos cocida, lo que generalmente se denomina “bien
jugosa”, con el centro de color rojo, o hacerlo en forma més cocida, “bien cocida”
o “pasada’, no afecta significativamente el contenido del elemento en el alimento.

Este tipo de estudios se podra extender a un mayor nimero de muestras, pero
por las tendencias que se muestran en este trabajo es de esperar que se mantengan.
Si bien el trabajo abarca pocas muestras, estas se han obtenido a lo largo de un
periodo de casi dos afios, y dado que el selenio es un elemento muy variable en
los suelos y pasturas segtn la estacion y region geografica, es importante que se
realicen en periodos cortos de tiempo y a largo plazo para hacer un seguimiento a

la situacion e informar al sector productivo de los resultados.
CONCLUSIONES

Se pudo concluir que la concentraciéon de selenio en los cortes luego de la coccion
no se vio significativamente afectada, por lo cual el valor nutricional se mantuvo.
Se confirmé que la carne vacuna es una buena fuente de selenio en la dieta.
Adicionalmente se desarroll6 y validé un método analitico simple y econdémico
para la determinacion de selenio en muestras de carne vacuna.
Este tipo de estudios se consideran de importancia para el sector productivo y
para la poblacién en general debido a que el valor nutricional de los alimentos debe

evaluarse en las formas en las que estos habitualmente se consumen.
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Abstract

An alkaline sample treatment using tetramethylammonium hydroxide was optimized and validated for the determination of Cu,
Mo, and Zn in beef samples from Uruguay, aiming to contribute to the food quality evaluation of this product. The optimization
of the developed method was performed by means of multivariate experiments. Copper and Zn were determined by flame atomic
absorption spectrometry and Mo was determined by electrothermal atomic absorption spectrometry. The proposed method
consisted of adding 5.0 mL of ultrapure water to 0.25 g of the sample, followed by 1.5 mL of tetramethylammonium hydroxide
25% w w ' and 60 min at 85 °C in a water bath. After centrifuging, the obtained solution can be used for the analytical
determinations of the three elements. Certified reference materials were analyzed and a comparison with microwave-assisted
acid digestion was performed to guarantee reliability. At the 95% significance level, the obtained results were statistically
equivalent to the certified values and to those obtained by total acid digestion for all the studied elements. Analytical precision
expressed as relative standard deviation was less than 8% in all cases. Copper, Mo, and Zn were determined in Uruguayan beef
samples using the proposed alkaline method. Besides, novel information concerning Mo levels was presented in this work.

Keywords Beef - Micronutrients - Alkaline sample treatment - Atomic absorption spectrometry

Introduction

Beef is an important source of proteins with high biological
value. It provides all the essential amino acids required for the
proper development and maintenance of vital functions. Since
the human organism is not able to synthesize these essential
amino acids, they must be available through the diet. Beef is
also a good source of micronutrients such as vitamins, min-
erals, and trace elements, which are often limiting in the diet
(Alfaia et al. 2013).

From an economic point of view, according to the latest
statistics published by the National Meat Institute (INAC),
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about 81% of Uruguay’s meat exports correspond to beef
(INAC 2020). Besides, Uruguay is one of the higher meat
consumers in the world, with 97.7 kg/inhabitant per year con-
sidering bovine, ovine, avian, and porcine species. Beef con-
sumption is about 56.9 kg/inhabitants per year. Among the
most consumed cuts are the top sirloin and the rib plate
(INAC 2018, 2020).

To evaluate beef quality, it is necessary to determine the
content of nutrients associated with highly consumed cuts.
Copper and Zn are essential elements present in beef. These
elements are part of metalloenzymes involved in various met-
abolic processes (National Research Council 2005).
Molybdenum is essential as well, as it is a cofactor of enzymes
such as sulfite oxidase, xanthine oxidase, and aldehyde oxi-
dase, while its role is strongly associated with the levels of Cu
and Zn (Machado and Tissot 2020). Previous studies have
reported Cu and Zn content in Uruguayan beef cuts (Cabrera
et al. 2010; Ramos et al. 2012; Cabrera and Saadoun 2014;
Piston et al. 2020); however, there is no information about Mo
levels. In general, there are few publications about Mo in beef
worldwide (Vazquez-Gonzalez et al. 1989).

Since different varieties of meat can be a good source of Cu
and especially Zn (Alfaia et al. 2013), it is interesting to
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develop rapid and straightforward analytical methods for their
efficient evaluation. Considering that elemental food compo-
sition data is important for consumers, as well as for health
professionals, the development of analytical procedures to
easily determine micronutrients in this product is of utmost
importance.

Currently, ecological aspects have led analytical chemists
to better review certain critical parameters in the development
of new methods, such as operating time, safety, the volume/
concentration ratio of solvents, and energy consumption,
among others. Green analytical chemistry is a concept of sus-
tainable development that attempts to eliminate or minimize
the environmental impact caused by the execution of analyti-
cal processes (Bendicho et al. 2012; Machado et al. 2016).
Special attention has been given to sample preparation
methods involving procedures with minimal handling and
time consumption, thus reducing analyte loss and potential
contamination.

In this regard, an alternative to classic sample preparation
methods, such as microwave-assisted acid digestion or dry
mineralization, for the preparation of beef samples, was de-
veloped. Tetramethylammonium hydroxide (TMAH) was
used as the extraction solvent, since it has been reported as a
good animal tissue solubilizer agent, capable of achieving
quantitative extractions of several elements from complex ma-
trixes (Nunes et al. 2013; Torres et al. 2016; Nobrega et al.
2006; Aranha et al. 2016).

The use of TMAH has been previously described for the
dissolution of animal tissues for the determination of metallic
ions by atomic spectrometry. It was firstly reported by Murthy
et al. for the digestion of rat liver, kidney, and hair samples
(Murthy et al. 1973). It was later reported by Julshamn and
Andersen as an alternative for digesting human muscle biop-
sies for the determination of several transition metals by elec-
trothermal atomic absorption spectrometry (ETAAS)
(Julshamn and Andersen 1979). The solubilization of biolog-
ical samples that contain fats may be carried out using TMAH,
prior to the determination of different analytes by flame atom-
ic absorption spectrometry (FAAS), inductively coupled plas-
ma optical emission spectrometry (ICP-OES), inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS), or ETAAS
(Nobrega et al. 2006). In this context, TMAH has been suc-
cessfully applied to perform simultaneous extractions of ma-
jor, minor, and trace elements from meat samples (Nunes et al.
2011, 2013).

In this work, an alkaline extraction method for the determi-
nation of Cu, Mo, and Zn using TMAH was developed. This
method was optimized using a multivariate design and vali-
dated for the determination of these elements in beef samples.

The obtained results were compared with those obtained
using microwave-assisted acid digestion being statistically
comparable. Thus, this method can be considered as an alter-
native to traditional acid sample preparation procedures. In
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addition, a very low volume of TMAH per sample is used
generating less dangerous residues and the extraction can be
carried out with low-cost laboratory materials and equipment.
The determination of essential elements such as Cu, Mo, and
Zn constitutes a valuable input to assess food quality of dif-
ferent beef cuts. Furthermore, the obtained results will provide
novel information about Mo levels in beef. To the best of our
knowledge, this is the first report describing an alkaline Mo
extraction method using TMAH for different beef cuts.

Materials and Methods
Reagents

Standard solutions for calibration curves were prepared by
serial dilution of a commercial atomic absorption solution
(1000 mg Lfl) of Cu and Zn (Fluka, NY, USA). In the case
of Mo, a 1000 mg kg ' stock solution was prepared from
ammonium molybdate (NH4)¢Mo0,0,4.4H,0O (Carlo Erba,
M1, Italy).

For the alkaline extraction procedure, TMAH 25% w w
in methanol (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) and
18.2 MQ cm ultrapure resistivity water (ASTM Type I) ob-
tained from a Millipore™ DirectQ3 UV water purification
system (and Milli-Q®, Millipore, Bedford, MA, USA) were
used. Standard solutions for calibration curves were prepared
using the same final TMAH concentration as the samples.

A commercial solution of palladium nitrate Pd(NO3),
(Merck, Darmstadt, Germany) containing 10 g L' and a com-
mercial solution of magnesium nitrate MgNO; (Merck,
Darmstadt, Germany) containing 20 g L' were used to pre-
pare the corresponding matrix modifiers for ETAAS
determinations.

Ultrapure HNO;5 used for ICP-MS and FAAS determina-
tions was obtained from a Milestone duoPUR quartz sub-
boiling distillation system (Milestone, Sorisole, Italy).

1

Analytical Determinations

Zinc and Cu determinations were performed by FAAS using a
Perkin Elmer AAnalyst 200 spectrometer (Perkin Elmer,
USA), operated at 213.86 nm (Zn) and 324.75 nm (Cu), re-
spectively. Hollow cathode lamps (Perkin Elmer, USA) were
operated as recommended by the manufacturer. A 10-cm
burner was used. The flame composition was acetylene
(2.5 L min ') and air (10.0 L min ).

Molybdenum determinations were performed by ETAAS
using a Thermo Scientific iCE 3500 spectrometer (Thermo
Scientific, MA, USA). A transversely heated graphite tube
furnace module (Thermo Scientific, MA, USA) was used.
The analytical line at 313.3 nm was employed, and integrated
absorbance was used for quantitation. Pyrolytically coated
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graphite tubes (Thermo Scientific, MA, USA) were
employed. Argon 99.998% (Praxair, Montevideo,
Uruguay) was used as the purge and protective gas at
a flow rate of 0.2 mL min ', except during atomization
step. Pyrolysis and atomization temperatures were set at
1800 °C and 2750 °C, respectively. The matrix modifier
employed for analytical determination was 5 pg of Pd.

Molybdenum determinations by ICP-MS were per-
formed using an Agilent 7800 Quadrupole ICP-MS
(Agilent Technologies, Japan) operated in No gas-HMI
and He-HMI acquisition mode. No gas mode means not
using the collision cell, and He mode means the colli-
sion cell is pressurized with He (99.999%, White
Martins-Praxair, Sertdozinho, SP, Brazil). HMI mode
implies that aerosol was diluted with argon at the opti-
mized HMI gas flow rate of 0.62 L min ' and carrier
gas flow rate of 0.40 L minfl, thus 1.02 L min ' of
total flow rate (Barros et al. 2018). Argon (99.999%,
White Martins-Praxair, Brazil) was used in this equip-
ment. Plasma operating conditions used are shown in
Table 1. The isotopes monitored as internal standards
were ®Ga*, °Ge™, 7Y™, and '**pd*.

Samples

Rib plate and top sirloin samples were provided by the
National Institute of Meat of Uruguay (INAC) that has an
Electronic Information System of the Meat Industry (SEIIC)
linked in turn to the National Livestock Identification System
(SNIG), thus assuring the traceability of the entire sampling
process. The average age of the animals was 25 months with
an average weight of 139 kg.

Table 1
MS

Operating parameters used in Agilent 7800 Quadrupole ICP-

Instrument parameter Operating condition

RF applied power (kW) 1.55
Plasma gas flow rate (L minﬁl) 15
Auxiliary gas flow rate (L min ") 1.0

Carrier gas flow rate (L min 1) 1.02
Carrier gas flow rate in HMI mode (L min’Y) 040

HMI gas flow rate (L min ) 0.62
Sampling depth (mm) 8.0

He flow rate in collision cell (mL min ) 4.5
Integration time (s) 3.0
Nebulizer Mira - Mist
Spray chamber Scott type - double pass

Number of replicates 3

Isotopes monitored »Mo", *Mo*, *Mo*

Portions of approximately 500 g of rib plate and top sirloin
were extracted, labeled, and vacuum-packed in a slaughter-
house, and then transported in refrigerated preservatives to
the Faculty of Chemistry, Universidad de la Republica.

In the laboratory, the deboning and degreasing were per-
formed, using stainless steel knives. Each raw cut was divided
into portions of approximately 100 g. The samples were then
homogenized and crushed with a stainless steel knife chopper
and stored in polypropylene tubes at — 18 °C.

Subsequently, the samples were dried according to the
AOAC 950.46 method to obtain the dry product and moisture
content (AOAC 2019). The dried samples were ground to a
fine powder with a stainless steel knife mill and stored in
polypropylene tubes at room temperature. Analyses were per-
formed on the dried samples.

For the extraction optimization and method validation,
Bovine Muscle (ERM-BB184 provided by LGC Standards,
Belgium) and Bovine Liver (RM-Agro E3001a provided by
Embrapa, Brazil) were used.

Sample Preparation
Alkaline Extraction

The optimized procedure was as follows: 0.25 g of raw
dried meat was accurately weighted in a glass tube and
then, 5.0 mL of ultrapure water and 1.5 mL of TMAH
25% (w w ') in methanol were added. The glass tubes
were then put inside a water bath for 60 min at 85 °C.
The mixture was brought to a final volume of 10.0 mL
with ultrapure water, centrifuged for 30 min at
3500 rpm, and filtered through a 0.45-um pore mem-
brane. The filtered solution was used for the corre-
sponding instrumental measurement. Each sample was
analyzed in triplicate. Reagent blanks were also run.

Microwave-Assisted Acid Digestion for Cu and Zn
Determinations by FAAS

For microwave-assisted acid digestion, an analytical micro-
wave oven (CEM™, Mars 6, NC, USA) was used. Samples
were prepared as follows: 0.5 g of raw dried meat was accu-
rately weighted in the Easy Prep Plus™ vessels and 10.0 mL
of concentrated HNO; was added. For digestion, the power
was varied between 400 and 1800 W and the program
consisted of a 15-min ramp to 200 °C and held for 15 min,
while the maximum pressure equaled 500 psi. The solutions
obtained after digestion were used for analytical determina-
tions, which were carried out in triplicate. Reagent blanks
were also run.
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Microwave-Assisted Acid Digestion for Mo Determinations
by ICP-MS

The digestions were carried out using an ultraWAVE™
microwave system based on the single reaction chamber
(SRC) design (Milestone, Sorisole, Italy). It has a 1500-
W microwave power source that distributes microwave
energy to a 1-L chamber that can hold racks with ves-
sels that can vary the volume. Direct pressure and tem-
perature control of the chamber provide direct control of
every sample. The experiments were carried out using a
rack with 15 TFM vessels of 15 mL capacity each.
Volumes of 150 mL of water and 5 mL of concentrated
HNO; were inserted into the SRC and the chamber was
pressurized to 40 bar with nitrogen (99.9%, White
Martins-Praxair, Brazil).

Masses of 0.1 g of raw dried meat were accurately weight-
ed and transferred to TFM vessels and 4.0 mL of concentrated
HNO; plus 1.5 mL of H,O, were added to each vessel. The
following heating program was applied: 1st step: 10 min to
150 °C, 2nd step: hold at 150 °C for 2 min, 3rd step: 15 min to
230 °C, and 4th step: hold at 230 °C for 10 min. All steps were
performed at 1500 W of applied power. Maximum pressure
was set at 120 bar. After cooling down to 60 °C, the chamber
was depressurized, and digests were diluted with deionized
water up to 10.0 mL.

Optimization of Alkaline Extraction Conditions

Optimization was performed using multivariate experiments,
namely, central composite designs (three variables and at three
levels), for Cu and Zn, to obtain the best extraction conditions
(Massart et al. 1997). Two different central composite designs
were performed to study the influence of the following vari-
ables: TMAH concentration, temperature, and time. For both
designs, the evaluated response was the mean recovery (R%),
comparing in the first case with the corresponding certified
values of the CRM (bovine muscle) (Table 2), and in the
second case analyzing real beef samples considering the
values obtained using a total acid digestion as the 100%
(Table 3).

Table3  Experimental conditions and results of the second multivariate
experimental design maintaining an extraction time of 60 min, using beef
samples

Sample Experiment 1 2 3 4 5
Volume of TMAH (mL) 1.50 1.00 0.75 0.75 1.50
Temperature (°C) 75 75 80 85 85

Rip plate  Zn recovery (%) 89 77 69 70 96
Cu recovery (%) 100 83 65 62 99

Top sirloin  Zn recovery (%) 8 90 80 77 97
Cu recovery (%) 111 109 94 93 107

Method Validation

Once the critical variables were optimized, the validation was
performed according to the recommendations of the
Eurachem Guide (Magnusson and Ornemark 2014). The fol-
lowing figures of merit were studied: linear range, limit of
detection (LOD), limit of quantification (LOQ), precision,
and trueness. Precision and trueness were evaluated using
the CRM of bovine muscle for Cu and Zn and the CRM of
bovine liver for Mo.

Results and Discussion
Optimization of Alkaline Extraction Conditions

As previously stated, TMAH is a well-known and efficient
reagent for solubilizing biological tissues for inorganic ele-
ment analysis, being the economical sample treatment a dis-
tinct advantage since only a water bath and a centrifuge, com-
monly available in laboratories, are needed. Therefore, it may
be considered as an alternative to the conventional acid diges-
tion procedures, eliminating the use of mineral acids, which
always represent a risk to operators (Matusiewicz and Golik
2004). In this context, the optimization of the alkaline extrac-
tion was performed, seeking to develop an environmentally
friendly method by reducing the volume of hazardous
reagents.

Table 2 Experimental conditions

and results of the first multivariate Experiment 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

experimental design, using the

bovine muscle CRM Volume of TMAH (mL) 025 0.75 025 075 050 075 025 075 025 075
Temperature (°C) 50 50 50 50 60 60 70 70 70 70
Time (min) 45 45 75 75 60 60 45 45 75 75
Zn recovery (%) 43 52 39 65 55 60 44 74 52 71
Cu recovery (%) 83 82 76 80 85 87 86 89 87 89
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The optimal conditions for alkaline sample preparation de-
scribed in the “Alkaline Extraction” section were selected af-
ter evaluating the recovery percentage estimated as R% = [ob-
tained concentration (mg kg ')/certified concentration
(mg kg )] x 100, for each experiment (dry basis). The sim-
plest and fastest conditions with an R% statistically equal to
100% were selected for subsequent validation. Molybdenum
was studied and evaluated once the method was completely
optimized for Cu and Zn.

Table 2 shows the results obtained after the first experimen-
tal design; it can be observed that the extraction time was not
critical between 60 and 75 min. However, TMAH volume and
extraction temperature turned out to be quite critical variables.
Taking a closer look by pairs at experiments 3—4, 5-6, and 9—
10, where extraction times and temperatures were kept con-
stant, the effect of TMAH volume on recovery factors was
remarkable, especially for Zn. These results suggested a
deeper optimization of the extraction procedure, emphasizing
on TMAH volume and the extraction temperature.

Then, a second multivariate experimental design was car-
ried out with rib plate and sirloin samples. Since no significant
differences were found between an extraction time of 60 and
75 min in the previous experimental design, 60 min was se-
lected for subsequent experiments, allowing a faster extraction
procedure. Total concentrations of Cu and Zn in the analyzed
samples were obtained by a microwave-assisted acid digestion
and these results were adopted as reference values. Table 3
shows the experimental conditions of the new design and the
recovery values obtained for Cu and Zn. As it can be ob-
served, the best results for both elements were those obtained
under conditions of experiment 5.

Finally, the optimal selected conditions for the proposed
alkaline method were as follows: 0.25 g of sample, 5.0 mL
of ultrapure water, 1.5 mL of TMAH 25% (w w 1) in metha-
nol, all placed in a glass tube, and then 60 min in a water bath
at 85 °C. The volume of water added during the extraction was
necessary to moisturize the animal tissue and promote the
penetration of TMAH (Nobrega et al. 2006). The hydration
step is essential before adding TMAH solution on the sample,
particularly for dried samples. This previous hydration step
allows the reagent to easily penetrate the protein matrix and
dissolve the sample, releasing the analytes to the soluble
phase. It is a critical parameter that affects the extraction effi-
ciency (Aranha et al. 2016). After cooling at room tempera-
ture, the resulting mixture was completed up to a final volume
of 10.0 mL with ultrapure water, centrifuged for 30 min at
3500 rpm, and filtered through a 0.45-um pore membrane.
The filtered solutions were used for the analytical
determinations.

This type of sample preparation is a particularly attractive
technique, since it presents low susceptibility to contamina-
tion, due to less sample manipulation and use of fewer and
smaller amounts of reagents. Besides, many samples can be

treated at the same time in a common water bath with a tube
rack inside. However, factors such as homogeneity, sedimen-
tation, and particle size must be considered (Nunes et al.
2013). In this regard, beef samples previously dried and
ground exhibited an exceptional behavior to be treated by this
procedure.

Once the optimal conditions for an efficient quantitative
extraction of Cu and Zn, the same procedure was applied for
the extraction of Mo since a simultaneous extraction of the
three analytes was aimed. The application for the quantitative
extraction of Mo was successfully achieved, after the optimi-
zation of ETAAS conditions, as described in the next section.

Optimization of Mo Analytical Determination by
ETAAS

Since Mo content in biological tissues was expected to be
extremely low, ETAAS seemed to be an adequate technique
for its determination. The optimization was carried out using a
CRM of bovine liver. For this technique, the need of chemical
modifiers is well established, to decrease or eliminate volatil-
ization and gas-phase interferences. These reagents allow the
thermal stabilization of volatile analytes, so that higher pyrol-
ysis temperatures can be applied, and/or the conversion of
concomitants into more volatile forms. Both effects bring
more effective separation of the analyte from concomitants
during the pyrolysis step (Welz and Sperling 1999). Many
modifiers have been described to be applied for Mo determi-
nations in the literature. However, when TMAH is used as the
extraction reagent during sample preparation, a modifier com-
patible with the resulting alkaline medium should be selected.
Previous work reported the use of Pd, V, or the mixture of Pd+
V as chemical modifiers for the determination of several ele-
ments in biological tissues, including Cr, which is a member
of Group VIB alongside Mo, both exhibiting similar behav-
iors. However, concerning Mo determination, no results were
included (Tsalev and Dimitrov 1990). On the other hand,
Silva et al. described TMAH extraction of Cr from animal
tissues and its subsequent determination by ETAAS using
the mixture Pd-Mg(NO3), as chemical modifier (Silva et al.
1999). This last mixture has been generally reported for Mo
determinations in biological matrices after different sample
treatments (Tsalev 1995). Owing to the volatility of MoOs,
one of the main oxides formed during pyrolysis, analyte losses
can occur during this step at temperatures above 800 °C.
However, if the range 800—1500 °C is covered rapidly, pyrol-
ysis temperatures of around 1800 °C can be applied. The use
of Mg(NOs), as modifier aids in avoiding these losses (Welz
and Sperling 1999). Herein, the mixture Pd-Mg(NO3), was
evaluated, using 5 pg of Pd and 3 pg of Mg(NO3), (Tsalev
1995), but the obtained results were not quantitative.
Furthermore, the non-use of chemical modifiers was ex-
plored since it has been previously described for Mo
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Table 4 Performance parameters obtained for the developed alkaline method

Parameter Zn Cu Mo

Liner range 0.05-1.00 mg kg™ 0.04-1.00 mg kg™ 1.2-50.00 pg kg™
LOD (mg kg 1) 0.016%0.63° 0.013%0.53° 0.0004%/0.015°
LOQ (mg kg1 0.052%2.11° 0.044%1.77° 0.0012%/0.048°
Precision (RSD%, n=6) 3.4%* 3.9%* 7 A%

Trueness (R%, n=6) 87%* 104%* 106%**

Alkaline media (considering final dilution)

TMAH 1.25% m w !

TMAH 3.75% m w ! TMAH 3.75% m w !

* Instrumental LOD and LOQ; ® LOD and LOQ expressed in beef, dry basis. *Certified reference material ERM-BB184; **Reference Material Embrapa-

RM-Agro-E3001a

determinations in beef (Vazquez-Gonzalez et al. 1989). Also,
effective Mo determinations were achieved by Tsalev et al. in
human hair and nail samples, after extraction with TMAH,
without using chemical modifiers (Tsalev et al. 1993).
However, once again, the obtained results were not quantita-
tive, as it was verified after the analysis of the corresponding
CRM. The main difference was that, in this previous work, the
sample preparation protocols were based on total digestion
procedures, either by dry mineralization or acid digestions.
However, TMAH reagent works by fractionating the sample
and extracting the analytes of interest, but without achieving a
complete digestion of the matrix, thus leaving a higher content
of organic matter in the resulting solution (Lehtonen et al.
2004). This leads to the use of chemical modifiers, when
working with biological samples rich in organic matter, such
as beef.

Finally, the chemical matrix modifier used was 5 pg of Pd,
with which quantitative results were achieved. The use of Pd
as modifier was previously reported for Mo determinations in
human liver samples, after extraction with TMAH (Shimizu
et al. 1988).

Pyrolysis and atomization temperatures are critical param-
eters in ETAAS, since in the first stage the organic matter from
the matrix is removed, while in the second stage the atomiza-
tion of the studied analyte occurs (Welz and Sperling 1999).
The optimization of these temperatures was carried out ex-
haustively, by performing the corresponding pyrolysis-
atomization curves, from 1000 to 3000 °C at 200 °C intervals.
Once the optimum temperature ranges were found, the fine

adjustment was made by using 50 °C intervals, obtaining the
conditions described in “Analytical Determinations.”

Method Validation

Once the optimization was concluded, the validation of the
proposed methodology was performed. Figures of merit are
shown in Table 4.

Linearity was evaluated for each element by constructing
six-point calibration curves, each level in triplicate. Good lin-
earity was observed with determination coefficients (R%)
greater than 0.999. For Cu, linearity is up to 5.0 mg L', but
for this application, calibration curve up to 1.0 mg L™ is
enough. Individual residuals were also studied, and their ran-
dom distribution was verified.

The LOD and LOQ were calculated for each element as 3
sy/b and 10 s/b, respectively, where s, was the standard de-
viation of 10 replicates (n =10) of the blank and » was the
slope of the calibration curve. The obtained LOD values
expressed in beef, dry basis, were 0.53 mg kg_1 and
0.63 mg kg ! for Cu and Zn, respectively, being even better
than results previously reported for meat samples. In fact, the
LOD values obtained in this work after FAAS determination
were better than those reported using an alkaline sample treat-
ment and subsequent determination by microwave-induced
plasma optical emission spectrometry (MIP-OES) in several
biological materials, including beef (Matusiewicz and Golik
2004). The obtained LOD values were also comparable with
those previously reported after TMAH extraction from beef

Table 5 Element contents found

in Reference Materials (ERM- Element  Certified/informed value
BB184 and Embrapa-RM-Agro- (mg kg™
E3001a) and comparison with
certified or informed values, by Zn 146 + 7*
Student’s ¢ test Cu 231 + 0.09%
Mo 4.07 £ 0.21%*

Determined concentration t 1(0.05,
(mg kg ") experimental  5)

127 £ 19 2.52 2.57
240 +0.17 1.67 2.57
4.27 +0.62 0.84 2.57

All results are expressed in dry weight. *Certified reference material ERM-BB184; **Reference Material

Embrapa-RM-Agro-E3001a
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Table6 Comparison between the developed alkaline extraction method
and the corresponding microwave-assisted acid digestion method, by
Student’s # test

Znmgkg)  Cu(mgkg') Mo (mgkg")

Sample Rib plate
Media Alkaline® Acid® Alkaline® Acid® Alkaline® Acid®
Average 137.37 158.25 1.76 2.50 0.0695 0.0683
t 1.19 1.37 2.16

experi-

mental
1 (0.05, 5) 2.57 2.57 2.57

All results are expressed in dry weight. Determination by *FAAS,
"ETAAS, and ¢ ICP-MS

samples and subsequent determination by FAAS and ICP-
OES (Nunes et al. 2011, 2013). For Mo, the LOD expressed
in beef, dry basis, was 0.015 mg kg ™', which was enhanced by
an order of magnitude, when compared with limits previously
reported in the literature for Mo determinations in human liver
samples after extraction with TMAH (Shimizu et al. 1988).

Precision expressed as relative standard deviation (RSD%)
after the analysis of 6 replicates (n = 6) of each CRM was less
than 8% for all the studied analytes; this was considered suit-
able for this application.

For trueness evaluation, Student’s ¢ test was performed to
compare the obtained values with the certified ones (Miller
and Miller 2010). Results are presented in Table 5.
Experimental # values were below the theoretical ¢ (0.05,
5)=2.57 indicating that, at the 95% confidence level, the con-
centrations did not differ significantly from the certified
values. These figures of merit demonstrate that the developed
method was accurate for the determination of these
micronutrients.

The performance of this method was also evaluated by
comparing the results obtained after the analysis of several
beef samples with the results obtained after the analysis of
the same samples using acid digestion. Student’s ¢ test was
employed for this task. In the case of Cu and Zn, the compar-
ison was made by means of a microwave-assisted digestion
followed by determination by FAAS, while in the case of Mo,
the determinations were performed by ICP-MS. Table 6
shows the results of the statistical comparison for each ele-
ment. All the experimental # values were below the respective

theoretical 7 (0.05, 5) =2.57. Thus, it may be concluded that, at
the 95% significance level, the results obtained using either
the proposed method or the acid digestion were statistically
equivalent.

Application to Uruguayan Beef Samples

A total of 20 samples from different animals were analyzed for
Cu and Zn, while 10 samples were analyzed for Mo. Table 7
shows the concentration ranges determined for each element.

The contents for Cu and Zn were in good agreement with
those previously reported in other type of cuts of beef samples
from Uruguay (Cabrera et al. 2010; Saadoun and Cabrera
2012). In the case of Mo, no previous information was found,
and limited information is available worldwide. Furthermore,
it constitutes novel data on Uruguayan beef. The determined
Mo ranges agreed with those recently reported by our research
group in another beef cut (Machado and Tissot 2020).

The presented information is relevant, not only in terms of
knowledge for the evaluation of the nutritional value of this
food but also because these elements are key to the enzymatic
systems that counteract the free radicals in the organism, while
its deficiency is related to the development of certain types of
diseases. The consumption of beef, many times controversial,
cannot be denied as an effective way to respond to the require-
ments of the human diet, contributing to the overall intake of
minerals (Cabrera and Saadoun 2014). For this reason, it is
important to valorize beef, by increasing the available infor-
mation concerning its composition and its quality.

Conclusions

An alkaline extraction method for sample preparation and
subsequent determination of Cu, Mo, and Zn in beef samples
was optimized and validated. TMAH resulted to be an effi-
cient reagent for the quantitative extraction of these
micronutrients in this kind of samples, providing homoge-
neous solutions that could be successfully analyzed by atomic
absorption spectrometry. The proposed method is simple and
provides reliable results. In addition, small amounts of sample
and reagents were required, generating low amounts of resi-
dues, thus being in line with the principles of green chemistry.

Table 7 Results obtained after

the analysis of different cuts of Sample

Cu (mg kg ") (n=20)

Zn (mg kg ') (n=20) Mo (mg kg ") (n=10)

beef samples
Rib plate

Top sirloin

1.387+0.020/2.91+0.27
1.65+0.11/4.10+0.51

105+10/222.1+6.2
49.0+£9.5/1442+9.7

0.0595+0.0042/0.1161 £ 0.0079
0.0494 £ 0.0029/0.0590 = 0.040

Range of concentrations expressed as lowest concentration (mean value + standard deviation, n = 3)/highest
concentration (mean value + standard deviation, n = 3). All results are expressed in dry weight
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Therefore, it can be postulated as an alternative to the classic
methods that use acid digestions.

The information about the contents of Cu and Zn in the
analyzed samples contributes to an update for the characteri-
zation of this food. On the other hand, the obtained Mo con-
centrations constitute the first report about this micronutrient
in Uruguayan beef.
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