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1. Resumen

Palabras clave: Automatizacion, Analisis en Flujo, Leche.

En esta tesis se aplicaron técnicas de Analisis en Flujo para la automatizacién
de las determinaciones de cobre, zinc, selenio total, nitrato y nitrito en leche en
polvo, leche fluida y formulas infantiles.

Se mostraron las ventajas de utilizar sistemas en flujo para estas
determinaciones. Se disefiaron, optimizaron y validaron sistemas de Analisis
por Inyeccion en Flujo (FIA) para la determinacion de cobre y zinc en leche en
polvo y férmulas infantiles, con deteccion mediante espectrometria de
absorcion molecular UV-visible.

Para la determinacion de nitrato, nitrito y zinc se disefiaron, optimizaron y
validaron también sistemas en flujo con inyeccién secuencial (SIA) con

deteccion mediante espectrometria de absorcion molecular UV-visible.

Se obtuvieron datos sobre el contenido de selenio total en leche en polvo y
leche fluida de nuestro pais utilizando un sistema en flujo multiconmutado
(MCFA) con deteccion mediante absorcion atomica con generador de hidruros,
el mismo fue optimizado y validado, resultando adecuado para estas

determinaciones.

Para cada determinacién fue necesario optimizar un tratamiento de preparacién
de muestra adecuado. En el caso particular de la determinaciéon de selenio se

optimizé un método para mineralizacion de leche en polvo via humeda con
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HNO3 y H»O; utilizando microondas. Para leche fluida se optimizé un método

utilizando descomposicion de la matriz con ultrasonido y acidos.

Los resultados de las determinaciones realizadas con las técnicas en flujo
propuestas resultaron comparables con los métodos oficiales actualmente
utilizados por la AOAC (Association of Oficial Analytical Chemist), e |DF
(Internacional Dairy Federation). Se utiliz6 material de referencia certificado,
siempre que fue posible, para la validacion. Las frecuencias de muestreo de los

métodos desarrollados estuvieron entre 30-160 hora™.

Los resultados obtenidos son importantes debido a que pueden contribuir a
completar las tablas nutricionales nacionales que permanecen incompletas
agregando el contenido de selenio en leche.

Los valores de selenio total obtenidos estuvieron en el rango de 11.5 — 34.1
ug.L™ para leche fluida, 31 — 130 ug.kg™ para leche en polvo y 42 -138 pg.kg™

para formulas infantiles comerciales.

El desarrollo de esta tesis permitio emplear diversas técnicas de Analisis en

Flujo rapidas y eficientes para las determinaciones para las que fueron

propuestas con las ventajas de la automatizacion.
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2. Siglas

FIA: Flow Injection Analysis

SIA: Sequential Injection Analysis

MCFA: Multicommutated Flow Analysis

HG-AAS: Hydride generation-Atomic Absorption Spectrometry
AAS: Atomic Absorption Spectrometry

SFA: Segmented Flow Analysis

Fl: Flow Injection

CF: Continuous Flow

GLS: Gas Liquid Separator

GLC: Gas Liquid Chromatography

HPLC: High Performance Liquid Chromatography
ICP: Inductively Coupled Plasma

SPE: Solid Phase Extraction

HEPA: High Efficiency Particle Arresting
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3. Introduccion

3.1. Matriz seleccionada: leche y formulas infantiles de
base lactea

3.1.1. Importancia

La leche y otros productos derivados lacteos han sido reconocidos como
alimentos importantes desde el ano 4000 AC, esto ha quedado en evidencia
por las pinturas en las rocas de Sahara que describen técnicas de lecheria y
en tumbas egipcias que datan del 2300 AC donde fueron encontrados restos

de queso (Miller et al., 2000).

La leche es la secrecion de las glandulas mamarias de las hembras de
mamiferos elaborada para la nutricion de sus crias. Es un liquido complejo que
contiene muchos componentes en diferentes estados de dispersion;
comprender sus propiedades exige el conocimiento de todos sus componentes

y de los efectos que unos ejercen en otros.

Principales componentes

La calidad nutritiva de la leche esta determinada por su composicion, su valor
como materia prima para fabricar productos alimenticios y muchas de sus
propiedades.

En la tabla 1 se muestra una clasificacion muy simplificada de los principales

componentes de la leche y sus porcentajes aproximados.
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Tabla 1 - Composicion aproximada de la leche.

Componente Cc_>ntenido Rango(b) mepgigcirr:tijaese
medio % (m/m) Y%(m/m) seca
Agua 87,3 85,5-88,7
Extracto seco magro 8,8 7,9-10,0 69
Grasa de la materia 31 21 .38 .
seca

Lactosa 4.6 3,8-5,3 36
Grasa 3,9 24-55 31
Proteina 3,25 23-44 26
Caseina 2,6 1,7-3,5 20
Sustancias minerales 0,65 0,53-0,80 51
Acidos organicos 0,18 0,13-0,22 1,4
Varios 0,14 — 1,1

Datos de leche de Holanda (tierras bajas), sin embargo rara vez se supera el valor

maximo del rango (b). (Modificado de Walstra y Jenness, 1987, Miller et al., 2000).

Los macronutrientes son componentes principales que se encuentran en mayor

concentracion (por ejemplo calcio); sin embargo, no son necesariamente los

mas importantes en todos los aspectos. Es el caso de las vitaminas, que se

encuentran en concentraciones pequefias son nutritivamente muy importantes

al igual que los oligoelementos. Estos micronutrientes, son esenciales para el

organismo y se consumen en pequefas cantidades (del orden de los

miligramos o microgramos). Las enzimas por ejemplo son catalizadores

importantes de las reacciones que producen deterioro de la leche y algun otro

componente de menor concentracion que contribuye al sabor de la leche.
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La lactosa es el azucar caracteristico de la leche que posee también otros
carbohidratos pero soélo en cantidades muy pequefas. La lactosa es un
disacarido reductor constituido por glucosa y galactosa; da a la leche un sabor
ligeramente dulce y constituye la principal fuente de carbono de la mayoria de

los microorganismos que crecen en la leche (Thelwall, 1997).

La grasa de la leche la forman numerosos lipidos; los triglicéridos suponen mas
del 98 % de la grasa lactea. Entre otros lipidos presentes en la leche citaremos:
colesterol, diglicéridos, acidos grasos libres, fosfolipidos y cerebrésidos. Los
acidos grasos que forman parte de los lipidos de la leche son muy variados,
pueden tener de 4 a 20 atomos de carbono y de 0 a 4 dobles enlaces (Walstra

y Jenness, 1987, Miller et al., 2000).

Existen diversos tipos de proteinas lacticas que se clasifican corrientemente
como caseina (que son insolubles a un pH de 4-5) y proteinas del suero. Las
primeras representan aproximadamente el 80% de las proteinas lacteas. La

leche contiene numerosas “proteinas menores”, especialmente enzimas.

Los minerales de la leche son principalmente sales inorganicas. Parte de la
materia inorganica, como los fosfatos, se une covalentemente a las proteinas.
La leche contiene otros muchos elementos en pequenas cantidades; la leche
fresca tiene sales de acidos organicos: el citrato es la mas importante (Holt,

1997).
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En la leche existen muchos componentes distintos; y a medida que van
mejorando las técnicas analiticas se van identificando mas componentes.
Probablemente la leche contiene, en total, del orden de 100.000 especies mole-
culares distintas, pero la mayoria de ellas no se han identificado y ni siquiera

aislado.

Estructura

La leche de vaca tiene una densidad media de 1.032 g.mL'1. Es una mezcla
compleja y heterogénea compuesta por un sistema coloidal de tres fases:

e Disolucion: los minerales asi como los hidratos de carbono se
encuentran disueltos en el agua.

e Suspension: las sustancias proteicas se encuentran con el agua en
suspension.

e Emulsion: la grasa en agua se presenta como emulsion. Una emulsion
es una mezcla intima de dos liquidos inmiscibles en la que un liquido
que es la fase dispersa, discontinua o interna se mezcla en forma de
pequefas gotitas en otro liquido que se denomina fase continua,
dispersante o externa. Se trata de una emulsion del tipo grasa en agua.
Las proteinas de la leche son buenos agentes emulsificantes.

Contiene una proporcion importante de agua (cerca del 87%).

Las propiedades de un producto biolégico no se establecen totalmente con su
composicion; debe conocerse también su estructura fisica (es decir, la

disposicion espacial de sus componentes). Ademas son importantes las
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fuerzas que interactuan entre sus componentes que en definitiva son las
responsables de la integridad de todo el sistema bajo condiciones diversas.

La leche posee una estructura relativamente simple y ha sido bien estudiada;
sus principales elementos estructurales se muestran de forma esquematica en

la figura 1.

leche

o | B
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Figura 1. Esquema de la estructura de la leche, A: a simple vista, B: vista con

aumento y C: vista con mayor aumento. (Extraido de Walstra y Jenness, 1987).

La leche, menos los glébulos grasos, constituye el plasma de la leche; es casi

igual pero no idéntico a la leche descremada; la separacion (o descremado)
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nunca es completa. Es comun hablar de plasma y suero al referirse a las
fracciones fisicas de la leche -no de la sangre-, sin embargo estos términos se

acunaron para referirse al plasma y al suero sanguineo.

Las micelas de caseina se componen de agua, caseina, sales y algunos
componentes menores, incluidos lipasa y proteinasa; existen vestigios de
caseina que estan en solucién sin formar parte de las micelas. Al pH de la
leche (~6.7) la caseina retiene unidos, en general fuertemente, ciertos
minerales, sobre todo Ca y Mg; por eso se dice que se presenta como
caseinato. Las micelas de caseina contienen fosfato de calcio amorfo y
pequenas cantidades de citrato. A menudo se denomina fosfato coloidal, no
porque se presente en un estado coloidal separado, sino porque forma parte de
las particulas coloidales. Al conjunto se le denomina complejo caseinato

calcico-fosfato calcico (Holt, 1997).

Las micelas de caseina se componen de particulas mas pequefas, llamadas
subunidades o submicelas. Son aproximadamente esféricas y de un didmetro
en torno a 10 nm; el espacio entre las subunidades lo ocupa el agua, o
hablando estrictamente el suero lacteo. Las micelas presentan estructura

abierta y contienen, al menos, 1.5 g de agua por gramo de proteina.

El suero lacteo se define como plasma menos micelas de caseina; la
eliminacién de las micelas de la leche descremada, coagulandolas con renina,
origina un liquido denominado suero. Este suero no equivale exactamente al
suero lacteo fundamentalmente porque contiene algunos polipéptidos

derivados de la caseina por accion de la renina (Walstra y Jenness, 1987).
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Las proteinas del suero de queso son las que se encuentran en este liquido;
las proteinas no micelares de la leche deberian llamarse proteinas del suero,
pero este término se emplea poco. Las proteinas del suero (de queso) son
principalmente proteinas globulares que se presentan como tales o como
pequefios oligémeros. Estas se unen a algunos cationes y en menor medida a

agua.

Las particulas lipoproteinas, llamadas a veces microsomas de la leche, varian
en cantidad, composicion y forma; estan constituidas por restos de membranas

celulares, micropelillos, etc. (Walstra y Jenness, 1987, Miller et al., 2000).

Las células somaticas, sobre todo leucocitos de diversos tipos, pueden
considerarse como particulas extrafias, aunque siempre se encuentran en la
leche; tienen unos 10 ym de diametro, son unas 100.000 por mililitro y suponen
el 0,005% del volumen de la leche. Contienen, por supuesto, todos los
componentes del citoplasma, principalmente acidos nucleicos y enzimas; son
ricas en catalasa. En ciertas leches, como la de vacas con mastitis, su niumero

es mucho mayor (Walstra y Jenness, 1987).
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En la figura 2 se muestran las proporciones de los componentes mayoritarios

de la leche asociados a glébulo graso o a micelas de caseina.
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Figura 2- Composicion y estructura de la leche. Cantidades medias en 1kg de

leche. (Extraido de Walstra y Jenness, 1987).

21



Aplicacion de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del analisis quimico de la leche
y sus derivados.

Algunas propiedades

En la leche el componente mayoritario es el agua, constituyendo la fase
continua; por lo tanto las propiedades de la leche son fundamentalmente las de
un sistema acuoso.

Las sustancias polares se disuelven bien en la leche; su baja viscosidad
permite que se mezcle facilmente incluso por las corrientes de conveccion
originadas por gradientes térmicos relativamente pequefios. Ello implica un
rapido equilibrio de particion entre globulos grasos y plasma o entre micelas de
caseina y suero; también significa que las sustancias apolares, especialmente
las volatiles, pueden extraerse facilmente ya que son solubles en los glébulos
grasos.

Las sustancias disueltas en el agua le confieren presion osmaética (~700 kPa),
descenso crioscopico (-0.57 °C), conductividad eléctrica (40.10* - 50.10°
ohm.cm™), pH (~6.7), fuerza i6énica (~0.08 M) y actividad del agua (~0.993)

(Walstra y Jenness, 1987).

La leche puede modificarse facilmente; posee muchos componentes capaces
de reaccionar y sufre muchos cambios quimicos, sobre todo cuando se
calienta. En la practica lactolégica industrial en raras ocasiones se modifica
deliberadamente la composicion quimica de la leche. También puede sufrir
transformaciones enzimaticas y la mayoria de los microorganismos crecen bien
en ella debido a su variedad de nutrientes y a otras condiciones favorables (pH,
aw, potencial redox). De aqui que la leche pueda fermentarse de diversas

formas. Sus fases pueden separarse mediante procesos, como la
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centrifugacion, que origina leche descremada y crema, y la coagulacién que
produce suero y coagulo. Ademas se le pueden aplicar los procesos de
separacion molecular corrientes en la industria alimentaria, como
concentracién, desecacién, procesos de filtracion por membrana vy
cristalizacion. Con ellos y ciertas transformaciones fisicas, como batido, pueden

elaborarse muchos productos a partir de la leche.

Aunque la leche en sentido cualitativo tiene una composicion y propiedades
constantes, presenta variaciones cuantitativas considerables. La composicion
quimica, el tamano y la estabilidad de los componentes estructurales y las
propiedades fisicas difieren de unos lotes de leche a otros. Ello puede deberse

a variaciones naturales o a cambios que ocurren después del ordene.

Las variaciones naturales de la leche pueden deberse a las siguientes causas:
genéticas (variabilidad entre razas e individuos), fisiolégicas (si esta en fase de
lactacion, edad, celo, gestacion, estrés), ambientales (alimentacion, clima). Lo
que ocurre generalmente es que la cantidad de leche producida varia mas que

sSu composicion.

La leche se manipula en su mayor parte en grandes cantidades que resultan
del ordefio de muchisimas vacas; tal mezcla reduce las variaciones. Las
principales diferencias entre lotes distintos de leche de mezcla se deben a la
estacién (climatica), que generalmente se correlaciona con la fase de lactacion
y a regiones geograficas distintas que difieren en la raza vacuna predominante

0 en las practicas alimentarias de los animales.
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Existen ademas leches que son diferentes como ser:

Calostro: la primera secrecion obtenida después del parto difiere mucho de
la leche normal; es muy rica en proteinas del suero y a menudo tiene

sangre.

Leche de una mama enferma o mastitica: su composicién se aproxima mas

a la del suero sanguineo. Contiene muchos leucocitos y otras varias aberra-

ciones.

Contaminantes que llegan a la leche durante o después del ordeno: pueden

estar constituidos casi por cualquier cosa, como desinfectantes, pesticidas,

iones metalicos y polvo.

La leche en el interior de la ubre es estéril. Un ordefio y una manipulacién
adecuados eliminan en gran parte la contaminacién, pero a la leche llegan

inevitablemente algunos microorganismos.

Debe hacerse notar que, por intermedio del animal, con el pienso también
pueden llegar a la leche componentes extrafios; ciertos contaminantes (p. €j.,
pesticidas) pueden metabolizarse en el animal. Generalmente la vaca actua
como filtro de las sustancias extrafas, pero la eficacia de esta filtracion difiere

mucho con el tipo de producto.
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Composicion total

La leche fresca generalmente apenas contiene nitrato (como maximo 5 mg por
kilogramo y normalmente mucho menos) y carece de nitrito. La determinacién
de nitrato y nitrito en leches concentradas en polvo y férmulas infantiles fueron

realizadas en esta tesis.

No todas las sales se encuentran en disolucién; las micelas de caseina
contienen fosfato calcico sin disolver y un poco de citrato; al primero se le
denomina “fosfato calcico coloidal”. Algunos cationes y especialmente el Ca®*y
el Mg* se asocian a las proteinas cargadas negativamente. Casi todas las
sales se encuentran en el suero y en las micelas de caseina y una cantidad

muy pequefia esta unida a los glébulos grasos.

La leche contiene fosforo en diversas formas; esta presente todo como
ortofosfato, pero parte esta unido a los componentes organicos, o esterificando
a los radicales de serina y treonina de la caseina, o a diversas moléculas mas
pequenas, como las hexosas y el glicerol y a los fosfolipidos. Contiene unos
0.36 g.kg'1 de azufre, pero la mayor parte del mismo se encuentra en los
radicales de metionina y cisteina de las proteinas. Un 10% aproximadamente

se presenta como sulfato inorganico.

Se consideran naturales los componentes de la leche que se encuentran en la
leche recién ordefiada que se han detectado en todas o casi todas las

muestras de leche estudiadas. Existen otras sustancias que llegan a la leche
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accidentalmente o debido a acciones quimicas y bacterianas después de
obtenida. Muchos de los componentes naturales son productos intermediarios
de los procesos metabdlicos que tienen lugar en la glandula mamaria. Por
conveniencia se dividen en gases; elementos traza; alcoholes, aldehidos,
cetonas y acidos carboxilicos; compuestos nitrogenados no proteicos; com-
puestos azufrados; sustancias conjugadas; ésteres fosféricos; nucledtidos y

acidos nucleicos y hormonas.

Las mejoras en los limites de deteccion y la selectividad de los métodos
analiticos han dado lugar a un aumento considerable de los productos

detectados en la leche.

En la leche normal se han detectado elementos traza por métodos
espectrométricos y quimicos. Son escasos los datos disponibles sobre
concentraciones y forma de presentacion, si bien el Mo parece encontrarse
exclusivamente en la xantinoxidasa y el Co solamente en la vitamina B12. El
hierro es un componente esencial de la xantinoxidasa, de la lactoperoxidasa y
de la catalasa, siendo necesario para la accion de la sulfhidriloxidasa. El
oligoelemento mas abundante de la leche es el Zn (~3 mg.kg™); el 85% del Zn
se asocia a las micelas de caseina (predominantemente como parte del fosfato
coloidal) y quizas un pequefo porcentaje a los glébulos grasos. El Cu ha sido
muy estudiado por su interés en la auto oxidacién de los lipidos de la leche; el
contenido natural de Cu de la leche es de unos 20 pg.kg', del que
aproximadamente el 10% se encuentra en la membrana de los glébulos grasos;

en el calostro puede haber mas de 100 pg.kg” La leche contiene unos 200
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ug.kg'1 de Fe del que casi la mitad esta en las membranas. El Mn (~20 pg.kg'1
tiene importancia en el metabolismo de algunas bacterias lacticas,
especialmente para la fermentacion del citrato, y en algunas leches el con-
tenido de Mn es demasiado escaso para la produccion de diacetilo; el Fe y el
Mn no catalizan la oxidacion lipidica de los productos lacteos (Flynn y
Cashman, 1997, Miller et al. 2000, Tabla de composicion de alimentos de

Uruguay, 2002).

Los elementos traza llegan a la leche o por medio de la vaca productora, o por
contaminacion posterior al ordefio. Las concentraciones de algunos de estos
elementos en la leche (por ejemplo, B, Br, Co, Mn, Mo, Se, Zn) pueden aumen-
tarse incrementando su nivel en la racién de las vacas productoras. La leche de
vacas criadas en la vecindad de ciertas plantas industriales puede presentar
concentraciones relativamente grandes de Cd y Pb; las vacas explotadas cerca
de las autopistas producen leche muy rica en Pb. El contacto de la leche con
recipientes y equipos metdlicos constituyen una via importante de

contaminacion con Cu, Fe, Niy Sn.

Uruguay es un importante productor regional del leche y derivados lacteos,
industrializa aproximadamente 1400 millones de litros por afo, y las
exportaciones originadas por el sector (aproximadamente 400 millones de
doélares en el 2008), representan aproximadamente el 7% del total de las
exportaciones del pais.

Las exportaciones de Uruguay de productos lacteos, acumuladas a octubre de

2008, podrian haber alcanzado 353 millones de ddlares, segun lo publicado por
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el anuario 2008-OPYPA (Vidal, 2008), del Ministerio de Ganaderia Agricultura y
Pesca. Segun esta misma fuente las leches en polvo habrian acumulado a esa
misma fecha 140 millones de ddlares en ventas al exterior.

En términos de destino de exportacion, el principal mercado es el venezolano y
mexicano en los dos primeros lugares, le siguen Cuba y Brasil, pero numero de
paises destino de exportacion supera los 70 (Vidal, 2008).

Para el afo 2009 las predicciones y perspectiva no eran buenas, esperandose
una caida de la produccién en la industria lechera, debido a la sequia que

afectd a Uruguay desde fines del 2008 y que continua en el 2009 (Vidal, 2008).

Los nifios, y especialmente los recién nacidos, tienen una mayor velocidad de
crecimiento, y son mas sensibles que los adultos a una deficiencia de los
elementos esenciales. Esto tiene que ver con su rapido metabolismo vy, por la
misma razon, tienen también una mayor absorcion de los elementos toxicos.

Es de gran importancia que todos los nutrientes estén presentes en la leche y
ademas en el intervalo de concentraciones requerido para cubrir las
necesidades del nifio en crecimiento. Esto es de especial importancia para
aquellos elementos que no son almacenados por el feto durante su crecimiento
en el utero materno (como ocurre con el Se y el Zn) requiriendo una inmediata
y correcta suplementacion externa ya desde el nacimiento; en el caso de otros
oligoelementos (Fe y Cu) el organismo puede tener reservas para proteger al
recién nacido (Lopez Sastrea et al., 2003).

En principio, la leche materna es el alimento “ideal” para el recién nacido ya

que contiene todos los macro- y micro-nutrientes y en las dosis adecuadas.
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Sin embargo existen multiples razones por las que un nifio puede no recibir
leche materna o necesite complementar su nutricion, por tanto, las férmulas
lacteas con las que se alimenta a nifios prematuros y/o de bajo peso deberian
ser lo mas parecidas posible a la composicion de la leche materna.

Por lo tanto es necesario realizar analisis quimicos para establecer la
composicion de la leche materna y asi poder establecer los niveles de
oligoelementos en las formulas comerciales, y ademas realizar el control de

calidad que éste tipo de productos requiere.
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3.1.2. ; Por qué automatizar los analisis quimicos de
productos lacteos? — Presentacién del desafio analitico.

En esta seccion plantearemos el desafio analitico de esta tesis pero para
comprender bien esto, comenzaremos diciendo que las determinaciones
analiticas pueden describirse como un proceso que involucra una serie de
etapas, cada una de de las cuales consiste en la aplicacion de una serie de
operaciones unitarias. Las etapas involucradas en todo proceso analitico son:
muestreo, tratamiento de muestra, medicidon analitica, procesamiento e
interpretacion de datos y resultados y emision de reporte final.

Otro concepto importante es el aseguramiento de la calidad de los procesos
analiticos, esto implica que cada una de las etapas del proceso debe ser bien

planificada y ejecutada para obtener resultados confiables.

Se presentaran a continuacion algunas definiciones, no sin antes comentar que
las definiciones y términos empleados en Quimica Analitica son objeto de
discusion y confusién muchas veces. Existen organismos que a través de sus
publicaciones ofrecen definiciones y criterios que buscan armonizar la
terminologia de manera de utilizar un lenguaje comun.

En esta tesis los términos y definiciones usadas fueron de acuerdo a IUPAC
(Internacional Union of Pure and Applied Chemistry) publicadas en el
compendio de nomenclatura analitica y en algunos casos también se utilizé la
guia EURACHEM, segun su publicacion “The fitness for purpose of analytical

methods” (Holcombe, 1998).
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El término automatizacion se define como “el uso de combinaciones de
dispositivos quimicos e instrumentales para reemplazar, refinar, extender o
suplementar el esfuerzo y facultades humanas en la realizacion de un
determinado proceso, en el cual al menos una operacién importante es
controlada, sin intervencion humana, por un sistema retroalimentado”. (IUPAC,
1998).

IUPAC distingue entre los términos “mecanizacion” y “automatizacién”,
indicando que la diferencia se encuentra en que mecanizaciéon no involucra
retroalimentacion (feedback) y automatizacion si. La retroalimentacion es “el
proceso por el cual la salida de un dispositivo es usada para modificar la
operacion de un instrumento analitico” (IUPAC, 1998), en definitiva si el
sistema es capaz de modificar su comportamiento en funcién de informacion

“de entrada” recibida del ambiente y tomar decisiones.

Ya definidos algunos términos podremos ahora responder a la pregunta:
“¢ porqué automatizar un proceso analitico?”.

La propia definicion ya nos indica parte de la respuesta a esta pregunta, un
proceso automatizado aumenta la productividad en un laboratorio pues una vez
optimizado el sistema para trabajo de rutina es capaz de procesar muchas
muestras por unidad de tiempo, con minima intervencion humana. Mejora la
confiabilidad del proceso aumentando su precisién, consideremos que no se ve
afectado por el cansancio del operador, puede funcionar durante tiempos
prolongados (mas horas que un operador humano) sin tiempos muertos. Esto

por otra parte libera a los operadores de tareas rutinarias y tediosas y los deja
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menos expuestos a situaciones donde pueden estar en contacto con productos
toxicos.

Los sistemas automatizados trabajan en general con reduccion de escala, esto
es reduccion de consumo de reactivos, muestra y la consiguiente generacion
de menor cantidad de residuos toxicos.

Los efectos que pueden causar errores humanos en el proceso analitico
quedan practicamente reducidos a ingresar mal parametros de operacion en
una computadora, dado que los errores de manipulacion desaparecen.

Y en definitiva todo lo expuesto trae como consecuencia un efecto sobre los
costos, es entonces que debe evaluarse la relacion costo-beneficio (Stockwell,
1996).

Poner en funcionamiento un sistema automatizado tiene costos de inversion
importantes. Sin embargo el poder procesar muchas mas muestras por unidad
de tiempo, con mucho menos personal, mejorar la precision, consumiendo
menos reactivos por muestra y en forma mas confiable, hace sin duda que el
balance sea favorable hacia la automatizacion.

En el capitulo 5, se discute para cada sistema desarrollado, como esto es cierto
teniendo en cuenta que los sistemas desarrollados procesan entre 60 y 160
muestras por hora dependiendo del caso, cuando algunos métodos manuales

no superan 2 muestras por hora.

Para la automatizacion de los analisis de productos lacteos seleccionados en

esta tesis se emplearon técnicas de Andlisis en Flujo. En la seccién 3.2 se

explicara claramente que es el Analisis en Flujo y cuales fueron las técnicas
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empleadas, pero a esta altura solo definiremos qué es Analisis en Flujo para
poder plantear claramente el desafio analitico de esta tesis y el porqué de su
titulo.

Andlisis en Flujo es definido por IUPAC como “el nombre genérico para todos
los métodos analiticos que estan basados en la introduccion y procesamiento
de muestras de ensayo en un medio en flujo” (IUPAC, 1998).

La automatizacion de una determinacion analitica y el Analisis en Flujo se
acoplan perfectamente, desde la introduccién de una muestra liquida al sistema
en flujo, la toma de la alicuota necesaria para la determinaciéon de uno o varios
analitos, la preparacidon de la muestra, el mezclado con reactivos, la
introduccion de la misma al sistema de deteccion y su posterior descarte, todo
puede ser automatizado. Ademas cuando la muestra se encuentra en la zona
de deteccion, la obtencidn de la sefial analitica y procesamiento de datos hasta

la obtencidn del reporte final, también puede ser automatizado.

La importancia de la matriz seleccionada ya fue explicada en la seccién 3.1.1.
Los métodos aceptados y utilizados en los laboratorios de control para realizar
las determinaciones de diversos analitos en leche y sus derivados son los
publicados en AOAC (Association of Oficial Analytical Chemists, 1996) en el
capitulo 9 dedicado a elementos traza e IDF (Internacional Dairy Federation,
1992) en su primer boletin sobre el mismo tema.

Muchos de los métodos alli publicados son sumamente lentos y requieren
mucha manipulacion del operador. En la seccidén 3.1.3 se explicara porqué se

seleccionaron determinados analitos para el desarrollo de esta tesis, pero uno
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de los ejemplos mas representativos de la necesidad de algun grado de
automatizacion que sera discutido en esta tesis es la determinacién de nitrato y
nitrito en leche en polvo. Si bien ya la norma IDF: 189-1 (2001(E)) prevé el uso
de un sistema en flujo como una de las alternativas, aun asi no esta totalmente

automatizado y es un sistema complicado y lento.

En el caso de analisis de elementos traza en leche, es un tema complicado y
requiere tratamientos especiales de muestra, involucra mucha participacion del

operador y eso trae riesgos de contaminacion.

En particular en Uruguay no tenemos informacién de que los laboratorios
realicen de rutina la determinaciéon de elementos traza en leche. Si bien
algunos de los laboratorios mas reconocidos de nuestro pais tienen sus propios
procedimientos de preparacion de muestra y los adaptan para realizar
determinaciones. Muchas veces es muy dificil cumplir exactamente con los
requisitos de las normas, en general debido a que no se cuenta con la

instrumentacion adecuada.

La determinacién de selenio total en leche aparece por primera vez en una
publicacion de el boletin de IDF en el 1992 (Bulletin of the Internacional Dairy
Federation N° 278/1992), proponiendo un método fluorimétrico (Ihnat, 1996),
que aun hoy se sigue utilizando, aunque es bien sabido que la determinacion
se puede realizar utilizando técnicas de absorcion atbmica como la generacién

de hidruros o la atomizacion electrotérmica.
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En Uruguay no se han encontrado datos publicados que aporten informacion
sobre el contenido de selenio en leche.

En suma, el desafio analitico de esta tesis fue automatizar, con todo lo que su
definicion implica, analisis de productos lacteos que han sido histéricamente

complejos y lentos, utilizando técnicas modernas de Analisis en Flujo.
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3.1.3. Seleccion de los analitos a ser estudiados

Entre los analitos seleccionados: zinc, cobre y selenio son sin duda de gran
importancia nutricional. Todos ellos se encuentran en la leche vacuna en bajos
niveles, en el caso del selenio es un elemento traza cuya determinacion
analitica necesita de técnicas muy sensibles. Los elementos traza son

esenciales para muchas funciones metabdlicas en el cuerpo humano.

Los datos sobre el contenido de minerales y elementos traza de los alimentos
(tablas nutricionales) son criticos para las personas involucradas en la
investigacion epidemiolégica y patrones de enfermedades, evaluacién de la
salud y estado nutricional de los individuos y poblaciones. Este tipo de
informacion se usa para determinar politicas de gobierno a nivel regional y

nacional en relacién a los programas de nutricion y alimentacion.

Las formulas infantiles son basicamente leche vacuna modificada adicionada
de nutrientes. Todas las formulas infantiles comerciales contienen sales de zinc
y cobre agregadas, y recientemente se esta incorporando cada vez mas el
agregado a las mismas de selenio, por lo que las determinaciones analiticas
son parte del control de calidad de estos productos como rutina de los

laboratorios correspondientes.

La determinacion de cobre y zinc en particular se puede realizar en forma

simultanea utilizando un sistema en flujo, por lo que desde el punto de vista
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analitico es un desafio interesante para la resolucién de un sistema de dos

componentes.

Como ya se mencioné no se han encontrado datos publicados en nuestro pais
sobre la concentracién de selenio en leche, por lo que los datos obtenidos son
una primera aproximacién a conocer mas sobre la composicién del producto. Si
se ha reportado por parte de un grupo de investigacion de Sao Carlos, Brasil, el
contenido de selenio total en tres muestras de leche bovina fluida (dos
descremadas y una entera), éste es el unico dato encontrado en la literatura
(Aleixo y Nobrega, 2003).

Creemos que seria importante para nuestro pais completar las tablas
nutricionales que hoy en dia figuran incompletas en cuanto a niveles de selenio
total en leche (Ministerio de Trabajo y Seguridad Social, 2002).

La automatizacién de la determinacion de selenio es el planteo mas completo
en cuanto a los objetivos de esta tesis, debido a la complejidad en el disefio del
sistema en flujo que requiere separacion gas-liquido, tratamientos de muestra
especiales debido a matriz estudiada y acoplamiento al sistema de deteccion

HG-AAS debiéndose alcanzar niveles de deteccién menores a 1 pg.L™".

También se pone a punto en este trabajo un sistema para la determinacion de
nitrato y nitrito en leche en polvo, dicha determinacién es muy lenta como ya se
menciond cuando se siguen los métodos de referencia que no son en flujo. La
determinacién de estos analitos es muy importante en leches en polvo y

férmulas infantiles. Su presencia es indicador de contaminacion en el proceso
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de manufactura y contaminacién microbiana, y la poblacién a la que estan
dirigidos estos productos es muy sensible a los efectos adversos que estas
sustancias pueden producir. En el caso de las formulas infantiles se trata de
productos no estériles por lo que el producto final puede llegar a tener algun
grado de contaminacion, esto hace que el control de calidad del mismo sea

critico.
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3.1.4. Metales

3.1.4.1. Zinc

El término zinc fue usado por primera vez por Léhneyes, en 1697. Es uno de
los elementos mas comunes encontrados en la tierra. Puede ser encontrado en

el aire, en el suelo, en el agua y esta presente naturalmente en los alimentos.

Actualmente hay cinco sales de zinc que son clasificadas como sustancias
GRAS (Generally Recognized as Safe), que pueden ser utilizadas como
suplementos de la dieta y por tanto agregadas a alimentos: sulfato de zinc,
cloruro de zinc, gluconato de zinc, 6xido de zinc y estearato de zinc (aunque
estos dos ultimos tienen baja biodisponibilidad).

Es un metal esencial para los seres vivos, por lo que tanto su ausencia como
una exposicion excesiva pueden traer efectos nocivos. Es un oligoelemento
necesario para el crecimiento normal y desarrollo del hombre. Las deficiencias
de zinc se manifiestan en la regulacion de la sintesis de ADN y ARN.

Es importante también en la replicacion celular y en los procesos de
crecimiento y reparacion de tejidos. La primera deficiencia de zinc reportada en
Medio Oriente se manifesté en anemia, disfuncionalidad e inmadurez sexual

(Soares da Silva, 2003).

Existen mas de 200 enzimas que utilizan zinc como cofactor por lo que su
deficiencia traera problemas en el funcionamiento de las mismas. Juega un

papel fundamental en la regulacién de la trascripcion, uniéndose a proteinas
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nucleares, para formar complejos llamados “zinc fingers” (Soares da Silva,

2003).

La forma biolégicamente activa es Zn(ll). En solucién acuosa al elevar el pH
tiende a formar un precipitado correspondiente al hidréxido a menos que haya
presente otras especies que puedan formar complejos solubles como lo son los

aminoacidos y otros acidos organicos (Soares da Silva, 2003).

Las relaciones de cobre, hierro y zinc consumidas en la dieta por el hombre son
muy importantes. La fortificacion con zinc en la dieta puede tener efectos
adversos en la entrada de cobre y hierro ya que al aumentar los niveles de zinc
en la dieta, esto traerd como consecuencia que los requerimientos de cobre
también aumenten.

Por este motivo en algunos paises se toma en cuenta la relacion hierro/zinc y
las fortificaciones en los alimentos deben cumplir con las relaciones
recomendadas de manera de mantener la correcta disponibilidad de cobre,
hierro y zinc ya que la biodisponibilidad de uno y otro estan muy relacionadas

entre si.

La intoxicacion por exceso de zinc no es muy comun, pero hoy en dia aparece
con mas frecuencia debido al mal uso de complementos y suplementos
vitaminicos que contienen zinc (recomendado para combatir el estrés). El
exceso de zinc puede desencadenar respuestas inmunes adversas y afectar el
perfil lipidico en suero; causara ademas debido a lo ya explicado en relacién al

cobre, deficiencia de cobre y anemia (Soares da Silva, 2003).

40



Aplicacion de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del analisis quimico de la leche
y sus derivados.

La ingesta recomendada diaria, RDA' (del inglés Recommended Daily
Allowances), es el nivel promedio diario de consumo que se considera
suficiente para satisfacer los requerimientos de nutrientes de cerca de todas
(97% - 98%) las personas saludables en una etapa especifica de la vida y
grupo de género.

La ingesta recomendada diaria para adultos de zinc es 15 mg, pero para
desarrollar efectos por intoxicacién la dosis debe llegar a 400 mg por dia (Flynn

y Cashman, 1997).

En relacion a la matriz en estudio en esta tesis, el zinc es un constituyente
natural en la leche de vaca. Los productos lacteos en general son considerados
una buena fuente de este elemento ya que aporta zinc asimilable a la dieta. Los
productos derivados de la leche pueden contener una concentracion media de
4.6 mg kg (IDF, 1992, Millar et al., 2000, Ministerio de Trabajo y Seguridad
Social, 2002).

La principal fuente de zinc en la leche de vaca es la que proviene de la dieta
del animal, sin embargo incrementar el contenido de zinc en la dieta del mismo
no hace que aumente directamente la concentracion de zinc en la leche y

tampoco varia estacionalmente en forma significativa (Flynn y Cashman, 1997).

Nota 1: El término RDA aparece en la literatura como ingesta diaria o ingesta dietaria
recomendada, esta siendo revisado para llamarse DRI (Dietary Reference Intake) (Food and

Agricultural Organization (FAO), 2000).
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La mayor proporcién de zinc en la leche vacuna se encuentra en la fraccion
desnatada, solo de 3 — 14% aparece en la fraccion lipidica. Mas del 95% de
metal presente en la fraccion desnatada se encuentra unido a las micelas de
caseina, el resto se una a compuestos de bajo peso molecular, probablemente
citrato (Bulletin of the International Dairy Federation N° 278/1992, Flynn y

Cashman, 1997)
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3.1.4.2. Cobre

El cobre fue descubierto cerca del 9500 A.C., en el actual Irak. La isla de
Chipre era la mayor fuente de cobre en el mundo antiguo. La palabra cobre
viene de cuprum, nombre romano para el metal de Chipre.

Al igual que el zinc, es un elemento esencial para la biota. Fue identificado en
plantas y animales en el siglo XIX y proclamado como catalizador biolégico en
el siglo XX (Menezes Pedrozo, 2003).

La bioacumulacién es definida como la red de absorcién del cobre por los
microorganismos, plantas o animales a partir de su entorno (agua, sedimento,
suelo y dieta). La biodisponibilidad puede ser influenciada por la especie del
metal o bien por otras propiedades fisico-quimicas del medio. El cobre presenta
en general una biodisponibilidad limitada en el medio ambiente, algunas
especies son capaces de bioacumularlo como por ejemplo especies marinas,

peces, algas (Menezes Pedrozo, 2003).

La concentracion en los alimentos varia de pais en pais de acuerdo con el tipo
de producto, las condiciones, de cultivo (suelo, agua, uso de fertilizantes y
fungicidas que puedan contener cobre), el tipo de procesamiento, el pH, el tipo
de envases o el uso de utensilios de cobre, en general la mayoria de los
alimentos contiene menos de 10 mg.kg ' (Menezes Pedrozo, 2003). Se ha
reportado un contenido de hasta 60 mg.L'1 en leche hervida en olla de cobre.
En la leche el cobre se une a la caseina y es liberado con el pH acido del

estdmago para su absorcion. El chocolate puede contener mas de 5 mg.kg™,
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algunos alimentos con elevado tenor de cobre son por ejemplo las frutas secas,

cereales, nueces y moluscos (Flynn y Cashman, 1997).

Por ser considerado un elemento esencial puede ser adicionado en algunos
alimentos. La forma quimica y los niveles de otros elementos esenciales
interfieren en su absorcion. Mas del 25% de los suplementos vitaminicos
comercializados en la actualidad contienen cobre, algunos de ellos contienen
oxido de cobre el cual es poco absorbido, otras contienen sulfato o cloruro de
cobre que tienen una elevada disponibilidad. En los alimentos infantiles, la
mayoria presenta agregado de hierro y zinc sin que se alcance la
concentraciéon de cobre nutricionalmente significativa.

La ingesta diaria media de cobre segun el pais pude variar entre 0.8 hasta 1.7

mg/dia (WHO, 1998).

La biodisponibilidad del cobre en leche es muy elevada en los individuos mas
jovenes de todas las especies. La leche humana tiene una de las
concentraciones mas elevadas de cobre entre los mamiferos, entre 0.25 a 0.60
mg.L'1. En leche de vaca esa concentracion es hasta 4 veces menor respecto a
la leche humana y la distribucion del metal entre las fracciones proteicas de
diferentes pesos moleculares y la fraccion lipidica son bastante diferentes
(Flynn y Cashman, 1997).

La absorcion de cobre a lo largo del tracto gastrointestinal, puede ser
modificada por el pH, por los macronutrientes presentes en la dieta y por

factores patoldgicos.
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Los cationes divalentes zinc y calcio provocan un efecto negativo en su
absorcion, asi como también el hierro. El antagonismo entre cobre y zinc es
conocido desde hace mucho tiempo, las concentraciones séricas y hepaticas
de cobre decrecen linealmente en funcion del logaritmo de la concentracion de
zinc cuando ésta ultima aumenta en la dieta. Si la ingesta de zinc por algun
motivo por ejemplo pasa de 5 a 20 mg/dia, el ingreso de cobre necesita
aumentar un 60% para mantener el equilibrio. Con hierro también existe una
competencia en el proceso de absorcion intestinal, esto es particularmente
interesante cuando se formulan los preparados infantiles con alto contenido de
hierro o cuando a las mujeres embarazadas se les recomienda el consumo de
hierro no previendo el desbalance que ocurre con el cobre, en estos casos los
requerimientos de cobre aumentan significativamente y los riesgos de

deficiencia de cobre aumentan (Seiler, 1988).

El molibdeno también puede promover deficiencia de cobre ya que es capaz de
retirarlo de la dieta por formacion de molibdato de cobre que no es una especie
absorbible.

El cobre absorbido por la mucosa intestinal es transportado al higado, por la via
porta, unido principalmente a la albumina. El higado secuestra el cobre
absorbido y lo redirecciona a través de la sangre a otros tejidos. En la sangre
se encuentra distribuido en eritrocitos y plasma, en el hombre el 80 a 90% del
cobre plasmatico esta firmemente unido a la ceruloplasmina, el resto se une a
albumina y otros aminoacidos. En las intoxicaciones agudas por cobre el

exceso de cobre se une preferentemente a la albumina.
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La ceruloplasmina es sintetizada en los riflones, presenta 6 a 8 atomos de
cobre (ll) fuertemente ligados a ella. Ademas del transporte de cobre, presenta
actividad ferrooxidativa, facilitando la oxidacion de Fe(ll) a Fe(lll)

La ceruloplasmina se une a receptores de membrana de las células de otros
tejidos, los que inducen un cambio de la proteina promoviendo la liberaciéon de
los atomos de cobre. Los niveles plasmaticos de la ceruloplasmina son
regulados por el higado (Seiler, 1988, Menezes Pedrozo, 2003).

Las dietas deficientes de cobre disminuyen la concentracién de cobre hepatico,
de metalotioneina, y la actividad de la cobre-zinc superéxido dismutasa. La
sintesis de ceruloplasmina se ve activada por el higado y esta actividad es
disminuida o eliminada en aquellos que presentan la enfermedad de Wilson.

El cerebro es el segundo lugar de acumulacion de cobre.

Por tanto la esencialidad de este metal se debe a su incorporacién en un gran
numero de enzimas y proteinas estructurales, utilizado como cofactor en
diversas enzimas celulares como catalasa, citocromooxidasa entre otras.

Las cantidades de cobre requeridas por un nifio varian de 0.1 a 0.5 mg.kg ' de
peso por dia, los adultos necesitan de 0.002 a 0.05 mg.kg ™' de peso por dia. El
requerimiento diario de lactantes y nifios se estima en 0.05 y 0.1 mg.kg " para
adultos 2 a 3 mg es lo recomendado (RDA).

Las manifestaciones de deficiencia del metal incluyen disfunciones cardiacas,
aumento de lipoproteinas de baja densidad, disminucion de metionina y
encefalina leucinica, disminucién de cobre-zinc superdxido dismutasa
eritrocitaria y disminucién de la depuracién de glucosa. El sindrome de Menkes

es un desorden recesivo ligado al cromosoma X, que ocurre en
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aproximadamente 1 entre 200 mil nacidos vivos, las condiciones clinicas de
estos individuos son concordantes con el estado de deficiencia de cobre,
caracterizada por anomalias Oseas, retardo mental severo, degeneracion
neurologica.

La deficiencia de cobre durante los periodos embriogénicos y fetales de
gestacion puede resultar en numerosas anomalias bioquimicas y estructurales.
La enfermedad de Wilson es una dolencia metabdlica recesiva, autondmica,
hereditaria. Esta anormalidad promueve una toxicidad cronica por cobre al
causar un defecto en el transporte del metal. Bajas concentraciones de
ceruloplasmina facilitan entonces la acumulacion del cobre en primer lugar en
el higado, seguido del cerebro y luego el resto de los 6rganos. El cobre no
puede excretarse por via biliar. Algunas manifestaciones clinicas de la
enfermedad de Wilson son: cirrosis, hepatitis cronica, rigidez, ataxia,
convulsiones, disturbios en el comportamiento, Anillos de Kayser-Fleisher
(depdsitos de cobre en la cérnea), osteomalacia e hiperpigmentacion (Menezes
Pedrozo, 2003).

En leche aproximadamente el 15 a 50% del cobre estd asociado a glébulos
grasos, un 35% se asocia a caseina y un 28% puede asociarse a las proteinas
de suero. Cataliza el proceso normal de la oxidacién de las grasas en
presencia de aire por lo que eso influye en el aroma y sabor de la leche. Tiene
una gran influencia en la acidificacion y en la velocidad de maduracion del
queso (Flynn y Cashman, 1997).

La leche de vaca es una fuente pobre de cobre ya que el animal actia como

filtro reteniendo los metales en su organismo, sin embargo se pueden
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desarrollar productos a partir de la leche que con agregado de cobre se
transforman en un excelente vehiculo para la incorporacion del mismo a la
dieta.

El contenido de cobre varia con el animal dependiendo de su ubicacion
geografica y de la alimentacion que recibe. No esta claro aun si suministrar al
ganado racion con suplemento de cobre hara que leche tenga mayor contenido
de cobre.

El contenido medio de cobre en leche de vaca esta en 0.08 mg.L '1y en leche
en polvo 0.7 mg.kg ' (Bulletin of the International Dairy Federation N°

278/1992).
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3.1.5. Selenio (semimetal)

El selenio fue descubierto accidentalmente en una fabrica de acido sulfurico de
Gripsholm en Suecia por J.J. Berzelius en 1818, fue nombrado asi en alusién a
la luna (“selene”) (Zingaro y Copper, 1974, Baran, 1990).

A partir de 1920-1930, pasa a tener importancia en la industria electrénica para
la fabricacion de rectificadores y fotocélulas. En el siglo XX se comenzé
también a utilizar en la industria del vidrio (Tiglea y Mello, 2003).

Sin duda la caracteristica mas destacable de este elemento es su
“personalidad esquizofrénica” comportandose como metal-no metal (“tiene dos

caras como la luna” (Baran, 1990)).

El selenio se asemeja al azufre, pero es un semimetal, con configuracion 4s? y
4p*, pertenece al grupo VI de la tabla periddica (grupo de los calcogenos).

Las formas mas comunes son Se(-ll) , Se(lV) y Se(VI), pero la formas en las
que el selenio se presenta en los organismos vivos y sistemas, depende de la
cantidad y formas en los que se los provee, asi como de la especie que lo
asimila. Entre los compuestos organicos de selenio de importancia biolégica se
encuentran la selenometionina y la selenocisteina, los analogos de los S
aminoacidos donde el S se sustituye por Se (Venugopal y Luckey, 1979, Baran,

1990).

Se encuentra en todos los ambientes distribuido en forma desigual en el
planeta, siendo que algunos lugares se presenta en concentraciones tan bajas

que no es suficiente para que los vegetales contengan una cantidad adecuada
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para satisfacer la ingesta diaria recomendada de animales y el hombre. En
otros sitios se encuentra en altos niveles en el suelo como en alguna zona muy
seca de USA donde hay plantas con altas concentraciones de selenio
(Fordyce, 2005).

En 1930 se evidencié toxicidad de selenio en la agropecuaria cuando se
descubren enfermedades en animales que se restringian a determinadas
areas, como resultado de contaminacion cronica resultante de la ingestion de
vegetales con elevadas cantidades de selenio. Sin embargo ya desde la época
de Marco Polo en su viaje a la China, se reporta la enfermedad animal debida a

la contaminacion con selenio (Tiglea y Mello, 2003, Fordyce, 2005).

En la década del 50 se conocié la esencialidad de del selenio en animales, y la
esencialidad en humanos fue revelada con el descubrimiento de su capacidad
para prevenir el mal de Kesham, descrito por primera vez en 1935 en la
provincia China del mismo nombre. Esta poblacion presentaba un cuadro con
sintomas que fueron atribuidos a la carencia de selenio: diferentes grados de
cardiopatias o de descompensacion cardiaca, la histologia del miocardio
presentaba degeneracion y necrosis de ultra-estructuras de fibras musculares.
Posteriormente se descubriria su importante papel como parte de los
mecanismos antioxidantes del organismo y también su papel en la proteccion
del organismo contra metales pesados asi como también su importancia en el
sistema inmune (Tiglea y Mello De Capitani , 2003, Fordyce, 2005).
Relacionado con esto ultimo, también se ha demostrado que pacientes

afectados por SIDA, presentan evidencias de deficiencia de selenio, como ser
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una marcada disminucion de la actividad de glutation-peroxidasa. Ademas ha
sido por otro lado reconocido como un agente nutricional de proteccion

anticancerigeno de amplio espectro (Baran, 1990).

Los valores de RDA para selenio son: 15 ug, 20 ug y 30 ug para edades de 0.5
a 1 afno, 1-5 afos y de 7-10 afos respectivamente, y alcanza valores de 70 pg
para adultos (Flynn y Cashman, 1997).

La concentracion de selenio en plantas y animales esta relacionada con su
concentracion en el suelo. Las condiciones del suelo como ser su composicion,
pH y potencial redox afectan su disponibilidad. En suelos alcalinos (pH 7.5 a
8.5) el selenito puede ser oxidado a selenato soluble, aumentando su
disponibilidad. La actividad microbiana también puede provocar
transformaciones que incluyen pérdidas por formacién de compuestos volatiles.
Los selenatos solubles son absorbidos por las plantas y convertidos en formas
organicas, como selenometionina, selenocisteina, dimetilselenio vy
dimetildiselenio. El selenio entra asi en la cadena alimentaria, junto con el
selenio que se encuentra en aguas potables y constituye un elemento
importante en la nutricion.

Desempefia un papel similar al de la vitamina E, participando en sistemas
biolégicos que protegen de procesos oxidativos. Es un componente de la
enzima glutation peroxidasa la cual previene la acumulacion de peréxidos
toxicos dentro de las células y esta constituida por cuatro subunidades iguales,
cada una de las cuales contiene un atomo de selenio en forma de resto de

selenocisteina (Baran, 1990).
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Existe en varios paises la preocupacion con respecto a los posibles efectos en
la salud de niveles bajos y/o decrecientes de selenio en los suelos, dando
contenidos de selenio bajos en, por ejemplo, granos y gramineas, de esta
manera implicando bajos contenidos de selenio en la leche producida a partir
de este forraje (Tiglea y Mello De Capitani, 2003).

La concentracion de selenio en diferentes alimentos puede variar ampliamente,
dependiendo de su disponibilidad natural. Generalmente la carne, el pescado y
los cereales (que pueden variar de pais en pais) son buena fuente de selenio
para la nutricion humana, pero también la leche y los productos lacteos tienen
una contribucion significante a la ingesta de selenio (Tiglea y Mello De Capitani,

2003).

El selenio es una paradoja debido a que su esencialidad termina debido a su
estrecho margen entre la dosis necesaria para no presentar sintomas por
deficiencia y la minima para comenzar a observarse sintomas por intoxicacion,
como dice Baran, “por un lado es un téxico poderoso y por el otro se ha
revelado como un elemento-traza esencial, sin el cual no sobreviviriamos”

(Baran, 1990).

La absorcién intestinal de Se como formas solubles de selenito o selenato y
compuestos organicos es rapida y eficiente en mamiferos (rumiantes y
monogastricos). La absorcion en los mamiferos monogastricos ocurre en el
intestino delgado. En la sangre el Se se asocia a eritrocitos y con albumina

plasmatica y globulinas. La albumina parece ser el receptor inmediato y quien
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transporta el selenio a sitios de unibn mas estables en la sangre y tejidos.
Desde la sangre el Se se distribuye rapidamente a todos los tejidos,
especialmente el higado, rifiones, hueso, ufias y pelo (Tiglea y Mello De
Capitani, 2003).

La retencion de selenio en tejidos depende de la ingesta en la dieta y de la
reserva existente en el cuerpo del metal. La retencion en los tejidos se debe en
parte a la propiedad del selenio de reemplazar el azufre en la cisteina y
metionina, los que puede existir como parte estructural de proteinas o libres
como selenoaminoacidos.

El selenio se excreta principalmente por la orina, aunque también una parte por
las heces y por aire exhalado, pero también aparece excretado en el sudor y en
la leche (Tiglea y Mello De Capitani, 2003).

La incorporacién desde la forma selenocisteina en la enzima glutation
peroxidasa puede tener lugar via una ARN transferasa especifica en el higado.
La selenocisteina puede ser sintetizada a partir de la selenometionina por la
llamada via de la cistationina y puede ser descompuesta por una enzima que
actua exclusivamente sobre la selenocisteina (Seiler y Sigel, 1988).

Un paso importante en el metabolismo de excrecion de selenio es la metilacién
de la forma reducida. A pesar de ser mayoritariamente excretado en la orina, es
conocido que el humano expuesto a altas concentraciones de selenio en su
dieta tiene un aliento caracteristico con olor a ajo, caracteristico del
dimetilseleniuro. Las metilaciones se llevan a cabo mediante la accién de

metiltransferasas.

53



Aplicacion de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del analisis quimico de la leche
y sus derivados.

Cuando la ingesta de vitamina E es pobre, la susceptibilidad a sufrir los efectos
de deficiencia o exceso de selenio se incrementa. (Seiler y Sigel, 1988)

Tiene la capacidad de unirse a otros metales pesados como selenitos o
seleniuros inertes y asi actuar como detoxificadores de metales pesados. La
toxicidad del selenio es generalmente atribuida a su interferencia con el
metabolismo del azufre y sus funciones, asi puede afectar sistemas
enzimaticos asociados a procesos de respiracion celular reemplazando grupos
tiol por grupos SeH inhibiendo la funcién de grupos enzimaticos. (Venugopal y
Luckey, 1979).

De todos los elementos, presenta uno de los rangos mas estrechos entre
deficiencia en la dieta (<40 pg.dia™) y niveles toxicos (>400 pg.dia™), esto hace
imprescindible que haya controles en la ingesta humana y de otros animales.
(Fordyce, 2005).

La leche bobina y los productos lacteos que de ella derivan, son normalmente
una fuente pobre de selenio en la nutricion humana. Mediante suplementos en
el alimento del ganado, puede obtenerse un aumento en el contenido de
selenio de la leche. Por ejemplo, en Suecia y Finlandia, la mayoria de los
alimentos para ganado estan enriquecidos con selenio (en forma de Na,SeO4 o
Na,SeO3), normalmente 0.1 mg de selenio por kg de alimento seco. En Suecia,
este suplemento ha incrementado los contenidos de selenio en la leche en casi
un 40%, de 8 a 11 pg.kg'1 (Bulletin of the Internacional Dairy Federation N°
278/1992).

Sin embargo para suplementar forrage con selenio hay que prestar especial

cuidado a la biodisponibilidad. Se ha reportado que la leche bovina obtenida de
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luego de alimentar el animal con forrage suplementado con selenio organico
contiene una mayor proporcion de selenio que la leche obtenida luego de
alimentarlo con forrage suplementado con selenio inorganico, lo que sugiere
que las formas organicas tienen mayor biodisponibilidad (Silva et al., 2000,
Muniz-Naveiro et al., 2006).

Los datos que se han podido obtener sobre la alimentacién del ganado en
Uruguay, en cuanto al tipo de suplementacion indican que en general la racion
suministrada contiene agregado de selenio en forma de sales inorganicas

(Na2SeO4 0 Na,Se0s3).

Existen numerosos trabajos que reportan contenido de selenio en leche bobina
y en féormulas infantiles en diversas regiones del planeta (Alaejos y Diaz
Romero, 1994, Foster y Sumar, 1995, Aleixo y Noébrega, 2003, Van Dael y
Barclay, 2006, Mufiz-Naveiro et al., 2006).
Dependiendo de la region geografica y la época del afo en la que se analizaron
las muestras se reporta gran variabilidad en el contenido de selenio total en
leche fluida bobina. Un estudio realizado que involucré a 15 paises indicé que
lo valores estaban en el rango de 3 a 40 pug.L”" con una media de 10ug.L™
(Flynn y Cashman, 1997).
Desde los afios 90 al presente se mantienen ciertos rangos de concentracion
en leche fluida bobina discriminados por regidbn segun de detalla a
continuacion:

e Europa de 3 a 15 pg.L" (Alaejos y Diaz Romero, 1994, Pappa et al.,

2006)
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e América de 5 a 122 ug.L'1 (Alaejos y Diaz Romero, 1994, Aleixo y
Nébrega, 2003), incluye la determinacion de 3 muestras de leche
Uruguaya en el trabajo de Aleixo y Nébrega.

e Asiade 2a64 ug.L" (Alagjos y Diaz Romero, 1994).

e Oceaniade 1a7 pg.L" (Alaejos y Diaz Romero, 1994).

La leche humana es considerada la mayor fuente de selenio para los recién
nacidos y lactantes. Se ha reportado, ya desde hace tiempo, que las
concentraciones de selenio en leche humana son algo mayores que en leche
bobina (Alaejos y Diaz Romero, 1994). Sin embargo continua siendo una
fuente pobre de selenio en si misma, esto ha hecho que en los ultimos tiempos
los fabricantes de formulaciones infantiles de base lactea consideren agregar
selenio a las mismas (Van Dael, 2006).

No se han encontrado especificaciones claras de organismos internacionales
sobre que componente de selenio agregar a una férmula infantil, sin embargo
es comun y aceptado fortificar con formas inorganicas como ser selenito de
sodio y selenato de sodio (Foster et al., 1997).

Las formulas infantiles del mercado uruguayo informan en su rotulaciéon
agregado de selenito de sodio en el rango de 4 a 15 pug/100g.

Tanto la leche en polvo como las formulas infantiles en polvo sufren procesos
en su elaboracion que alteran las propiedades del producto final, los
tratamientos con calor y el secado spray pueden provocar pérdidas de selenio
tanto intrinseco como agregado. En el caso de la leche fluida pasterizada

tambien existe este riesgo de pérdidas de selenio en el proceso de
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pasteurizacion. En esta tesis se realizaron casi todas las determinaciones en
leche fluida recién ordefada (sin procesamiento) y en algunas muestras de

leche pasterizada entera y descremada.
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3.1.6. Nitrato y nitrito

La toxicidad de nitratos y nitritos es conocida desde fines del siglo pasado. Si
bien el agente responsable de causar enfermedad son los nitritos, éstos se
forman naturalmente a partir de nitratos.

La presencia natural de nitratos y nitritos en el ambiente se debe al ciclo del
nitrogeno, por lo que cualquier alteracion antropogénica de este ciclo
modificara los niveles normales de nitrato y nitrito en el ambiente (Smith y
Smith, 2001).

En los alimentos es frecuente el uso de aditivos que contienen nitratos como
fuente de nitritos y directamente nitritos en el “curado” de derivados de la carne
que deben almacenarse por largo tiempo. En la industria del queso en algunos
paises se emplea nitrato de sodio o potasio como agentes antimicrobianos.
Una de las principales fuentes de ingreso de nitratos al organismo es el agua,
en particular en sitios rurales donde se consume del agua de pozo es comun

que estos pozos presenten niveles elevados de nitratos.

Los lactantes y nifios de corta edad son una poblacion susceptible a sufrir los
efectos toxicos de nitratos y nitritos. Se han reportado casos de intoxicacién de
bebés debido al uso de agua de pozo en la reconstitucion de la leche en polvo
y de férmulas infantiles. Este efecto toxico puede llegar a producir un efecto

adverso conocido como el “sindrome del bebé azul” (Yassi et al., 2001).
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En el proceso de elaboracion de la leche en polvo y férmulas infantiles puede
incorporarse nitrato al producto final fundamentalmente por malas practicas de
manufactura. También cabe destacar, que cuando se abre un envase de leche
en polvo se debe tener cuidado en como se guarda el producto una vez abierto
y como se manipula, porque debido a que el mismo se mantiene abierto un
cierto tiempo hasta que se consume todo el producto estd expuesto al riesgo

de contaminacion bacteriana (Food Standards, 2006).

En humanos, el nitrato ingerido se absorbe en el intestino delgado y se
distribuye en el organismo; el nitrato llega al intestino grueso a través de la
sangre y ahi se convierte (en parte por los microorganismos fecales) en nitrito,
el cual es muy reactivo y se reabsorbe a la sangre. Esta reduccion es mediada
por la enzima nitrato reductasa presente en plantas y varios microorganismos
(Kotsonis et al., 1996).

El nitrato también se puede convertir en nitrito en la saliva, debido a la
reduccion bacteriana dependiendo de la flora del individuo y de la dieta. Luego
de la absorcion, tanto nitratos como nitritos se distribuyen a todos los tejidos,
una vez en circulacion sanguinea, el nitrito reacciona con el i6n ferroso de la
desoxihemoglobina, formando methemoglobina en la cual el hierro se
encuentra en estado férrico, por lo que es incapaz de transportar el oxigeno
(Smith, 19976).

En el higado, los nitratos se convierten en metabolitos denitrogenados y nitritos
inorganicos, los cuales son excretados con la orina. Entre el 60-70% de la dosis

ingerida de nitratos se excreta con la orina durante las primeras 24 h. Un 25%
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aproximadamente se excreta en saliva. Se ha demostrado que parte del nitrato
se puede excretar a través de la leche humana.

Otro problema aun en controversia es la posibilidad de que los nitritos
reaccionen con las aminas de las proteinas y formen nitrosaminas (derivados
N-nitroso), las cuales son carcinogénicas (Smith, 1996).

El proceso de formacién y reduccién de la methemoglobina en los eritrocitos es
continuo; por lo general, en individuos sanos la concentracion de ésta es menor
al 2%. A medida que la concentracion de methemoglobina aumenta comienzan
a aparecer los efectos nocivos, ya con 20% hay cianosis central de tronco y
extremidades, hasta un 45% aparecen sintomas y signos de hipoxia (depresion
del SNC, disnea), entre el 45 al 60% ya se entra en coma, arritmia, colapso y
convulsiones y por encima de 70% hay riesgo de muerte (Smith, 1996).

Los niflos son poblacion de riesgo especial para desarrollar
methemoglobinemia aguda a causa de la exposicién a nitratos, en particular
cuando se los alimenta con leche en polvo usando agua contaminada con
nitratos (comun en zonas rurales). Esto se debe a que el pH gastrointestinal de
los bebés es normalmente mayor que en nifos mayores y adultos, lo que
favorece la reduccion bacteriana del nitrato ingerido. En los lactantes ademas
una importante proporcion de hemoglobina se encuentra como hemoglobina
fetal, la cual es oxidada a methemoglobina con mayor facilidad que la
hemoglobina de adultos.

Segiin OMS (Organizacién Mundial de la Salud) el limite maximo es 10 mg.L"
expresado como nitrégeno equivalente a 45 mg.L”' de NO5", también aceptado

por EPA (Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos). Para nitrito
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se ha propuesto un limite de 1 mg.L'1 expresado en nitrégeno equivalente a

3.29 mgL™" de NO;..
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3.1.7. Seleccion de muestras

En esta tesis se trabajé con muestras de leche vacuna en polvo, leche fluida y
férmulas infantiles del mercado Uruguayo.

La leche en polvo fue provista por una empresa lactea nacional, entre ellas se
encuentra leche en polvo sin aditivos y leches que han sido modificadas con
agregado de hierro. También se analizaron muestras de leche en polvo
descremada.

La leche fluida fue recolectada en tambos de Florida y Libertad en el mes de
noviembre de 2008 y provista por la Facultad de Veterinaria mediante el
Departamento de Rumiantes a cargo del Dr. Luis Barros. Algunas muestras
fueron compradas en el mercado local.

En el caso de las formulas infantiles, nuestro pais las vende en farmacias y
algunos supermercados. Es una realidad de nuestro pais que este tipo de
producto es bastante costoso por lo que se distribuyen solo unas pocas marcas
que cuentan con cierta popularidad entre la poblacion. Se realizé una
investigaciéon de manera de encontrar en lo posible todos los tipos de producto
disponible, considerando de especial interés aquellos que adicionan sales de
selenio. Recorriendo el mercado se encontraron seis férmulas infantiles que se
considerd representativas de la variedad de la oferta en cuanto a su
formulacién. Algunas de esas férmulas estaban elaboradas para nifios de 0-6
meses, otras para nifios de 6-12 meses, y otras en general para lactantes y
nifios de corta edad. Incluso algunas también son usadas para suplementar la

alimentacion de ancianos o personas con problemas de anemia o desnutricion.
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Para todas las validaciones analiticas se utilizd6 material de referencia
certificado representativo de leche en polvo (NIST 1549, Non-Fat Milk Powder y

férmula infantil (NIST 1846 Infant Formula).
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3.2. Técnicas en flujo empleadas

3.2.1. Analisis en Flujo

La definicion segun IUPAC indica que Analisis en Flujo es “el nombre genérico
para todos los métodos analiticos que estan basados en la introduccion y
procesamiento de muestras de ensayo en un medio en flujo” (Inczédy et al.,

1998).

La creciente necesidad de automatizar los procesos analiticos tiene como
causa principal el aumento de la cantidad de muestras que debe analizar un
laboratorio, cumpliendo con la rapida entrega de resultados al cliente.

En particular en el campo de los analisis clinicos y medio ambiente, es donde
ha habido un aumento muy importante de la demanda de analisis, y donde se
requieren sistemas que puedan operar las 24hs en los procesos de control.
Como ya se explicé en la seccién 3.1.2, la automatizacion en Quimica Analitica
tiene multiples ventajas.

Debido a que la mayoria de las separaciones y reacciones quimicas se
producen normalmente en fase liquida, fue lIégico desarrollar un proceso que
transporte una porcion de la muestra desde el punto donde ella se introduce
hasta la unidad deteccion. Uno de los pioneros en este tipo de disefios fue
Skeggs por los anos 50 y 60 (van der Linden, 1994).

Este concepto dio origen al Analisis en Flujo Continuo (CFA, del inglés,

Continuous Flow Analysis).
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Durante al menos 20 anos se desarrollaron sistemas segmentados con aire, lo
que significa que la corriente de flujo era dividida en pequenos segmentos
correspondientes a muestras y reactivos separados por burbujas de aire. Esta
fue la técnica de eleccion para evitar el ensanchamiento de la zona discreta de
analito (dispersién de la muestra) en su camino desde el punto de insercion

hasta la unidad de deteccion.
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Figura 3- Sistema de flujo continio segmentado.

No fue hasta los afos 70 que se generalizé la idea de que la segmentacién
podria omitirse usando sistemas en flujo de dimensiones apropiadas, y
empleando velocidades de flujo adecuadas. Esto simplificd el sistema analitico
aumentando el numero de muestras que podian analizarse por unidad de
tiempo (frecuencia de muestreo o frecuencia de analisis). A este tipo de
sistema se le llamo Analisis por inyeccion en flujo (FIA, del inglés Flow Injection
Analysis) (Ruzicka y Hansen, 1988, van der Linden, 1994).

Existen situaciones intermedias entre CFA y FIA, como por ejemplo el Analisis
en Flujo Continuo Monosegmentado, donde la muestra inyectada se intercala
entre dos burbujas de aire (Vidal de Aquino, 2006).

Independientemente de los sistemas descriptos, también fueron desarrollados

otros métodos basados en medios en flujo. El principio era siempre el mismo,
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una corriente continua de una solucién conteniendo el analito podia también
mezclarse a lo largo del camino hacia el detector con uno o varios reactivos.

La nomenclatura para este tipo de sistemas y la forma de expresar sus cifras
de mérito o sea los requisitos analiticos que deben cumplirse y que
caracterizan el desempefo del sistema, han sido publicadas en el 2002 en un
reporte técnico de IUPAC (Zagatto et al., 2002). Ademas de la evaluacion de
todos los parametros que involucran la validacién del sistema en flujo y el
aseguramiento de la calidad, que sera discutido en detalle en la seccion 3.5 se
agregan para este tipo de sistema algunos otros. Estas nuevas cifras de mérito
son: frecuencia de muestreo y portabilidad (Zagatto et al., 2002).

La frecuencia de muestreo es la cantidad de muestras que pueden ser
analizadas (se realiza una determinacion analitica) por unidad de tiempo
estimado en asociacion a un nivel carry-over especifico. Cuando no se da
informacion respecto a este nivel, se considera que el mismo fue despreciable
(Zagatto et al., 2002). El efecto carry-over aparece por ejemplo al pasar de una
inyeccion de muestra a una de blanco, lo que se observa es que las primeras
inyecciones de éste resultan contaminadas con restos de la anterior. En
general esto puede evitarse realizando un lavado con nueva muestra cuando
se cambia de un nivel de concentracién a otro diferente o a otra muestra. Se
recomienda informar la frecuencia de muestreo junto con el consumo de
muestra, asi puede caracterizarse el sistema en forma mas completa.

En cuanto a la portabilidad del sistema, es algo util a tener en cuenta el hecho

de desarrollar sistemas que puedan transportarse, si el sistema de deteccion
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asi lo permite, sobre todo en las determinaciones relacionadas con el medio
ambiente para realizar trabajos de campo.

Clasificacion de métodos analiticos basados en medios en flujo (van der
Linden, 1994):

¢ Analisis en Flujo: con muestreo continuo

o segmentado
o nho segmentado

e Analisis en Flujo: con muestreo intermitente

o Con aspiracion de la muestra:
= de flujo segmentado- CFA
= de flujo no segmentado
o Con inyeccion de la muestra:
= de flujo no segmentado
¢ Anadlisis por inyeccion en flujo (FIA)
e Cromatografia liquida (LC)

= de flujo mono-segmentado (MSFA)

Para mejorar el desempeno analitico, han aparecido nuevas técnicas en flujo,
las mismas aumentan el grado de automatizacion y amplian el campo de
aplicaciones analiticas, en la década de los 90 tienen gran difusion
especialmente las técnicas de analisis en flujo por inyeccion secuencial (SIA)
(Ruzicka y Marshall, 1990) y los sistemas en flujo multiconmutados (MCFA)

(Reis et al., 1994).

67



Aplicacion de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del analisis quimico de la leche
y sus derivados.

Recientemente aparecen técnicas aun mas modernas vy sofisticadas
alcanzando grados de miniaturizacion muy interesantes como la llamada
“laboratorio en una valvula” (Lab-on-valve, LOV) (Ruzicka, 2000, Chao-Hsiang
y Ruzicka, 2001, Wang y Hansen, 2003) y “laboratorio en un chip” (lab-on-a
chip) (Wang et al., 2008).

En esta tesis se desarrollaron y validaron sistemas por inyeccion en flujo (FIA),
por inyeccion secuencial (SIA) y multiconmutado (MCFA), en las siguientes

secciones se explicara un poco mas en detalle estas técnicas en particular.
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3.2.2. Analisis por Inyeccién en Flujo (FIA)

La primera definicion aparece en 1975 cuando Ruzicka y Hansen definieron
FIA como “la insercién secuencial de muestras en forma discreta en un flujo de
corriente continua con posterior deteccion del analito”. En 1981 estos mismos
autores ampliaron la definicion original a “método basado en la inyeccion de
una muestra liquida en una corriente no segmentada en movimiento de un
liqguido adecuado. La muestra inyectada forma una zona, que es transportada
hacia un detector que continuamente registra la absorbancia, potencial de
electrodo, o cualquier otro parametro fisico, que estara cambiando
continuamente debido al pasaje de la muestra a través de la celda flujo”
(Martinez Calatayud, 1995).

Desde aquel entonces las definiciones se fueron ampliando asi como el campo
de aplicacién de esta técnica. Es importante remarcar que FIA es una técnica
que se lleva a cabo bajo condiciones reproducibles de manipulacion de la
muestra y reactivos y que la evaluacion cuantitativa de la concentracion del
analito se lleva a cabo bajo condiciones de no-equilibrio termodinamico (Fang,
1993).

En un sistema FIA (como también en los sistemas SIA y MCFA), la muestras y
los patrones estan afectados de la misma forma por las variables del sistema
asi como también los patrones de analito, por tanto no es imprescindible
alcanzar las condiciones de equilibrio termodinamico (por ejemplo que se

complete un desarrollo de color) ya que tanto los patrones como las muestras
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se miden en condiciones reproducibles (por ejemplo en el mismo punto de
avance de la reaccion de desarrollo de color).

Se trata de una técnica basada en el fendmeno de dispersion, luego de ser
insertada la muestra en la corriente portadora sufre una continua dilucién hasta
que pasa por la celda de flujo frente al detector, se obtiene una sefal transitoria
que es registrada.

En la figura 4 se muestra un esquema simple de un sistema FIA de una linea,
con los componentes basicos indicados y en la figura 5 la sefial transitoria

tipica que se obtiene.

Valvula Inyectora

Reactor

Bomba impulsorg

Tubes conectores

Figura 4- Esquema simplificado de un sistema FIA con sus componentes

basicos. R1: reactivo o portador
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Figura 5 - Tipica senal transitoria tr = tiempo de residencia (Modificado de
Martinez Calatayud, 1995)

La sefial analitica de un sistema FIA es registrada de manera continua, cada
muestra o disolucion de calibracion es registrada de manera sucesiva como se

muestra en la figura 6.

P3 h P3

A2 A2

P2
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Figura 6- Senales analiticas y curva de calibracion. A la izquierda sefiales
analiticas, P1, P2, P3 inyecciones de disoluciones de calibracion A1, A2
problema y a la derecha curva de calibracién (altura de pico en funcién de la

concentracion de analito).
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El fendmeno fisico mas importante que domina las zonas de muestra o
reactivos en un sistema en flujo no-segmentado, y que caracteriza la gran
mayoria de los sistemas en flujo, es la dispersion de las zonas en la corriente
de lo que se denomina portador (Fang, 1993). En las figuras 7 y 8 se muestran
perfiles de dispersion y mezclado y como varia la sefal transitoria segun el

avance de la muestra en la corriente de portador respectivamente.

Cf—"ﬁ__i/

g=crm

Figura 7- Comparacion de las condiciones de mezclado y dispersion, a la
izquierda en modo batch y a la derecha en modo en flujo. (Extraido de Fang,
1993).
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Figura 8- Cambios progresivos en el perfil de la muestra, P: bomba propulsora,

S: disolucion de la muestra, C: portador, lv: valvula inyectora. (Extraido de
Martinez-Calatayud, 1995).

Se desarrolla en esta seccion el fundamento tedrico en forma breve para
explicar mas en detalle este fendmeno, ya que se aplica a todos los sistemas

desarrollados en esta tesis.

Las especies quimicas que se encuentran en el volumen de inyeccién se

dispersan longitudinalmente y por difusién radial en el portador hasta el

detector.

73



Aplicacion de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del analisis quimico de la leche
y sus derivados.

Figura 9 - Velocidad de distribucién en un flujo laminar, (a) se observa la
distorsion del flujo rectangular del bolo de muestra, se muestra en (b) rb: bolo

rectangular, dt: transporte difusional. (Extraido de Martinez-Calatayud, 1995).

La velocidad instantanea de las moléculas que viajan a lo largo de un tubo
recto bajo condiciones de flujo laminar se muestran en la figura 9, y esta dada
por la ecuacién 3.2.2 (1). Estas condiciones se cumplen considerando que se
trabaja con tubos cuyo diametro interno es muy pequeno, en el rango de 0.5 a

1T mm.

U=U,, (1—;—2) Ec3.2.2 (1)
U=velocidad instantanea de las moléculas
Umax= velocidad de las moléculas en el eje central del tubo
a= el radio del tubo
r=distancia al eje central del tubo
La muestra sufre dispersion axial y radial, la dispersion es controlada en el

tiempo y en el espacio y se define como:
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CO
D= Cmex Ec322(2)  (Fang, 1993)

Figura 10- Patron de dispersion. (Extraido de Ruzicka y Hansen, 1988).
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Al cambiar el volumen inyectado se cambia la dispersion, cambia el ancho del
pico y la altura del mismo, por lo tanto la sensibilidad en la medicién.

Puede aumentarse el tiempo de reaccion sin aumentar la dispersion. Para eso
se puede detener la bomba propulsora con la consiguiente detencion del
movimiento y posterior reinicio del mismo, procedimiento conocido como
“stopped flow”. Esto puede ser util por ejemplo si se desea aumentar la
sensibilidad de la medida dejando que un desarrollo de color u otra reaccion
que es mas lenta se complete.

A medida que aumenta el largo de los tubos o el largo de los reactores o
bobinas de mezclado, aumenta la dispersién (dilucion de la muestra)

disminuyendo la altura de los picos, esto disminuye la sensibilidad. Por este
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motivo siempre que sea posible se prefiere trabajar con tubos no demasiado
largos. Para reducir la dispersion axial el canal de flujo debe ser uniforme. Los
cambios de diametro de los tubos producen efectos similares a los de una mala
camara de mezclado, pero ademas puede traer otros inconvenientes como
generar sobrepresiones dentro del sistema.

Para favorecer el mezclado del bolo de muestra con el portador o con un
reactivo puede recurrirse a diversas formas de reactor manteniendo la seccién
de tubo, esto es importante ya que si el mezclado no es bueno el pico podria
presentar deformaciones (hombros, doble pico).

Como estrategias que favorecen el mezclado pueden introducirse cambios
subitos de direccion del flujo, o colocarse reactores o camaras de mezclado.

En la figura 11 se muestran algunos tipos de disefios de reactores, estos
dispositivos se intercalan en el sistema en el camino hacia el detector de
manera que el mezclado de los productos de reaccion sea lo mas eficiente

posible.

F’\ LU
P ¥

Figura 11- Tipos de reactores. (Extraido de FIAlab®, 2009)
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Las bobinas en forma de serpentin son muy usados, en ellos los patrones de

dispersion se alteran favoreciendo el mezclado como se muestra en la figura

12.

Figura 12- Patrones de mezclado bobinas en forma de serpentin. (Extraido de

FlAlab®, 2009)

Los sistemas FIA pueden ser tan simples como los de una linea unica o
complicarse bastante segun la aplicacion para la que han sido disefiados. En
sistemas mas complicados comienzan a aparecer zonas de confluencia, se
intercalan sistemas para preconcentracion, dialisis, separaciones de fases, etc.

Algunos disefios se muestran en la figura 13.
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Figura 13. — Diferentes disefios de sistemas en Flujo (Extraida de Ruzicka y

Hansen, 1988).

En estos sistemas mas complejos aparecen confluencias donde tienen lugar
otros fendbmenos de mezclado, en la figura 14 se muestran algunos ejemplos
como ser zonas de mezclado por confluencia (“merging zones”) y zona de

penetracion donde el reactivo solo fluye cuando entra en contacto con la

muestra.
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Figura 14: Tipos de mezclado. a: zona de mezclado “Merging zone”, b: zona de
penetracion, c: reactivo y muestra en forma secuencial. (Extraida de Ruzicka y
Hansen, 1988).

La instrumentacion para FIA tiene varios elementos en comun con otro tipo de
técnicas en flujo. En esta seccion se describe la instrumentaciéon comun a todas
las técnicas en general y componentes de sistemas FIA en particular.

En secciones posteriores solo se hara referencia a aquellos componentes que
sean exclusivos de esas técnicas, aunque también es posible disefiar sistemas
hibridos donde componentes de varias técnicas se mezclen.

Cabe destacar que existen varios proveedores comerciales de instrumentacién
y accesorios para Analisis en Flujo, de cada uno dependera la variedad dentro
de los componentes y el costo, en esta seccion se describiran los componentes
en forma genérica. También es interesante mencionar que muchos
investigadores disenan sus propios dispositivos (separadores gas-liquido,
columnas, desgaseadores, camaras de mezclado, etc.) en forma artesanal

obteniendo excelentes resultados.
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Sistemas impulsores

En un sistema FIA, el sistema impulsor es el centro del mismo, es quien
impulsa los liquidos a través de él. Estos sistemas deben cumplir con ciertos
requisitos como ser: proveer de un flujo constante, baja pulsacion (estabilidad),
ser de facil control, resistencia quimica.

Los sistemas impulsores son bombas, éstas pueden ser de diferentes tipos: de
jeringa, de pistén (como los empleados en HPLC), peristalticas (de tubo), otros
sistemas (neumaticos, por gravedad, por vacio).

Las bombas peristalticas han sido y son por lejos las mas utilizadas en
sistemas FIA, se basan en el movimiento causado por un rodillo que presiona
contra un tubo flexible conteniendo el liquido. Pueden tener varios canales,
debe seleccionarse una bomba tal que tenga suficiente numero de canales
para transportar los reactivos, la muestra y el portador.

En las figuras 15, se observa el sistema de rodillos y tubos, en las figuras 16

17, se muestran algunas bombas peristalticas.

Figura 15 — Vista de los rodillos y tubos de bomba peristaltica.
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Figura 16- Modelo de bomba peristaltica.

Figura 17- Modelo de bomba peristaltica con cartuchos.

Existen diversos materiales para tubo de bomba (Tygon®, Viton®, Solvaflex®,
silicona, etc.). Los materiales de los tubos deben seleccionarse de acuerdo a

su resistencia quimica y mecanica.
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Alguna de las ventajas de utilizar bombas peristalticas como sistemas
impulsores son: posibilidad de trabajar con varios canales simultaneos, poseen
buen control del caudal, flexibles, robustas, el liquido no entra en contacto con
la bomba, posibilidad de tener velocidad variable e inversion de direccion. Para
llegar a la automatizacion total es importante que cuenten la posibilidad de ser
controladas por microprocesador, para ello hay que asegurarse e que tengan
interfase serial (RS-232 o RS-485), conexiones para interruptores o relés,

control analdgico de la velocidad (mediante un voltaje variable).

Tubos, conectores vy reactores

Los tubos y conectores forman la arquitectura del sistema, con los tubos se
construyen los sistemas, son los que conectan los diferentes dispositivos que
dan unidad al mismo y con ellos también se construyen reactores de mezcla.
También existen los tubos de bomba que ya se mencionaron anteriormente.

En general se emplea tubo de pequefio calibre (< 1 mm diametro interno), es
comun utilizar tubos de 0.5 mm y 0.8 mm (diametro interno). El material de los
tubos es variado; polietileno, Teflon PTFE, Teflon FEP, Teflon PFA, PVC son
muy usados. En cada caso habra que evaluar que tipo de tubo usar segun la
resistencia quimica y otras caracteristicas no menores como ser si son 0 no
facil de curvar. En general si son muy duros es dificil para el investigador armar

el sistema, ya que no debe olvidarse se los mismos se arman en forma manual.
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Como criterio general es conveniente armar los sistemas con el mismo tipo de
tubo, y con el mismo diametro interno ya que cambios de didmetro ocasionan
cambios en el patrén de flujo.

Los conectores van desde uniones simples de dos tubos con un tubo mas
flexible calzado a presion hasta uniones mas sofisticadas que se obtienen
comercialmente. Las conexiones pueden ser de tipo uniones en “T”, uniones
con angulos determinados, cruces, cruces multiples (manifolds), entre otras.
Muchas veces son necesarios accesorios que son dispositivos de precision
para unir tubos en zonas de confluencia, o conectarlos a valvulas inyectoras,
estos pueden ser uniones roscadas o a presidon. Las uniones roscadas tienen
dimensiones de rosca y orificios normalizados, son de materiales plasticos
resistentes (Kel-F, PEEK) y son construidas de manera tal de minimizar los

volumenes muertos en el sistema.
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\ L7

e f

Figura 18. — Diferentes tipos de uniones y conectores. a: uniones roscadas, b:
uniones con pestafa(flanged fittings), c: uniones sin pestafia (flangeless
fittings), d: adaptadores para tubos de bomba, e: pieza de unién para varios
reactivos con conexién roscada, f: union flexible “T”. (Extraido de FIAlab®,
2009)

Las bobinas de mezcla son en general construidos artesanalmente, aunque
también los hay comerciales. Van desde un simple tubo recto a tubos que son
arrollados de diversas formas para cambiar los patrones de flujo y favorecer el
mezclado. Hay reactores de tubos arrollados en forma helicoidal simple,
anudados, arrollados en 8, etc. El diametro del arrollamiento es importante ya
que afecta la fuerza centrifuga producida sobre las moléculas.

Como dispositivos de mezcla también existen camaras de mezclado y

reactores empacados por ejemplo con bolitas de algun material inerte.
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En las figuras 19 (a), (b) y (c) se muestran reactores construidos

artesanalmente en el laboratorio.

(b)

Figura 19 — Tipos de reactores. (a) y (b) doble 8, (c) doble helicoidal.
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El reactor tipo “8” fue el utilizado en todos los sistemas construidos para esta

tesis, el mismo produce minimo mezclado axial y maximo radial.

Sistemas de inyeccion

A lo largo de la historia de FIA, varios tipos de dispositivos se han utilizado para
inyectar la muestra en la corriente del liquido portador (Reis y Bergamin, 1993).
Segun la técnica de inyeccion se utilizan distintos dispositivos. Estos pueden
inyectar la muestra mediante sistemas basados en volumen inyectado (con
“loop”) o basados en tiempo de inyeccién (la muestra se deja pasar un tiempo
determinado).

En los comienzos se utilizaba jeringa y aguja para introducir la muestra a través
de un septo, pero obligaba a detener el flujo por lo que cayd en desuso por ser
dificultosa.

También existe en la literatura reportado el uso de inyectores “proporcionales”
construidos de material acrilico e inyectores deslizantes que permiten el
ingreso de la muestra a la corriente de portador cambiando su posicién e
inyectando el contenido de uno o varios “loops” de muestra a dicha corriente
(Reis y Bergamin, 1993).

Actualmente es muy utilizado el modelo de inyector de tipo valvula rotativa de 6
puertos como las que se usan para HPLC. En el mercado existen ademas de
las valvulas de 6 puertos, valvulas de 4, 8 y 10 puertos, que tienen diferentes

aplicaciones.
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En esta tesis se trabajé con valvulas de 6 y 10 puertos Valco® Cheminert con
actuador “microeléctrico”. Estas valvulas pueden operarse manualmente
accionando una tecla en un comando o pueden controlarse desde un PC, lo
cual permite conseguir la automatizacion en los sistemas FIA desarrollados.

En las figuras 20, se muestra una vista de las valvulas rotativas (a), (b) y

actuadores (c).

)

(b) (c)

Figura 20 — Valvulas rotativas y actuador Valco®. (Extraido de FIAlab®, 2009)

En la figura 21 se muestra el esquema de conmutacién de una valvula de 6

puertos. (Extraido de catalogo Valco®)

SAMPLE SAMFLE

VENT/WASTE * VENT/WASTE
B 4 é.\@/ B 4
SAMPLE SAMPLE
LOOP LOOP
¥ b
< —&i} -+

Figura 21- Esquema de conmutacién de valvula de 6 puertos (Extraido de

FIAlab®, 2009).
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Otros sistemas de inyeccion basados en el tiempo seran descriptos en la

seccion 3.2.3.
Detectores

Las técnicas de Analisis en Flujo admiten diversas técnicas para la deteccion,
entre ellas: espectrometria de absorcion (UV-visible, IR), fluorimetria,
espectrometria de absorcion atémica, espectrometria de emision de ICP,
quimioluminiscencia, conductimetria, amperometria, potenciometria (electrodos
selectivos a iones), asi como también otros sistemas en flujo como HPLC y GC.
En cada caso habra que estudiar como acoplar el sistema en flujo segun el
sistema de deteccion empleado.

En esta tesis se trabajo con sistemas en flujo con sistema de deteccién
espectrofotométrico UV-Vis (espectrometria de absorcion molecular) y
espectrometria de absorcion atobmica con generacion de hidruros.

En el caso de utilizar un espectrofotdbmetro como detector se necesita una
celda de flujo.

En la figura 22 se muestra una celda de flujo comercial como la utilizada en los

trabajos de esta tesis.
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Figura 22- Celdas de flujo comercial y esquema.

Cuando se utilizan este tipo de celdas debe cuidarse el volumen interno (de él
dependera la sensibilidad analitica) y la distancia del piso al canal 6ptico

(alineacion con el haz de radiacion).

En la figura 23 se muestran las diferentes caras de la celda de flujo y se marca
por donde atraviesa el haz de radiacion la celda. En las figuras 24 a 26 se

muestras otro tipo de celdas con detectores.

Entrada Salida Entrada Salida

Vista Posterior Vista Posterior
(INYECCION) (EYECCION)

Figura 23- Diferente vista de celda de flujo. (Extraida de Fang, 1993)

g
:[721 Al‘%}z

J—— ——

/mm 7mm Imm

Figura 24- Flujo a través de una celda con diodo emisor de radiaciéon y

fotodiodo). (Extraida Trojanowicz, 2000)
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Fuente de Luz Detector

Haz de
Fibra Optica

Eyeccion

Film de PVC

Plantilla PH Reflector
Blanco Difuso

Figura 25- Flujo a través de una celda con una fibra 6ptica bifurcada. (Extraida

de Trojanowicz, 2000)

Figura 26- Celda de flujo comercial con fibra dptica. (Extraida de FIAlab®, 2009)
Entre las numerosa aplicaciones de FIA se encuentran determinaciones en
matrices como: alimentos (Lopez Garcia, 1996, Lima, 2000, Palmesano, 2001),
aleaciones (Richter et al., 1997, Gervasio, 2006), productos farmacéuticos
(Knochen, 2003), aguas residuales (Cerda et al., 1995), sedimentos (Pifeiro-
Avila, 1998) , aceites lubricantes (Pignalosa, 2001, Pignalosa et al., 2004),

fluidos bioldgicos (Higuchi y Motomizu, 1999), entre muchos otros.
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3.2.3. Preconcentracién en Analisis en flujo

En particular en este apartado se hara referencia a la extraccion en fase sélida
en Andlisis en Flujo que fue aplicada en un sistema desarrollado en esta tesis.
El sistema desarrollado se utilizd6 para la preconcentracion de cobre y zinc

mediante un sistema FIA.

Un sistema de extraccion en fase sélida permite la concentracion y purificacion
de analitos de una solucion por retencion en un soélido. Generalmente el liquido
pasa a través de una columna, un cartucho, un tubo o disco conteniendo el
sorbente donde se retiene un analito.

Luego que la muestra ha pasado por el sdlido, él o los analitos retenidos se

recuperan mediante una elucién con un disolvente apropiado.

En un analisis en batch se asume completa transferencia de masa del analito
desde la muestra hacia la fase que concentra.

En Analisis en Flujo la transferencia de masa entre fases es incompleta (factor
de transferencia es <1). Se realiza el monitoreo de sefales reproducibles en
condiciones tales que no se ha alcanzado el equilibrio termodinamico (Fang,
1993). Esto trae como ventaja el obtener mayor rapidez en el analisis, sin
disminucién de precision ni sensibilidad, el requisito es medir en forma
reproducible.

Tanto los patrones como la muestra deben ser tratados en las mismas

condiciones.
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Ademas esta técnica puede acoplarse a varias técnicas analiticas on-line como
Cromatografia de gases, Cromatografia liquida, Espectrometria Atomica.
Existe un amplio rango de fases soélidas disponibles, esto es muy conveniente a

la hora de escoger una fase solida segun la aplicacion buscada.

Para la evaluacion del desempeno del sistema existen varios criterios como se
detalla a continuacioén (Fang, 1993):
e Factor de enriquecimiento (FE): es la relacion entre la concentracion de
analito en el concentrado Ce y la concentracion original Co.
FE = CelCy (pendiente de las curvas de calibracion antes y después de
preconcentrar) (Fang, 1993).
e Factor de “mejora” que se puede aplicar cuando se usan disolventes
organicos en la etapa de elucion que mejoran la sensibilidad.
e Eficiencia de concentracién (EC), EC = FE x (f/60) (f= frecuencia de
muestreo expresada en muestras por hora).
e indice de consumo de muestra (IC): volumen de muestra (en mL),
consumida para alcanzar el valor de FE, IC= Vs/FE
e Factor de transferencia entre fases (P): relacion entre la masa de analito
en la muestra original, y en el concentrado, P= me/mg , en columnas de
preconcentracion a veces se refiere a la eficiencia de retencién, definida
como el porcentaje de analito en una muestra recuperado de una

columna luego de la adsorcién y elucién (%E).
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Trabajar con extraccion en fase sdlida (SPE) reduce consumo y exposiciéon a
disolventes, permite altas recuperaciones y buenos factores de
enriquecimiento.

En las separaciones FIA en — linea se utilizan habitualmente columnas. Los
primeros trabajos reportados fueron sistemas FIA para la separacion y
preconcentracion de metales y posterior deteccion por absorcion y emisién
atémica (Fang, Ruzicka y Hansen, 1984).

El realizar estos procesos en flujo permite simultdneamente preconcentracion
de elementos traza y remocion de interferencias. La elucion se realiza
utilizando un pequefio volumen de disolvente reduciendo el uso de los mismos

que en general son toxicos y contaminantes.

Actualmente se puede dar el acoplamiento a cualquier sistema de deteccién
(espectrofotometria, electrodo selectivo a iones, conductimetria, ICP-MS,
fluorescencia).

En la figura 27 se muestra un sistema FIA al que se le ha incorporado en la

valvula de inyeccidon una mini columna.
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Minlcoluimn

Carriar

Bamplp s

Valve Plumbing
1=Carrer In; 3 - Sample Out;
4 =Eample In 6 - Detector

Figura 27- Sistema FIA con mini columna para preconcentracion. (Extraida de

GlobalFIA®, 2009).

Figura 28- Mini columnas para preconcentracion. A la izquierda mini columna
comercial, a la derecha mini columna empacada con una resina quelante

construida en el laboratorio.

Existen diversos disefios de mini columnas para preconcentracién pero en
general el rango de volumen de las mismas esta entre 15 uL a 400 ulL, los
diametros tipicos van de 1.5 mm a 7.5 mm. Este tipo de dispositivos no solo
sirven para preconcentracion sino que también se utilizan como reactores en
fase solida (por ejemplo columnas empacadas con particulas de Cd para la

determinacion de nitrato, en este caso ocurre una reduccion).
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En todos los casos en que se interponga una columna en un sistema en flujo
deben evaluarse algunos compromisos como ser:

e Evaluar el material de construccion segun el tipo de empaque que
contendra la columna.

e Lograr buenos factores de enriquecimiento sin generar problemas de
sobrepresion y dispersion.

e Considerar como afectaran largo de la columna y tamafio de particula en
la capacidad de carga.

e Compatibilidad con el sistema de deteccion.

e Las columnas empacadas en — linea crean un grado de impedancia extra
en el flujo dependiendo de la geometria de la columna y el material de
empaque de la misma.

e Aparecen nuevas etapas en la secuencia de analisis (ej.
acondicionamiento de la columna).

e Se crean diferencias en las caracteristicas de los patrones de flujo entre

carga y elucion.

La carga de la muestra se puede realizar mediante inyeccion por tiempo,
esto elimina el paso de llenado del loop (sistemas FIA), y posterior arrastre
de la muestra por la corriente del portador. Pero en este caso el sistema de
bombeo debe mantener un flujo constante, lo que requiere bombas de alta
calidad.

También se puede realizar la carga por volumen, pero en general deben

utilzarse loops grandes, luego la muestra es conducida hacia el sistema de
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preconcentracion en el recorrido el cambio en la dispersion hace que luego
puedan aparecer “colas”. Por otro lado este tipo de modalidad es mucho
menos dependiente de la estabilidad del flujo (Fang, 1993).

Cuando se considera el disefio total del sistema se debe tener en cuenta la
dispersién en el transporte del eluato y reacciones post-columna. En algunos
casos el transporte de la zona de muestra concentrada hacia el detector es
directa pero en otros casos se requiere una reaccion posterior de manera
que pueda ser detectada.

En el caso de introduccion directa al sistema detector lo mas importante es
usar tubos cortos y de diametro uniforme en lo que resta del camino. Cuando
se requieren reacciones posteriores, se puede agregar el reactivo por una
unién tipo “T”, y agregado de bobinas de mezclado.

Se debe tener especial cuidado con las condiciones de pH, compatibilidades
con el eluyente, cambios en los indices de refraccién, entre otros.

El eluyente no debe reaccionar con el adsorbente (no dafiarlo al menos por
un numero adecuado de eluciones) y debe haber compatibilidad con el
sistema detector (no usar corrosivos).

El indice de refraccidon en espectrofotometria es muy importante, el indice de
refraccion del eluyente debe ser lo mas parecido posible al de la interfase de
la muestra, portador y solucidn de lavado, de lo contrario apareceran senales
distorsionadas (Efecto Schlieren).

Es un practica comun realizar la elucidn reversa para evitar el
empaquetamiento sucesivo lo que llevaria al apilamiento del analito en

zonas y también para evitar la dispersion por efecto de camino multiple
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(difusién por torbellino). Los diferentes indices de refraccion en la interfase
muestra/portador y eluyente puede provocar efecto Schlieren. Esto ocasiona
deformacion en el perfil de los picos y puede provocar interferencias en las
determinaciones espectrofotométricas. El indice de refraccion del eluyente

debera ser lo mas similar posible al de la interfase.

Como ya se menciond existe una gran variedad de fases sdlidas que pueden
seleccionarse segun la aplicacion de intereés.

Los solidos pueden ser de base organica polimeros (naturales como la
celulosa o sintéticos como el poliestireno-divinilbenceno, poliacrilatos, entre
otros) o de base inorganica (silica gel, silica gel funcionarizada o cargada,

C18-SiO,, alumina, magnesia, 6xidos).

En esta tesis se trabajo con Chelex ®.100 una resina quelante (es un
copolimero estireno-divinilbenceno con iones iminodiacetato) muy popular.
La misma fue utilizada en los primeros trabajos publicados de
preconcentracion con una columna en Analisis en Flujo (Olsen et al., 1983,
Fang et al., 1993). En la seccion 5.1.2.2 se explicara con detalle la aplicaciéon
para la que se utilizé esta resina y sus propiedades.

Las resinas quelantes son muy usadas para preconcentracion, sin embargo
no se obtuvo tan buenos resultados en flujo como en batch debido a sus
caracteristicas de dilatacién-contraccién. En un sistema en flujo el hecho de
que un material por el que atraviesa el flujo se dilate o contraiga durante una

determinacién genera muchos problemas.

97



Aplicacion de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del analisis quimico de la leche
y sus derivados.

Encontrar resinas selectivas es muy dificil, por lo que los estudios de
interferencias deben ser exhaustivos.

Los agentes quelantes pueden ser introducidos directamente con la muestra
y los quelatos luego ser retenidos por un sélido adecuado o introducir el
grupo funcional quelante en la fase sdlida. La union del analito va a
depender de: la naturaleza, carga y tamano del atomo metalico (en el caso
de preconcentracion de metales), naturaleza del atomo donor presente en el
ligando, condiciones de pH y “cross-linkage” del polimero usado en la fase
solida.

Es importante realizar lavados del lecho de la columna antes y después de la
carga de la muestra, en general se realiza un acondicionamiento con buffers
antes de la carga.

El volumen de la muestra debe ser suficiente para obtener buena
sensibilidad y ademas la elucién debe ser lo suficientemente lenta para
permitir interaccion.

Luego de la elucién deben realizarse lavados con agua para remover
residuos (evitar efecto carry over).

Velocidad de flujo — volumen de muestra- interaccion-sensibilidad son

relaciones que implican compromisos a la hora del disefio del sistema.
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3.2.4. Analisis por Inyeccién en Flujo Multiconmutado (MCFA)

Los pioneros en emplear esta técnica de Analisis en Flujo fueron B. F. Reis, J.
L. Costa Lima et al. en la Universidad de San Pablo, Piracicaba y de la
Universidad de Porto, Portugal respectivamente. Si bien es un concepto
incorporado hace ya mas de 20 anos en analisis en flujo, este grupo de
investigadores brasilefios y portugueses en los afios 90 publicd una serie de
trabajos que mostraron las ventajas de esta técnica emergente (Reis et al.,

1994, Olivera et al., 1996, Vieira et al., 1998, Rocha et al., 2002).

Conmutacion se define como “el pasaje de un estado a otro”, en electricidad es
el cambio de direccion de una corriente realizado por un conmutador. La
conmutacién mecanica mas simple involucra solo redirecciomamiento de una
corriente de flujo. Esto ultimo es sencillo de lograr con una valvula de 3 vias
(Rocha et al., 2002).

“Un sistema multiconmutado se puede considerar como una red analitica que
involucra la actuaciéon de n dispositivos activos (0 n operaciones con un
dispositivo Unico) sobre una Unica muestra permitiendo establecer hasta 2"
estados” (Rocha et al., 2002).

Estos sistemas en flujo tienen una configuracion tipo redes, en ellos la muestra
y los reactivos se insertan en la corriente de portador con un flujo constante
mediante valvulas solenoide que funcionan en forma independiente.
Controlando el tiempo en que las valvulas solenoide se encuentran en el modo

ON/OFF es que se controla la cantidad de muestra y reactivo que ingresa al
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sistema. El volumen de muestra inyectado debe ser exacto y reproducible. Esto
depende principalmente de la precision con que se controla el tiempo de
activacion de la valvula que a su vez es controlada por software y de la
activacion mecanica.

Las valvulas solenoide de aislamiento son dispositivos de dos posiciones en
material inerte (PTFE), se accionan por un solenoide (bobina), que puede ser
de bajo voltaje (p. ej. 12 V). Existen dos tipos basicos: de paso (abre/cierra) y
selectoras de dos posiciones y 3 vias (una entrada, dos salidas). Pueden
emplearse solas o agrupadas. En la figura 29 se muestran valvulas solenoide

comerciales.

Figura 29- Valvulas solenoide de aislamiento. A la izquierda una valvula aislada

a la derecha en disefio agrupado (Extraido de NRresearch Inc., 2009)

Un solenoide mueve una pieza que ocluye o libera un tubo flexible (ver figura

30).

@ .

Figura 30- Valvulas solenoide de estrangulacion (Extraido de NRresearch Inc.,
2009).
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En esta técnica se reemplaza el concepto de insercion de volumen de muestra
o reactivo por el de insercion por tiempos, es una técnica basada en tiempo de

muestreo (Catala et al., 2002).

En esta tesis se trabajo con valvulas solenoides de 3 vias, con ellas se
construyeron sistemas que son redes con varias valvulas. Cada una de ellas es
un conmutador independiente controlado por software.

Estas redes se parecen a circuitos electronicos donde un numero variable de
nodos activos pueden adoptar dos estados: ON y OFF (activo o inactivo). Esto
determina si por ejemplo la muestra PASA o NO PASA a través del sistema en

flujo.

R
Out
detector

B s |
Out detector

(a) Ko (b)

Figura 31- Valvulas solenoide (a) posicion ON deja pasar un segmento de
muestra (sample); (b) posicion OFF deja pasar portador (carrier). (Modificado
de Catala Icardo et al., 2002).

En un instante dado dos de los tres puertos de la valvula estan
permanentemente conectados. Cuando la valvula esta en el estado OFF como
se muestra en la figura 31 (b), el liquido pasa a través de ella hacia el detector.
Cuando esta en el estado ON, un pulso eléctrico de largo programable permite

que la muestra pueda insertarse en el flujo de portador. Si el caudal es
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constante el volumen de muestra insertado es proporcional al tiempo que dura
el pulso eléctrico, o sea al tiempo en que permanece activada la valvula.
De forma analoga se puede insertar en el sistema segmentos de reactivos,

disolventes, etc.

En la figura 32 se muestra como es el perfil de insercién de un segmento de
muestra en un portador. Cuando la valvula no esta activa (estado: OFF) el
portador pasa en forma continua con una velocidad de flujo constante ya sea
aspirado o impulsado por un sistema de bombeo (S;). Al activar la valvula
(estado: ON), el flujo de portador se corta y se inserta un segmento de muestra
en la linea principal del sistema (S1). El tamafio del segmento depende del
tiempo que permanezca activada la valvula. Cuando la valvula se desactiva
vuelve a pasar portador y el segmento de muestra inyectado es arrastrado a
través del sistema hacia el detector por dicho portador. Mientras ocurre la
muestra que no esta pasando al sistema se puede reciclar. Esto es una ventaja
ya que se consume menor cantidad de la misma.

Los procesos de dispersion que ya fueron descritos en la seccion anterior
ocurren también en este tipo de sistema de forma analoga. Como ya se

menciond la activacion de las valvulas se controla via software.
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Figura 32- Insercion de la muestra con una valvula solenoide. V: valvula

solenoide de 3 vias, R: bobina de mezclado, S1: muestra, S2: portador.
(Extraido de Rocha et al., 2002).

Este proceso se puede repetir varias veces de forma tal de insertar pequefos

segmentos de muestra (del orden de los microlitros, lo que implica en general

tiempos de menos de 1s) en tandem en el flujo del portador (muestreo binario).

En la figura 33 se muestra graficamente como se insertan segmentos de

muestra que pueden ser iguales o no formando un tandem.

Figura 33-

e |
Py Sy P SRR S |

Flow TEEEd Dy

Carrier Sample
Sl t 2 N 1 2t 3t
OFF OFF

Insercion de varios segmentos de muestra con una valvula

solenoide. (Extraido de Catala Icardo et al., 2002).
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El intercalar pequefios segmentos de muestra o reactivos, formando
“sandwiches” con segmentos de portador facilita el mezclado aun cuando el
volumen total de la muestra sea grande. La coalescencia de las zonas lleva a
homogeneizar la muestra mientras recorre el sistema hacia la zona de
deteccion.

Otras disposiciones de estos sistemas permiten mezclar segmentos de varios
reactivos y muestra. Las redes pueden ser muy simples o muy complejas
segun la complejidad de la reaccion o de la cantidad de analitos que se desee
determinar. En general en los sistemas FIA los reactivos circulan
permanentemente por el sistema, en este caso los reactivos se pueden insertar
en segmentos discretos y el resto del tiempo se reciclan disminuyendo asi su
consumo.

La instrumentacion para este tipo de sistemas es igual que para los sistemas
FIA excepto por la incorporacion de las valvulas solenoide como dispositivos de
introduccién de la muestra. Los tubos y conexiones no difieren de lo explicado
en la seccién 3.2.2.

Como impulsores se utilizan también bombas peristalticas o bombas de jeringa
(estas dultimas seran mencionadas con mas detalle en la seccion 3.2.4)
funcionando tanto impulsando el flujo como aspirando muestra, reactivos y
portador. En el caso de aspirar muestra, reactivos y portador la bomba se
coloca después del sistema de deteccion. Este tipo de disposicion tiene como
desventaja la formacion de burbujas lo que afecta el perfil de dispersion y la

deteccion (Feres et al., 2008).
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En este tipo de sistemas donde el muestreo es controlado por tiempos, los
errores estan directamente relacionados con la precisién con que las valvulas
conmutan y con las pulsaciones de la bomba peristaltica.

El control de tiempos debe ser muy preciso, tiempos menores a 0.2 s no son
convenientes debido a la incertidumbre en el tiempo de conmutacion causada
por el sistema mecanico-fluidico de la bomba. Por otro lado se debe
seleccionar una bomba peristaltica que no tenga mucha pulsacion cuando esta
funcionando o lograr sincronizar la conmutacion de las valvulas con dicha

pulsacién (Reis et al., 1994).

La conmutacion de las valvulas es responsable entonces de la adicion de los
componentes al sistema en flujo o de re-direccionar el flujo de ellos hacia un
descarte o botella de reciclado. Pero también con la conmutacién controlada
por software se pueden modificar condiciones de operacion en tiempo real.
Esto permite realizar operaciones como mezclado en tandem, diluciones en
linea (splitting y slicing), y en sistemas multiparamétricos el pasaje de una u
otra muestra o reactivo segun el analito a determinar. También si en el sistema
hay interpuestos otros dispositivos como columnas de preconcentracion o
membranas de dialisis permite controlar el pasaje o no de la muestra a traves
de los mismos.

En las figuras 34 y 35 se muestran los esquemas de dos sistemas
multiconmutados, con muestreo binario, disefiados en nuestro laboratorio como

ejemplo de disposiciones de diferente complejidad y aplicacion.
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Por convencién se suele representar las valvulas solenoide de 3 vias como

circulos y en su estado normal antes de que comience a funcionar el sistema.

La linea llena muestra por donde pasa el flujo cuando esta entonces en estado

OFF (por convencion se le asigna el valor 0), cuando la valvula se activa el flujo

pasa por la via que se representa con linea punteada, estado ON (por

convencion se le asigna el valor 1).

En la figura 34 un sistema para la determinaciéon de dextrosa en soluciones

parenterales y concentrados para hemodialisis. Este sistema insertaba en la

corriente de portador varios segmentos de muestra y reactivo. Dentro de un

bafo a 37°C tenia lugar una reaccion enzimatica y se formaba un compuesto

coloreado cuya absorbancia se monitoreaba a 505 nm (Knochen et al., 2005).
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Figura 34- Sistema multiconmutado para determinacion de dextrosa. (Extraido

de Knochen et al., 2005).
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En la figura 35 se muestra el esquema de un sistema de 5 valvulas que
permitia por medio de las valvulas 4 y 5 tomar submuestras mas pequefias de

analito en forma consecutiva o sea dos diluciones en linea (splitting).

C/R

P

Figura 35- Sistema multiconmutado para determinacion de Na, K, Mgy Ca. V1,
V2, V3, V4 y V5: valvulas solenoide, R1, R2 y R3: bobinas de mezclado
(Extraido de Pistén et al., 2006).

Para explicar como funcionan las conmutaciones del sistema se suelen realizar
diagramas como el que se muestra en la figura 36 que se corresponde con los
tiempos detallados en la figura 37. Cuando la linea esta arriba indica que la

valvula esta activada.
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Figura 36- Diagrama de tiempos de conmutacion de las valvulas para la
determinacion de Na, K, Mg y Ca. (Extraido de Pistén et al., 2005).

Parameter TG
Sodium Potassium  Calcium  Magnesium

fyr (s) 1.5 14 1.3 1.5
ha (s) 1 1 1 1
No. of segments 3 3 3 6
tar (s) 5 9 8 15
Ly (s) 1.5 1.5 1.5 2
faz () 10 10 15 10
fas (s) & 0 il 0
by () 1.3 0 0 0
tas (s) 20 0 il 0
Total time (s) 513 47.7 51.4 62
Sampling - - -

%J'lajj]jli 331[]:\ (h™") v i o 8

Figura 37- Tiempos de conmutacion de las valulas para la determinacion de
Na, K, Mg y Ca. (Extraido de Piston et al., 2005).
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De todo lo explicado surgen algunas ventajas de los sistemas multiconmutados
frente a los sistemas FIA clasicos como ser:

e en general menor consumo de muestra y reactivos debido al disefio de
los sistemas miniaturizados es posible obtener buenos resultados
insertando pequefos segmentos de muestra y reactivos.

e son sistemas miniaturizados capaces de ser faciimente transportados

e pueden ser facilmente automatizados, la conmutacion de las valvulas se
controla desde un PC, y facilmente se pueden cambiar los parametros de
operacion lo que los vuelve sistemas muy flexibles y versatiles.

e son mas econdmicos que FIA en cuanto a que las valvulas solenoides

son menos costosas que las valvulas de inyeccion.

Entre las desventajas esta el problema de tener que sincronizar las pulsaciones
de la bomba con las conmutaciones de lo contrario dichas pulsaciones
introducen imprecisién en la repetibilidad de los tiempos de inyeccidén y ademas
distorsionan el perfil de dispersioén en el sistema.

Existe poca disponibilidad de software para control de las valvulas, en general
se termina fabricando controladores caseros y programas disefiados en el

laboratorio para la operacion.
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3.2.5. Analisis por Inyeccion Secuencial en Flujo (SIA)

El Analisis por Inyeccion Secuencial (del inglés Sequential-injection analysis,
SIA) fue al comienzo desarrollada como una alternativa para superar las
desventajas de la técnica en flujo mas empleada en aquél momento, FIA
(Economou, 2005). En 1990 Ruzicka y Marshall publicaron el primer trabajo de
esta técnica que es una extensioén de FIA pero con algunas diferencias en sus

principios (Ruzicka y Marshall, 1990).

En SIA se emplea una bomba de jeringa u otra bomba bidireccional, una
valvula multiposicion, una bobina de retencion helicoidal (holding coil), una
segunda bobina de mezcla (opcional) y un detector.

En esta técnica las muestras y reactivos se toman por aspiracion a través de
una valvula multiposicién y son enviados al holding coil. La mezcla se produce
dentro de la bobina de retencion (holding coil) por sucesivas inversiones del

sentido del flujo y luego la zona es enviada al detector.

En la figura 38 se muestra un esquema comparativo de un sistema FIA y un

sistema SIA.
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FIA
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Figura 38- Comparacion de un sistema FIA y un sistema SIA. Carrier: portador,
Sample: muestra, Reactor: bobina de mezcla, Holding coil: bobina de retencién,
Pump: bomba, Reagent: reactivo, Selection valve: valvula selectora. (Extraido
de GlobalFIA®, 2009).

Basicamente un sistema SIA consiste en un dispositivo impulsor bidireccional
(bomba peristaltica, bomba de jeringa o de piston), una valvula multiposicién
como ya se indico anteriormente con varios puertos para la entrada de
muestras y reactivos (este dispositivo sustituye la valvula inyectora de FIA),
uniones y conexiones, un detector y un software.

La valvula multiposicion funciona sincronizada con la bomba y el detector, se

programa una secuencia via software para coordinar los eventos.
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En la figura 39 se muestra un esquema basico de un sistema SIA.

SAMPLE

HOLDING COIL

PUMP
CARRIER P

WASTE

REAGENT T CHANMEL ALSILIARY

PERISTALTIC PLIMP
REAGENT

Figura 39- Componentes basicos de un sistema SIA. Carrier: portador, Sample:
muestra, Holding coil: bobina de retencién, Pump: bomba, Reagent: reactivo,

Standard: patron, Waste: descarte.

El perfil de dispersién en este caso cambia respecto a FIA, se observa en la
figura 40 que en FIA el flujo siempre va en la misma direccion mientras que en
SIA el mismo sufre al menos una inversion de sentido. Esto favorece el

mezclado de las zonas, y ocurre en la bobina de retencién.

gls ——enEEE. <+ — =

1 2

Figura 40- Comparacion de los perfiles de dispersion FIA y SIA.(Extraido de
GlobalFIA®, 2009).
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Mientras en FIA la zona de reactivo se insertaba en la corriente del portador
mediante un punto de confluencia y posteriormente se encontraba con la
muestra en algun otro punto de confluencia, en SIA la interaccion entre la
muestra y los reactivos tiene lugar mediante la penetracion de zonas. En estas

zonas de superposicion tendran lugar las reacciones quimicas.

Una secuencia simple, tipica en SIA seria:

1- aspiracién de portador desde un puerto de la valvula multiposicion hacia la
bobina de retencion utilizando por ejemplo una bomba de jeringa.

2- aspiracion de la muestra (volumen exacto medido con la jeringa) desde otro
puerto de la valvula multiposicién hacia la bobina de retencion.

3- aspiracién de un reactivo desde otro puerto de la valvula multiposicion hacia
la bobina de retencion. En este instante 3 segmentos estan apilados en la
bobina de retencion, portador, muestra y reactivo.

4- inversion del sentido de flujo para impulsar con el portador la muestra y el
reactivo hacia el detector.

En el recorrido hacia el detector se puede intercalar una bobina de mezcla lo
cual puede mejorar la mezcla de muestra y reactivo, aunque este proceso ya
ocurrié en la bobina de retencion. Segun la aplicacién se pueden acoplar al
sistema mini columnas para preconcentracién o para reacciones en fase solida,

dispositivos separador gas-liquido, liquido - liquido entre otros.
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Las senales, analogamente a los sistemas ya explicados, son de tipo transitorio
como se muestra en la figura 41 C, existe una zona de superposicion, la altura

H sera proporcional a la concentracion de analito.

REAGEMNT

SAMPLE

; iéf—'luw El

Sample am_i‘leagant zones are stacked in the holding col

— e

S

-
Fiow reversal injects zonos Into the reactor

c
S 1

time -

Figura 41- Principios de SIA. A: esquema de un sistema SIA, B: perfil de zonas
aspiradas hacia la bobina de retencion, C: perfil de concentracion como lo ve el
detector (I: punto de inyeccion, S: muestra, R: reactivo, H: altura de pico, en

negro zona de de superposicion) (Extraido de Ruzicka y Marshall, 1990).

La instrumentacion para SIA es similar que la que utiliza en las técnicas ya
mencionadas. Como componentes nuevos aparecen las valvulas multiposicion,

que como ya se comentd sustituyen a las valvulas de inyeccion de FIA o a las
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valvulas solenoide de MCFA, y el uso de bombas de jeringa (aunque también
se utilizan bombas peristalticas).

En la figura 42 se muestra una valvula multiposiciéon comercial y en la figura 43
una bomba de jeringa (en esta tesis se trabajé con valvulas multiposicién de 10

puertos y bomba de jeringa de 3 mL).

Figura 43- Bombas de jeringa comerciales.(Extraido de GlobalFIA®, 2009).
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En cuanto a los materiales para disefiar los sistemas, como ser conexiones,
bobinas de retencién, bobinas de mezcla o uniones, todos son similares a los

utilizados en el disefio de sistemas FIA o MCFA.

SIA es compatible con diversos sistemas de deteccién y utiliza celdas de flujo
igual que FIA y MCFA cuando se realizan determinaciones con un sistema de
deteccion espectrofotomeétrico (UV-vis).

Es una técnica que trabaja con pequefias zonas por lo que las condiciones de
dispersion pueden controlarse mejor y el hecho de realizar inversién de flujo
contribuye significativamente al mezclado eficiente de las zonas (Lenehan et
al., 2002).

Al igual que MCFA, los dispositivos (valvula multiposicién y bomba de jeringa)
deben ser controlados via software, esto hace que el sistema se vuelva flexible
ya que no hace falta cambiar todo el sistema para introducir una modificacion
sino que los cambios se hacen desde el software. Por ejemplo si una muestra
es muy concentrada, se realiza una toma de menor volumen con la jeringa
programando el volumen de toma. También se pueden realizar analisis
multiparamétricos.

Existen empresas dedicadas al desarrollo de estos sistemas para comercializar
y junto con el sistema se vende también el software.

En esta tesis se disenaron dos sistemas SIA (determinacién de zinc, seccion
5.1.3 y determinacion de nitrato y nitrito, seccion 5.2), en ambos casos el

software fue disefiado en nuestro laboratorio. Los unicos dispositivos
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comerciales fueron la valvula multiposicion y la bomba de jeringa, el resto se
disefid completamente en el laboratorio.

Una ventaja de los sistemas SIA es el bajo consumo de reactivos y muestra
con la consecuente generacion de menor cantidad de residuos quimicos,
ventaja que comparte con los sistemas MCFA sobre FIA.

En general la frecuencia de muestreo suele ser mas baja que en FIA y MCFA.
Esto puede deberse a que la valvula multiposicién tiene un tiempo minimo para
pasar de una posicion a otra, al tiempo de carga de la jeringa que debe
optimizarse (no puede ser muy rapido porque genera burbujas) y a que los
segmentos en algunas etapas se alejan del detector (deben recorrer distancias

mas largas).

Este tipo de técnica se ha utilizado en numerosas aplicaciones como ser
analisis de alimentos (Pérez-Olmos et al., 2005), de productos farmacéuticos,
muestras ambientales, en control de procesos industriales, entre otros

(Lenehan, 2002).
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3.3. Técnicas instrumentales

3.3.1. Espectrometria de Absorcién Atomica de llama (FAAS)

La capacidad de los metales de colorear las llamas es bien conocida: los
electrones excitados por accién del calor retornan a sus “estados basales”
(configuraciones electronicas mas estables) y emiten cuantos de energia
luminica de longitud de onda caracteristica de cada elemento. Eso se conoce
como emision atémica. El proceso complementario, por el cual los atomos en
sus estados basales absorben cuantos de energia y alcanzan estados
excitados se conoce como absorcion atémica. La cantidad de radiacion
absorbida a la longitud de onda caracteristica aumenta con el niumero de
atomos del elemento en cuestion en el camino del haz de radiacion; por
comparacion con patrones adecuados (calibracién), la concentracién del
elemento en la muestra puede ser estimada a partir de la cantidad de radiacion

absorbida.

Para medir la absorbancia debida a un analito se debe remover componentes
de la matriz que puedan interferir en la determinacion del mismo. Esto puede
realizarse ya sea restando el fondo midiendo un “blanco” libre del analito, o

simultdneamente se puede medir y sustraer la sefial de fondo (background).

La muestra se mide en disolucién por lo que la viscosidad de la misma (que
afecta la nebulizacion de dicha disolucion en la llama) asi como en la volatilidad

del analito (que afecta la absorbancia en las medidas de absorcién atomica)
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son caracteristicas de la muestra que deben ser tenidas en cuenta a la hora de

realizar determinaciones mediante esta técnica.

La técnica de introduccion de muestras mas comunmente empleada en la
espectrometria de absorcion atdmica es aquélla en la cudl la muestra, bien
como un liquido o una disolucién, es nebulizada neumaticamente dentro de una
camara de nebulizacion (el liquido o la disolucion se reducen a una niebla al
pasar a través del nebulizador). El aerosol producido es conducido junto con
una mezcla de un gas combustible y un gas oxidante hacia un quemador
(Broekaert, 2002). En la figura 44 se muestra un esquema de un nebulizador-

quemador usado en equipos de espectrometria atdmica.

Burner Head

Auxiliary
Oxidant Inlet

Flow Spoiler

Adjustable

Nebulizer

Nebulizer
Oxidant

Drain

Figura 44- Vista de un sistema nebulizador-camara de mezclado y quemador.

(PerkinElmer®).
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Una vez que alcanzan la llama, las gotitas de liquido se secan para dar
particulas sélidas las cuales luego se convierten en moléculas en fase gaseosa
(mecanismo mas general). Posteriormente las moléculas se disocian para dar
atomos libres.

Solo el 10% de la disolucién aproximadamente realmente llega a la llama. Esta
es una razoén para la limitada sensibilidad de las técnicas de llama. La otra
razén importante para dicho inconveniente es el corto tiempo de residencia de
los atomos libres en la llama (y especialmente en el camino del haz de
radiacion).

Diferentes tipos de llama se pueden usar en espectrometria de absorcion

atémica, algunos ejemplos aparecen en la tabla 2:

Tabla 2- Tipos de llama

Gas combustible Oxidante Temperatura de la llama (°C)
Hidrogeno Aire/Argon (difusion)* 400 (350-1000)
Propano Aire** 1930
Hidrégeno Aire** 2000-2050
Acetileno Aire 2100-2400
Acetileno Oxido nitroso 2650-2800

*

actualmente casi en desuso, excepto en para las determinaciones de algunos hidruros
mediante atomizadores con llama interna.

**Poco usadas.

Las llamas aire/acetileno son el tipo de llama mas usado ya que proveen un
“‘entorno adecuado” y una temperatura lo suficientemente alta para la
determinacién de muchos elementos. No hay ionizacién considerable en la

llama (con la excepcion de los elementos alcalinos) y no existe practicamente
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absorcion a longitudes de onda por encima de 230 nm. Ademas, la emision de

radiacion de la llama es bastante baja.

La llama o6xido nitroso/acetiieno debido a su elevada temperatura, se
recomienda para la determinacion de elementos que forman parte de
moléculas que necesitan una alta energia de disociacion (esto es, la requerida
para formar atomos libres). Para éstos elementos, esta llama provee
condiciones térmicas, quimicas y 6pticas adecuadas. La emision de fondo, sin
embargo, es bastante alta a ciertas longitudes de onda y la alta temperatura

conlleva un considerable riesgo de ionizacion para ciertos elementos.

Las llamas aire/hidrégeno o aire/propano son principalmente recomendadas
para el analisis de elementos alcalinos dado que la temperatura es lo
suficientemente baja para prevenir grandes efectos de ionizacién, pero son

muy poco usadas.

La llama hidrégeno/aire-argon, llamada “llama de difusién” fue muy usada
especialmente para la determinacién de As y Se (con nebuliazacién clasica de
la muestra y con generacion de hidruro). Este tipo de llama presentaba la
ventaja de que su absorcion a longitudes de onda por debajo de 200 nm era
mucho menor que la absorcién de otros tipos de llama. Esta llama tiene un
perfil Unico, que se destaca especialmente cuando se utiliza un quemador de 3
rendijas. En el exterior donde existe mezclado con el aire exterior tiene una

tiemperatura de 850 °C, mientras que en el centro la temperatura alcanza
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solamente 300-400°C, dependiendo de la altura en la llama. Dada su baja
temperatura, debe esperarse que presente interferencias quimicas (Welz y

Sperling, 1999).

Instrumentacion

Los instrumentos usados en absorcidon atdmica son espectrometros que

emplean un sistema éptico de simple haz o de doble haz.

Mas alla del sistema éptico que emplee el instrumento, existen componentes
que son basicos en un espectrémetro de absorcién atdmica a saber:

— Una fuente de radiacién que emite un haz de una longitud de onda
caracteristica del elemento que quiere determinarse;

—  Una “celda de absorcion” en donde la muestra se reduce a una nube de
atomos en su estado fundamental, por ejemplo, una llama o un horno de
grafito;

—  Un monocromador para aislar la radiacibn que es absorbida por el
elemento a medir;

—  Un detector, por ejemplo un tubo fotomultiplicador que detecta y mide la
intensidad del haz de radiacion resultante;

—  Un amplificador y componentes electronicos asociados para amplificar y

procesar la sefal del detector;
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—  Un dispositivo de lectura y/o registrador el cual muestra la sefial medida

luego de que ésta fue procesada.

Las fuentes de radiacion usadas comunmente en absorcion atomica son
lamparas de catodo hueco. El catodo hueco esta situado en el centro de la
lampara y estd compuesto normalmente de la forma pura de un elemento o de
una aleacion del mismo. La lampara esta llena con un gas inerte, normalmente
neodn o a veces argon.

Son generalmente confiables y la mayoria tienen vidas operativas que
exceden los 5000 mA hora. La vida util de las lamparas con catodos
construidos con aleaciones o elementos volatiles como As o Se suele ser mas
corta.

Estas lamparas pueden ser mono-elemento o multi-elemento, en estas ultimas

el catodo de las mismas esta compuesto por varios elementos.

La fuente emite un haz, cuyo espectro se caracteriza por el elemento a partir
del cual esta hecha, es enfocado a través de la celda de absorcion hacia el
monocromador. La fuente de radiacion puede ser modulada en amplitud de
alguna forma, por ejemplo, por modulacion electrénica o corte 6ptico de tal
modo que sea posible distinguir entre la sefal de la fuente de radiacion y la
debida a la emisién de la llama u horno (celda de absorcion). Al pasar por el
monocromador, se aisla la radiacién de longitud de onda especifica del

elemento a determinarse y pasa al tubo fotomultiplicador (detector) donde se
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produce una corriente eléctrica la cual es dependiente de la intensidad de la
radiacion.

En un instrumento de doble haz el haz de radiacion de la fuente de luz es
dividido por un dispositivo (splitter) en dos haces: uno (haz de la muestra) que
atraviesa la “celda de absorcion” y el haz de referencia. El instrumento
entonces mide la relacion entre la intensidad de los haces de la muestra y de la
referencia. Mediante este proceso, el instrumento es capaz de compensar el
efecto de deriva y fluctuaciones de la fuente de luz y de los componentes

electronicos de tal forma que puede obtenerse una linea de base mas estable.

El sistema o6ptico de un espectrémetro de simple haz es mas sencillo que el
requerido por uno comparable de doble haz. Esto significa que en el sistema de
simple haz hay una menor cantidad de la energia de la fuente luminica
absorbida por los componentes o6pticos del instrumento. Por otro lado los
instrumentos de doble haz son capaces de compensar las fluctuaciones de la
intensidad de salida de las fuentes de luz durante su periodo de calentamiento.

De aqui que éstos no estan influidos por tales fluctuaciones.

En esta tesis se utilizd la técnica de Espectrometria de Absorcién Atdémica con

llama acetileno-aire para la determinacion de cobre y zinc como se indica en

los métodos de referencia (Bueno, 1996).
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3.3.2. Espectrometria de Absorcién Atdmica con generacion
de Hidruros (HG-AAS)

Principio Basico

Los métodos de generacion de hidruros pueden ser usados para determinar
aquellos elementos que forman hidruros volatiles cuando se tratan con
disolucién acida de NaBH,. Este método es particularmente util para As, Sb, Bi

y Se.

Los hidruros liberados fluyen del recipiente de reaccion por medio de una
corriente de un gas portador inerte (N2 o Ar por ejemplo) a un tubo de cuarzo
abierto en los extremos, el cual es calentado por medio de una llama de
aire/acetileno. El tubo de cuarzo se monta por encima del quemador y se alinea
con el haz de radiacién proveniente del espectrometro. La temperatura del tubo
calentado de esta manera es tal que los hidruros se descomponen para

producir atomos libres de los elementos a ser determinados, e hidrogeno.

La técnica es muy sensible, con limites de deteccion tipicamente en el orden de
0.0001 a 0.001 mg.L", para los analitos mencionados anteriormente. La
respuesta es dependiente de los estados de oxidacion de los elementos a ser
determinados. De esta manera, los compuestos de As y Sb deberan
contenerlos en su estado (lll) y los de selenio en estado (IV) antes del

agregado de NaBH,4 (Ramesh y Riyazuddin, 2005).
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Tabla 3- Hidruros volatiles de algunos analitos.

Estado de
Analito Formula Nombre comun
oxidacion optimo
antimonio Sb(lll) SbH; estibina
arsénico As(l11) AsH3 arsina
bismuto Bi(lll) BiH3 bismutina
germanio Ge(lV) GeHq4 germano
plomo Pb(Il) PbH4 plumbano
selenio Se(lV) SeH, hidruro de selenio
teluro Te(lV) TeH; hidruro de teluro
estano Sn(ll), Sn(lV) SnH4 estannano

Teoria y mecanismos

Las primeras determinaciones de arsénico a partir de su hidruro, fueron
realizadas por Marsh en 1836. Su equipo consistia en un tubo en forma de U
en donde se colocaba la disolucién que podia contener arsénico junto con zinc
y acido sulfurico. La arsina (AsHs3) generada se descomponia en una llama
hidrogeno-aire y se recolectaba el arsénico elemental en una “ventana de vidrio
fria” (Brindle, 2007).

Posteriormente varias mejoras fueron introducidas al método de Marsh,
pasando por el test de Gutzeit que involucraba el pasaje de la arsina generada
a través de un papel filtro impregnado con sales de mercurio, en el papel

aparecia un precipitado amarillo y el diametro del circulo amarillo formado era
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medido contra medidas de diametros generadas por patrones de concentraciéon
conocida lo que se transformé en una de las primeras determinaciones semi-
cuantitativas (Brindle, 2007).

Pero fue Holak en 1969 el primero en aplicar la generacién de hidruros para la
determinacion de As usando AAS (Welz y Sperling, 1999). Hollak determin6 As
convirtiéndolo en AsHs, la arsina era recolectada en una trampa de nitrégeno
liquido, luego el dispositivo era calentado y la arsina desprendida arrastrada
hacia la llama con un flujo de nitrégeno (Brindle, 2007)

Hoy en dia la técnica de generacion de hidruros acoplada a la espectrometria
de absorcion atomica de llama en muy utilizada y diversos equipos son

comercializados con accesorios para este fin.

Las técnicas de introduccion de muestra en fase gaseosa se basan usualmente
en la generacion de un compuesto volatil. Esto implica la conversion selectiva
del analito de la muestra liquida a la fase gaseosa por medio de una reaccion
quimica apropiada que da como resultado un compuesto volatil del analito.

En el proceso ocurre la preconcentracién del analito y su separacion de la
matriz de la muestra. Esto tiene como resultado una sensibilidad superior y
principalmente una importante supresion de interferencias durante la
atomizacion. El proceso de determinacion de elementos que forman
compuestos volatiles por medio de cualquier método espectrométrico involucra
tres pasos independientes: (1) preparacion de la muestra, (2) generacion del

compuesto volatil y (3) atomizacién/deteccion (Dédina y Tsalev, 1995).
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El primer paso involucra la transformacion de la muestra original en una
disolucién (en los casos de determinacion mediante HG-AAS). Esto significa
convertir la muestra en una disolucion sin pérdidas de analito y sin
contaminacion. Las matrices Dbiolégicas u organicas deberan ser
completamente descompuestas, esto hace que para la técnica de generacion
de hidruros el paso de mineralizaciéon de una matriz con alto contenido de
materia organica sea critico (Bulletin of the Internacional Dairy Federation N°
278/1992, Dédina y Tsalev, 1995).

En la preparacion de la muestra, que como se dijo es un paso crucial, uno de
los grandes riesgos es tener pérdidas por volatilizacion o descomposicion
incompleta de las matrices biolégicas (lo que trae como consecuencia un
mayor riesgo de tener interferencias por la matriz), también blancos de
reactivos significativos (con cantidad de analito cuantificable) y conversién
incompleta del analito al estado de oxidacion O&ptima, todos estos son

problemas que deben resolverse.

El segundo paso, la generacién del compuesto volatil, consiste la pre-reduccién
y en la liberacion del compuesto volatil de la disolucion de la muestra, y su
transferencia a la fase gaseosa, y el transporte del compuesto liberado por un
flujo de gas portador a un atomizador/detector.

En tanto el ultimo paso de la determinacion de elementos que forman
compuestos volatiles (llevado a cabo en atomizadores localizados en el
espectrometro empleado) es especifico para el método espectroscopico y

dependera de la técnica empleada, los primeros dos pasos son comunes a
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todos las técnicas de deteccion (Dédina y Tsalev, 1995, Ramesh y Riyazuddin,

2005).

La separacién gas-liquido puede ser llevada a cabo en modo batch o mediante

métodos en flujo.

La introduccién de la espectrometria de absorcién atdmica en los laboratorios a
lo largo del mundo fue un incentivo para la aplicacion masiva de la generacién
de hidruros (del inglés, HG) en la espectrometria de absorcién atomica (del
inglés, AAS) y también en otros métodos analiticos de espectrometria atdmica.
Esta técnica fue introducida en los afios 70 por Holak como se comenté
anteriormente, para sobreponerse a problemas asociados a determinaciones

de AAS de llama, para As y Se (Dédina y Tsalev, 1995).

En afos siguientes, las ventajas del método condujeron a que el mismo se
aplicara a todos los elementos que son capaces de formar hidruros volatiles:

As, Sb, Bi, Ge, Pb, Se, Te y Sn (Dédina, 1999, Brindle, 2007).

Para convertir el analito presente en wuna disolucibn en su hidruro
correspondiente han sido usadas varias estrategias y los mecanismos
involucrados en la formacion de hidruros aun hoy siguen siendo controvertidos
y discutidos (Dédina y Tsalev, 1995, Dédina, 1999, Ramesh y Riyazuddin,

2005).
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Preparacion de la muestra

Cuando se realiza la preparacion de la muestra es conveniente que el analito
finalice su transformacion en el estado de oxidacion 6ptimo para la formacion
de su hidruro. En el caso del Sb, As, Se y Te, los cuales estan frecuentemente
en estados de oxidacion superiores, se requiere una pre-reduccion dado que
los analitos de mayor estado de oxidacién, o bien no se convierten en absoluto
en sus hidruros (Se, Te), o la conversion se hace con poca eficiencia (Sb, As)

(Dédina y Tsalev, 1995).

Se encuentran en la literatura numerosos procedimientos para la preparacion
de la muestra, a menudo especificos para una combinacién matriz-analito
determinada y para la pre-reducciéon (Brown et al., 1981, Schramel y Xu, 1991,

Welz et al., 1993, Zhang 2008, Clesceri et al., 1998, p. 3-59).

En esencia, los procedimientos para la pre-reduccién de As(V) y Sb(V) son
bastantes similares. La mayoria de los procedimientos de pre-reduccion
emplean yoduros y/o acido ascoérbico, o mas recientemente, L-cisteina (Dédina,

1999, Pitzalis et al., 2009).

Los procedimientos de pre-reducciéon para Se(VI) y Te(VI) son mutuamente
similares pero diferentes a aquéllos usados para As(V) y Sb(V). En el caso de
las especies de Se y Te lo que sucede es que pueden ser reducidas a sus
formas elementales (y por lo tanto se pierden para la HG) por parte de los pre-

reductores mas comunes (yoduros, acido ascorbico) usados para As(V) y Sb(V)
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(Dédina, 1999). Un procedimiento tipico para el Se(VI) o el Te(VI) consiste en
calentar la solucion de la muestra con HCI (1:1) por 25-30 minutos en un bafo
de agua en ebullicion a 95-100 °C para obtener las especies de interés Se(lV) y

Te(lV) (Clesceri et al., 1998, p. 3-59).

En el caso del analisis de especiacion se puede trabajar con diferentes niveles
de acidez tal que la reduccion se puede detener en estados de oxidacién
intermedios. Esto ha sido aplicado para especiacion de las formas inorganicas
de Sb, As, Se y Te en solucion acuosa: Sb(lll) y Sb(V), As(lll) y As(V), Se(lV) y
Se(VI), Te(Vl) y Te(VI). (Pyrzynska, 1998, Qiu et al., 2006, Caroli, 1996).

El procedimiento tipico para andlisis de especiacibn se basa en la
determinacion del analito en su menor estado de oxidacién en una alicuota de
la muestra y de la suma del analito en ambos estados en una segunda alicuota.
Luego se calcula el contenido del analito en su mayor estado de oxidacion por

diferencia (Dédina, 1999, Qiu et al., 2006).

Mecanismos propuestos

Descomposicion del Tetrahidroborato en medio acido.

La formacion de hidruros por medio de la reduccion con tetrahidroborato (BH4™ /
medio acido) del analito es llevada a cabo usualmente en medio acido (mas
comunmente HCI). El BHs se descompone muy rapidamente en medio acido
para dar acido bérico e hidrogeno. Entre pH 3.8 y 14, la reaccion de
descomposicion es de segundo orden (con una velocidad directamente

proporcional a la concentracion de BH; y H') teniendo una constante de
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velocidad de 1.22 x 10% mol™.L.min™" (30°C) (Agterdenbos y Bax, 1986, Narsito,

Agterdenbos y Santosa, 1990).

Existe evidencia de que a pH > 7 la descomposicion transcurre via un
mecanismo de dos pasos (Agterdenbos y Bax, 1986). En el primer paso (el
lento), un complejo activado se forma a partir del BHs y el H® el cual se
descompone para formar hidrogeno y BH3 acuoso. En el segundo paso
(rapido), el BH3; reacciona con agua para dar acido boérico e hidrogeno. A pH <
3.8 la reaccion de descomposicion se presenta demasiado rapida para
determinaciones cinéticas. Soélo se ha encontrado que el BH4s se descompone
completamente en 1 ms. Dada la extrema rapidez de descomposicidon en
medios muy acidos (pH 1 o menor), el mecanismo de la descomposicién no ha

sido aun determinado (Dédina, 1999).

La unica evidencia experimental que indica que existen otros productos en la
descomposicion acida del BH4 la dieron Vien y Fry, quienes identificaron trazas
de boranos volatiles como subproductos de la generacion de hidruros al usar

BH, / medio acido (Dédina, 1999).

En el primer review sobre la HG publicado en 1979, Robbins y Caruso
postularon un “mecanismo con hidrégeno naciente”, analogo a aquél del

sistema de reduccion metal/acido.
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En ecuacién 3.3.2 (1) se forma hidrogeno atémico en la reaccién de la
descomposicion del BHs y en la ecuacion 3.3.3 (2) el analito se reduce de

acuerdo a la reaccion indicada (Welz y Sperling, 1999).

BHs + 3HO + H" > H3;BO; +8H  Ec3.3.2 (1)

A™ + (m+n) H > AH, + m H Ec3.3.2 (2)

Broekaert y Boumans postularon que una aproximacion al mecanismo de
‘hidrégeno naciente” se debia a la descomposicion de BH4 a borano e

hidrégeno atomico:

BHs +H* > BH; +2H  Ec3.3.2(3)

Seguida de la reduccién del analito al hidruro de acuerdo con la ecuacién 3.3.2

(2) (Broekaert y Boumans, 1987)

Para la generacion de hidruro de selenio, arsina, hidruro de teluro, germano, y
estannano, se ha empleada una modificacion de la reaccidon en medio acido del
BH,', la disolucion de muestra alcalina conteniendo BH4  se mezcla con acido
(en lugar de mezclar la muestra acidificada con solucion alcalina de BH4™ en el

modelo tipico de la reaccién BH4 / medio acido), (Bye, 1989).

Como sugiere Bye, quien estudié la generacién de hidruro de selenio en medio

alcalino, el selenito es reducido por el BH4 (el cual es un fuerte reductor en
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medio alcalino) a seleniuro el cual es liberado como hidruro luego de la

acidificacion de la mezcla.

No obstante, las observaciones experimentales presentadas por Bye, pueden
también ser compatibles con el mecanismo de hidrégeno naciente asumiendo
que el analito es convertido al hidruro luego de la acidificacion de la muestra
alcalina conteniendo BH,4 . Sin embargo, la exactitud del mecanismo sugerido
por Bye fue apoyada por Qiu el cual mostr6 que el stannano puede ser

generado a partir del medio alcalino (Qiu, 1995).

Consecuentemente, un mecanismo similar que no involucra hidrégeno naciente
de la reaccion de formacién de hidruros puede tener lugar aun en el modelo
acido de la reaccion BH, / medio acido. Para el stannano, Qiu et al. dedujeron
a partir de una serie de experimentos que su generacion “podria ser una
reaccién inducida o catalizada por la neutralizacion entre H" y OH™ y que no

tiene lugar un mecanismo de formacién de hidruro por hidrégeno naciente”.

A continuaciéon de la publicaciéon de Brindle et al., han aparecido una gran
cantidad de articulos que describen un efecto beneficioso si se utiliza cisteina
en la generacion de hidruros de As, Sb y Sn (Ramesh y Riyazuddin, 2005,
Pitzalis et al., 2009).

En resumen, la adicion de cisteina a la disolucién de la muestra facilita la
reaccion de formacion de hidruros, reduce las interferencias de la fase liquida y
pre-reduce las formas As(V) y Sb(V) a las correspondientes Ill. Brindle y Le

(Chen, Brindle y Le, 1992) encontraron evidencia por medio de espectros UV y
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RMN de la formaciéon de un complejo entre el BH4 y la cisteina, sugiriendo la

siguiente reaccion entre el grupo tiol de la cisteina (Cys-SH) y el BH4 :

BH4 + HS-Cys > BH;-S-Cys™ + H, Ec3.3.2(4)

El complejo asi formado puede ser el intermediario que resulta mas eficiente en
la reaccion de formacioén del hidruro. Esta seria una fuerte indicacion en contra
del mecanismo que involucra hidrégeno naciente. Sin embargo, Le et al.
presentaron una explicacion alternativa al efecto significativo de la adicion de
cisteina a la solucidn de la muestra en la generacién de arsina. Ellos
propusieron que el acido arsénico reacciona con cisteina para formar un

complejo Cys-As(lll):

As(OH); + 3 HS-Cys > As(S-Cys); + 3 H,O Ec 3.3.2 (5)

Howard y Salou sugirieron que el complejo Cys-As (lll) puede ser rapidamente
reducido a arsina por el BH4. Naturalmente, esta explicacién del efecto de la
cisteina es compatible tanto con el mecanismo de hidrégeno naciente como
con el que no lo implica (Ramesh y Riyazuddin, 2005).

Otros argumentos que muestran la inconsistencia de la teoria del “hidrogeno
naciente” surgen de los experimentos realizados Mesmer y Jolly, quienes
estudiaron la descomposicion del tetrahidroborato (THB) en medio acido, pero
llevaron a cabo experimentos utilizando reactivos deuterados, algunos de estos

experimentos mostraron que la reaccion de As (lll) y As (V) con NaBD,4 en HCI
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y H,O producia AsD3 como principal producto. Cuando la reaccion se llevaba a
cabo en NaBH,4, DCI y DO, el principal producto era AsHs. Por tanto si el
“hidrégeno naciente” estuviera involucrado en los procesos anteriores, todos
los productos posibles de arsina se habrian formado con la formula AsH,D3.n.
Estos descubrimientos apoyan fuertemente que en realidad se produce un
mecanismo de “hidrégeno no naciente” (lamado asi como argumento negativo
hacia el mecanismo propuesto histéricamente del hidrogeno naciente), este
mecanismo de hidrégeno no naciente indicaria que lo que tiene lugar es una
transferencia del atomo hidrogeno del boro al analito que formara el hidruro.
(Ramesh y Riyazuddin, 2005).

En conclusion, el mecanismo real de la reaccion de reduccién aun continua sin
ser clarificado. No obstante, el mecanismo no es de importancia primaria en la
practica analitica dado que hay siempre un exceso de BH4 en varios 6rdenes

de magnitud respecto al analito (Dédina, 1999, Laborda et al., 2002).

Aspectos experimentales involucrados en la reduccion con tetrahidroborato

THB).

Se utiliza como fuente de BH4 la sal sddica, ésta debe ser de pureza adecuada
para las determinaciones en las que sera usado. Se prepara una disolucién
acuosa estabilizada con NaOH (o con KOH aunque es poco frecuentemente).

La concentraciéon de BH4 varia en varios érdenes de magnitud dependiendo

del analito y del tipo de generador de hidruro utilizado.

136



Aplicacion de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del analisis quimico de la leche
y sus derivados.

Aun las soluciones alcalinas de NaBH; se descomponen lentamente. La
descomposicion es probablemente catalizada por superficies y es mas lenta en
soluciones mas concentradas de hidroxido. Es aconsejable la filtracion, o
preferiblemente, la ultrafiltracion por membrana (Dédina, 1999). En general
concentraciones en el rango de 0.05-2% (m/v) de NaOH es lo que se emplea
para la estabilizacion de la disolucion de NaBH,4 (Schramel y Xu, 1991, Clesceri
et al., 1998, p.3-59, Pitzalis, 2009). Aunque las disoluciones del reductor son
preparadas en el dia en muchos laboratorios, esto no es generalmente
necesario. La estabilidad es generalmente mejor en soluciones filtradas y mas
alcalinas. La vida media del reductor se extiende considerablemente cuando se
almacena bajo refrigeracion o mas aun, se congela (Dédina, 1999). Nuestra
experiencia indica que lo mas conveniente en el caso de disoluciones de
NaBH4 de concentracion menor a 1% (m/v) en NaOH 0.05% (m/v), es

prepararlas diariamente.

La reacciéon de reduccion se lleva a cabo casi exclusivamente mezclando un
exceso de volumen de la muestra acidificada con BH4 de tal modo que la
mezcla de reaccion sea acida (Dédina, 1999). Sin embargo como ya se indico
anteriormente la aproximacion “inversa”, en donde soluciones de muestra
alcalinas conteniendo BH4 se mezclan con acidos, se han empleado en varias

aplicaciones.

Debido a que la reaccién se produce en medio acido, el cambio en la acidez de
la mezcla de reaccién durante la reaccidén es un parametro que hay que tener

en cuenta. La acidez debera ser optimizada para una dada combinacion de
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analito y matriz de muestra y para desarrollar el sistema para la realizacion del

experimento.

Una alternativa interesante es la formaciéon de “medios organizados” agregando
surfactantes a la mezcla de reaccion (Fernandez de la Campa et al., 1995). La
presencia de un medio organico con una superficie activa, como en el caso de
la formacion de micelas o vesiculas, mejora las caracteristicas quimicas de la
generacion de vapor. Esto puede deberse a la estabilizacion de compuestos
inestables y mejora en el transporte de las especies volatiles (Welz y Sperling,
1999). Este puede ser un medio promisorio de mejorar la liberacion de hidruros
especialmente en el caso de matrices complejas o hidruros inestables.

Siempre hay un exceso, en general de varios 6rdenes de magnitud, del agente
reductor frente al analito en HG. El hidrégeno resultante obviamente conduce el
hidruro desde la mezcla de reaccion a la fase gaseosa dado que la
concentracion del hidruro en la mezcla es tipicamente mucho menor que la
solubilidad del hidruro. Esta es la funcion adicional del agente reductor. Bajo
condiciones éptimas y en ausencia de una matriz, la eficiencia de liberacién del

hidruro se aproxima a la unidad (Dédina, 1999).

Modelo para la liberacion de los hidruros en el caso de la reduccion con

tetrahidroborato

Dédina y Tsalev proponen en su libro un modelo simplificado para la liberacion

de hidruros basado en las siguientes suposiciones (Dédina y Tsalev, 1995,

p.3):
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(a) La disminucién de la concentracion de BH4 ¢ en la mezcla de reaccion
luego de la acidificacion es un proceso de primer orden con una
constante de velocidad k; (dimensiones: tiempo’1) la cual no cambia a lo

largo del proceso de liberacién del hidruro:

c, =(cz),e™ " Ec3.3.2(6)

(b) La liberacién del hidruro desde la solucién es un proceso de segundo

orden con una constante de velocidad k. (concentracion tiempo)™:

Analito (I) + BHs =2 Hidruro (g) Ec 3.3.2 (7)

El proceso involucra la reduccién del analito a hidruro asi como la liberacién del
mismo a la fase gaseosa, fuera de la mezcla de reaccion. En consecuencia, la
magnitud de la constante de velocidad también se ve influida por la velocidad
de flujo del gas portador, la composicién quimica de la solucion de la muestra y
el disefio del generador de hidruros empleado. La concentracion de analito en

la mezcla de reaccion, ¢, sigue una cinética de segundo orden:

d
d_(lf =-k,.c.C Ec 3.3.2 (8)

Resolviendo esta ecuacién, es claro que luego de la descomposicién completa
del BH4 (t >> 1/k4), la concentracidn de analito viene dada por la siguiente

férmula:
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ks
-(cs )0,71

C=c,e Ec 3.3.2(9)

En donde ¢y es la concentraciéon de analito en la muestra (inicial).

La eficiencia en la liberacién del hidruro, Bg, es la fraccion de analito liberado
en forma de hidruro de la disolucion. De esta forma podemos caracterizar la

eficiencia de la separacion gas-liquido:

N

liberado

'BR = CoVs Ec 3.3.2 (10)

Donde Njperado €S €l NUmero total de atomos liberados de la muestra liquida en
la forma de hidruro, y Vs es el volumen de la muestra. La eficiencia en la
liberacién del hidruro puede ser expresada a partir de la ecuacién 3.3.2 (9)

como sigue:

" Ec3.3.2(11)

La completa liberacién de hidruro se alcanza cuando:

k
(ced>>, > Ec332(12)

2

He seleccionado este modelo para explicar el proceso debido a que como

indican Dédina y Tsalev en su libro, este modelo es valido independientemente
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del mecanismo real de la descomposicion del BHs y el de la reaccion de
reduccion. El modelo fue formulado para un caso ideal en el cual el BH4 esta
perfectamente mezclado con el acido y el analito antes de que la reaccién
quimica comience, lo cual nos independiza de las discusiones que aun hoy en
dia continuan respecto a como se genera el hidruro (Dédina y Tsalev, 1995).
Se asume que el modelo describe satisfactoriamente la liberacion de hidruros,
en situaciones reales; sin embargo, situaciones no ideales reales del proceso
se ven reflejadas en los valores de las constantes ks y k» las cuales de esta
forma también dependen de la configuracién real del experimento. EI modelo
implica que una liberacion completa de hidruro (Br = 1) es una cuestién solo de
un suministro suficiente de BH4 y un tiempo suficiente para la descomposicién
del mismo. Esto estd en razonable acuerdo con las observaciones
experimentales para las concentraciones de analito, por debajo del rango de pg
mL" (D&dina y Tsalev, 1995).

La cantidad de BH4 requerida para la completa liberacién de hidruro es por
tanto controlada solo por el volumen de muestra y por el cociente entre las

constantes de velocidad ko/k;.

Transporte de hidruros

El hidruro liberado de la disolucion de la muestra es transportado por un flujo
de gas portador a un atomizador/detector. La eficiencia del proceso B, es la

fraccién de analito transportado bajo la forma de hidruro al atomizador:
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N,

'Bt - Ec3.3.2 (13
I\Iliberado (13)

Donde Ny es el numero total de &atomos del analito que llegan al
atomizador/detector. El gas portador puede también ayudar a la liberacion del
hidruro por arrastre del hidruro fuera de la solucién de la muestra (Dédina,

1999).

El requisito esencial para usar un determinado gas como portador es, que sea
inerte frente al hidruro formado. El gas portador se elige ademas teniendo en
cuenta aspectos econdmicos y 6ptimo desemperio en el atomizador/detector.

Como posibles gases portador se encuentran el argén, nitrogeno, helio e
hidrogeno, el argén entre ellos es uno de los mas populares (Zhang y Adeloju,

2008).

Las pérdidas de hidruro sobre superficies de vidrio o plastico durante su
transporte pueden ser un serio problema, estas pérdidas son probablemente
debidas a su descomposicion, absorcion o adsorcion.

Las trazas de agua que usualmente estan presentes en los generadores de
hidruro también pueden incrementar las pérdidas.

A modo de ejemplo, la solubilidad del SeH, en soluciones a pH alrededor de 2
0 3 es muy alta debido a su disociacion acida. Estos efectos pueden reducir la
eficiencia de transporte de los hidruros, y por ende la sensibilidad observada,
pero principalmente deterioran la reproducibilidad de las medidas. Una forma

eficiente para prevenir pérdidas de hidruros sobre superficies de vidrio, es su
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silanizacion para bloquear los sitios activos de la superficie (Dédina y Tsalev,
1995).
Esta claro que las pérdidas en el transporte de hidruros deben ser minimizadas

trabajando sobre el disefio del sistema en forma exhaustiva.

Métodos de generacion de hidruros

Existen dos modelos basicos de generacion de hidruros: modo de transferencia
directa y modo de recolecciéon. En el modo de transferencia directa, el hidruro
liberado de la disolucién de la muestra es directamente transportado al
atomizador/detector. En el modo de recoleccidn, el hidruro queda atrapado en
un dispositivo de recoleccién hasta que su evolucién sea completa y luego, se
transporta en su totalidad de una sola vez (Dédina y Tsalev, 1995).

Cada generador de hidruros puede caracterizarse por dos parametros: (a) una
tasa de suministro de hidruro que estéa relacionado con el numero de atomos de
analito entregados al atomizador/detector en la forma de hidruro por unidad de
tiempo y (b) una tasa total de flujo gaseoso, que comprende el flujo del gas
portador, y el flujo de hidrégeno liberado de la descomposicion del agente

reductor.

La sensibilidad generalmente se incrementa al incrementarse la tasa de
suministro de hidruro y al disminuir la tasa total de flujo gaseoso, dado que ésta
controla la dilucion del hidruro que llega al atomizador/detector (Dédina vy

Tsalev, 1995).
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Modo Batch

Un generador batch es un recipiente de vidrio o plastico que sirve como reactor
y como separador de gases de la mezcla de reaccién. Un batch (lote) de
disolucion de muestra acidificada se coloca dentro y luego se introduce la
disolucién de BH4". El flujo de gas portador se introduce o en el volumen muerto
del generador, o por debajo del nivel de liquido (Dédina y Tsalev, 1995). El
hidruro liberado es arrastrado por el flupo de gas portador al
atomizador/detector junto con el hidrégeno formado por la descomposicién del
agente reductor. Luego de terminado el desprendimiento del hidruro, la mezcla
de reaccion se desecha, el generador se enjuaga, y un nuevo batch de muestra

se agrega.

La tasa de suministro de hidruro es una funcién que presenta un maximo. Cuya
amplitud maxima depende, de la eficiencia de transporte de hidruro y de la
concentracién de analito. Pero también es funcion de la relacidon entre las
constantes de velocidad kyk;, la relacion de volumenes del generador y la

muestra, la tasa de flujo de gas de purga y la tasa de flujo de BH,4 .

Esto hace posible una evaluaciéon simple de la influencia del tamafo y otros

parametros experimentales de generadores de hidruro en batch sobre el

desempeno del equipo para el andlisis.
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Métodos en flujo

En la figura 45 se muestra un esquema general de un generador de hidruros de
flujo contindo. En el mismo un flujo constante de la disolucion de la muestra
(sample) se mezcla con un flujo constante de la disolucién de BH4  y del gas
portador (purge gas). El liquido y el gas se separan por un separador gas-
liquido (del inglés GLS) dando lugar a dos flujos de salida — el hidruro gaseoso
con hidrogeno y el gas portador fluyendo hacia el atomizador/detector, y el
efluente liquido para descarte.

Algunos sistemas de flujo continuo (del inglés CF) emplean un suministro de la
muestra y del acido por separado, y se mezclan en bobinas de mezclado como
se muestra en la figura 45, sin embargo, en muchos casos la solucion de la

muestra se acidifica fuera del sistema.
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Figura 45- Esquema de sistema en flujo continuo. (Extraido de Dédina, 1999)

En la figura 46, se muestra un esquema general de un generador de hidruros

en un sistema de inyeccion en flujo (del inglés Fl). El arreglo experimental es
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similar al del método CF con la diferencia que un flujo constante de portador
acido, usualmente HCI diluido, se utiliza en lugar del flujo de la muestra. El
volumen de muestra se inyecta mediante un loop, por medio de una valvula
especial y posteriormente ese volumen de muestra es dispersado en la

corriente portadora. El resto del sistema es idéntico al del modo CF.
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Figura 46- Esquema de sistema de inyeccidén en flujo, FIA. Se muestra el
llenado del loop y como se inserta la muestra al corriente del portador mediante

el mismo. (Extraido de Dédina, 1999)

El primer sistema FI-HG fue descrito por Astrdm en 1982. Hasta 1990, las
publicaciones en este campo fueron escasas; sin embargo, desde entonces,
han aparecido varias publicaciones respecto a esta novedosa y muy ventajosa
técnica. Han sido empleados tanto sistemas FI-HG hechos en el laboratorio
como comercialmente disponibles (Fang, 1993).

Hoy en dia no solamente se contindan utilizando sistemas en flujo del tipo

continuo y por inyeccion en flujo sino que ademas reconocidas marcas
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comerciales venden estos sistemas para acoplar a los instrumentos de
absorciéon atémica de llama e ICP. Sin embargo en el terreno de la
investigacion se han disefado sistemas que aplican las técnicas mas modernas
en analisis en flujo como por ejemplo SIA y MCFA. En particular en esta tesis
se desarrollé un sistema en flujo multiconmutado (MCFA) para la determinacion

de selenio.

La mayoria de los sistemas de flujo usan una bomba peristaltica para conducir
las soluciones de los reactivos. Los flujos de los reactivos tipicos son de 1 a 10
mL/min. El flujo portador de la mezcla acida es impulsado por la bomba
peristaltica y se mezcla con el flujo de la solucion reductora en una bobina de

reaccion, la cual provee tiempo suficiente para la liberacion del hidruro.

El gas portador se introduce a favor de la corriente del flujo de la bobina de
reaccidn, o en contra de la corriente. En el ultimo caso, puede ser introducido al
dispositivo separador gas-liquido o directamente a través de una entrada en
particular, o a través de la misma entrada que la mezcla de reaccion. Las
razones para introducir el gas portador a favor de la corriente respecto a la
bobina de reaccion son tales que (a) facilitan la liberacion del hidruro de la
mezcla en la bobina de reaccidén y, consecuentemente, reducen la cantidad
requerida de BH4', y (b) reduce las pulsaciones de la presion del gas en contra
de la corriente en el punto donde el flujo portador de la mezcla 4cida se mezcla
con la solucion reductora. En el disefio particular de las figuras 45 y 46 el flujo
del gas portador se divide en dos puntos de entrada, esto puede ser

conveniente para disminuir las tasas de flujo del gas dentro del sistema y

147



Aplicacion de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del analisis quimico de la leche
y sus derivados.

disminuir asi la probabilidad de tener puntos con gran exceso de presién, sin
embargo también es comun que la entrada del gas de purga sea por un unico
punto. Dependera en cada caso del disefio del sistema. En general se utilizan
flujos entre 50 y 500 mL/min de gas portador con buenos resultados (Fang,

1993, Dédina, 1999), datos que fueron confirmados en esta tesis.

Teniendo en cuenta la dispersion del volumen inyectado de muestra Vs en la
corriente portadora, puede asumirse que la dispersion a favor de la corriente
del GLS tiene lugar solo antes del punto del sistema en donde el flujo de acido
(con la muestra dispersada) se mezcla con el flujo de la soluciéon de BH4 dado
que aqui el flujo estd segmentado por burbujas de hidrogeno formadas por la
descomposicion del BH4. Sin embargo, cualquier dispersion que ocurra
después de este punto no va en contra del siguiente tratamiento. La extension
con la cual ocurre la dispersion se cuantifica mediante el coeficiente de

dispersion (ya explicado en la seccion 3.2):

— CO
D=—— Ec332(14)

Cméx
Donde cnsx €s la concentracion pico de analito en la corriente acida. El

suministro de analito hacia el punto de mezclado se expresa a través de la

funcion de suministro de analito liquido s(t).
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Esta toma la forma de un pico con perfil no simétrico, o sea un pico que posee
una pendiente empinada hacia un lado, y una cola descendiente hacia el otro
(Dédina, 1999).

s(t)=c(t)fs Ec 3.3.2 (15)

Donde c(t) y fs son respectivamente, la concentracion de analito en la corriente
acida en el punto de mezclado y la tasa de flujo de la corriente portadora de

muestra.

Las piezas de union en zonas de confluencia y los tubos conectores que se
utilizan en este tipo de sistemas son simples con forma de T o Y con diametro
interno de alrededor de 1 mm. Estos conectores se emplean para armar los
sistemas para mezclar las disoluciones de la muestra, portador y de BHs y
también para introducir el gas portador a la corriente de la mezcla de reaccion
(Fang, 1993).

Es importante mantener el flujo de BHs lo mas uniforme posible. Debe
prevenirse la formacién de burbujas de hidrégeno en los tubos de suministro
del agente reductor, por ejemplo, estabilizando la disolucién de NaBH4 segun
se explicé anteriormente. El material de los tubos de bomba y transporte debe
ser seleccionado segun la disolucion que transporten de manera de ser lo mas
inertes posible frente a ellas, es habitual que los tubos deban cambiarse con

frecuencia debido al deterioro.

La longitud y el diametro de las bobinas de reacciéon y tubos de forman la

arquitectura del sistema deben ser suficientes para proveer el tiempo necesario
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de permanencia para la liberaciéon o6ptima del hidruro del analito. En
consecuencia, ello depende de (a) la tasa de liberacion del hidruro del analito la
cual estd controlada, como se discutié anteriormente, por la identidad del
analito, por la acidez de la muestra y su composicion, por la relacién de las
tasas de flujo de BH4 y la muestra, y por la tasa de flujo del gas de purga
introducido a favor de la corriente de la bobina de reaccién; y (b) de la tasa total
de flujo de la mezcla de reaccion a través de la bobina de reaccion y del
diametro interno del tubo de la bobina de reaccién. En principio, una bobina de
reaccién demasiado corta puede causar liberacién incompleta del hidruro, pero
bobinas muy largas incrementan el riesgo de interferencias en la fase liquida o
pérdidas del analito por otros mecanismos (Fang, 1993, Dédina, 1999).

Por lo expuesto es claro que es importante la optimizacion del tamafo de las

bobinas de mezclado en el desarrollo de un sistema en flujo.

Tipos de separadores gas-liquido (GLS)

Existen numerosos disefios para separadores gas-liquido (GLS) que se pueden
emplear en sistemas en flujo. Los mismos se pueden clasificar en tres tipos:

(a) hidrostaticos

(b) con salida forzada

(c) de membrana

(d) la camara de spray de la antorcha ICP-OES o del quemador es usada como

GLS en algunas aplicaciones.
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Separadores hidrostaticos

Los GLS hidrostaticos son pequenos sifones, generalmente tienen forma de U,
con la columna liquida para balancear pequefias variaciones de presién en la
camara donde se logra la separacion. Mientras que los gases liberados son
descargados a través de la salida superior, arrastrados por el gas portador

hacia el atomizador, la mezcla de reaccion fluye hacia los desechos.

- GAS
@) TO ATCMIZER
A
LQUID
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N —_

Figura 47- Separador hidrostatico. (Extraido de Dédina, 1999)

En la figura 47 se muestra el modelo empleado en el primer trabajo publicado
que trataba sobre CF-HG. En la figura 48 se muestra el separador gas-liquido
(GLS) de vidrio usado en la determinacién de selenio en leche en nuestro

laboratorio.
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Figura 48- Separador gas-liquido usado en el laboratorio.

Se han propuesto varias modificaciones a este diseno en U, volviéndose los
mismos mas complejos en busca de mejorar la eficiencia de separacion.
Muchos de ellos son comercializados por reconocidas empresas, en la figura

49 se muestra un ejemplo.

Figura 49 - Separador gas-liquido hidrostatico comercial
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El nivel de liquido en los separadores gas-liquido hidrostaticos se puede
controlar empleando una bomba para sacar el liquido que reaccioné del tubo
de descarte del sifon, o simplemente si el dispositivo es correctamente
disefiado sifonara cuando el nivel del liquido alcance la altura correspondiente.

En algunas modificaciones del GLS hidrostatico, el gas portador se introduce
por debajo del nivel del liquido en el GLS, mas convenientemente a través de
un tubo de dispersion de porosidad media. Las pequefias burbujas que se

forman del gas portador ayudan a una separacion gas/liquido eficiente.

La desventaja del GLS hidrostatico es que con él no se puede trabajar con
sobrepresion que exceda la dada por la altura de la columna de agua en el
brazo de desperdicios del sifon. Esto es muy importante debido a que si el nivel
del liquido dentro del bulbo aumenta demasiado y no sifona a tiempo, el liquido
pasara a la celda de atomizacidn y el proceso debera ser detenido
inmediatamente.

La otra desventaja es su volumen muerto el cual puede traducirse en una

reduccién de la altura del pico en el modo Fl.

Separadores con conexidon de salida forzada

Son similares a los GLS hidrostaticos, la separacion tiene lugar en una camara
pero ésta esta firmemente cerrada y los desechos deben por lo tanto ser
eliminados mediante una salida forzada usando una bomba peristaltica.

La figura 50 (a) muestra el primer modelo de GLS con salida forzada. Es en
realidad un embudo Bichner con vidrio con frita con y su parte interior sirve

para la introduccion del flujo del gas portador. Brindle et al.. Lo modificaron
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introduciendo canales de corriente hacia la camara para la muestra/portador y

el BH4 por separado. Un disefio particular de GLS fue descrito conteniendo

entradas de la mezcla de reaccion y el gas portador y una salida de la fase

gaseosa al atomizador/detector en la camara, con una gasa de algodén en la

parte inferior. El liquido pasa a través de dicha gasa hacia los desperdicios y no

se requiere una bomba de separacién.

uauio
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|
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—_
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PURGE GAS
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+GASIN \
LIQUID BY /
PUMP TO

WASTE

(b) GAS
TO ATOMIZER

LQuip LiQuip
BY PUMP F:k + GAS
TO WASTE / IN

Figura 50- Separadores gas-liquido con salida forzada comerciales (Extraido

de Dédina, 1999)
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Separadores de membrana

En lugar de llevar a cabo la separacion gas-liquido en una camara, como en los
tipos previos de GLS, los GLS de membrana consiguen la separacion en un
canal con la mezcla de reaccion fluyendo a través de lo que en realidad es (una
extension de) la bobina de reaccion. La pared del canal esta completamente o
parcialmente construida con una membrana microporosa permeable sdélo a
gases. Los mismos difunden a través de la membrana a un canal adyacente
desde donde son transportados por una corriente de gas portador al
atomizador/detector. La mezcla liquida de reaccion permanece en la bobina de
reaccion y fluye hacia los desechos. En principio, hay dos disefios basicos de
GLS de membrana: (a) tubular (Yamamoto et al., 1987)y (b) sandwich (Chan y

Hon, 1990) mostrados esquematicamente en la figura 51.

(o) AAS

t .
ey

— w

Tr_’

c

Figura 51- Separadores de membrana, (a) tipo sandwich, (b) tipo tubular

(Extraido de Dédina, 1999)
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En los GLS de membrana que se utilizan actualmente; la membrana esta

hecha o de politetrafluoroetileno, de polipropileno o de goma de silicona.

Figura 52-Membranas separador gas-liquido comerciales. (Extraido de
GlobalFIA®, 2009)

Camaras de aerosol (spray)

Las camaras de spray de las antorchas ICP-OES son usadas para
determinaciones simultaneas lo que no puede lograrse con espectrometria de
llama. ElI BHs es usualmente mezclado con la solucidon de la muestra y
subsecuentemente nebulizado, o la muestra es nebulizada y mezclada con el
BH, el cual se introduce en la camara por separado. Alternativamente, el BH4
puede ser mezclado con la solucion de la muestra y subsecuentemente
introducido en la camara de spray por una entrada hecha a medida o a través
de un nebulizador modificado. La desventaja para el modo Fl es la dispersion
en la camara la cual deforma la senal analitica (debido al gran volumen muerto)
haciéndola mas baja y ancha, en consecuencia, la separacién gas-liquido en la
camara de spray es empleada con mucha mas frecuencia en el modo CF que

el modo Fl (Dédina, 1999, Schramel y Xu, 1991).
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Interferencias en la generacion de hidruros

Las interferencias pueden aparecer:

— en la fase liquida: durante la formacién del hidruro y/o durante su
transferencia de la disolucion a la fase gaseosa.

— en la fase gaseosa: afectando al analito en la fase gaseosa durante el

pasaje del hidruro hacia el atomizador (interferencias de transporte).

Estas interferencias pueden tener lugar en la superficie o en el volumen muerto
del separador y en los tubos conectores causando un retraso (interferencia
cinética de transporte) y/o pérdida del hidruro (interferencia de la eficiencia de
transporte).

Las interferencias de este tipo pueden actuar en forma directa afectando la
eficiencia de liberacion del hidruro o también generando un efecto memoria que

afecta la siguiente determinacion y altera la forma de los picos.

Influencia de las interferencias en la forma de la senal

El modo CF representa la situacion mas simple dado que las interferencias en
la cinética de liberacion son eliminadas y las interferencias en la cinética de
transporte influyen soélo en el tiempo requerido para alcanzar el estado
estacionario, pero no en la altura de la meseta de la sefal.

Las interferencias en la eficiencia de la generacion del hidruro influyen en la
altura de la meseta de la sefial. Sin embargo, si la constante cinética k» se

reduce a un valor tal que la liberacion del hidruro de la fase liquida no finaliza

157



Aplicacion de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del analisis quimico de la leche
y sus derivados.

durante el tiempo que tiene la mezcla de reaccion a disposicion en el
generador, aparece la interferencia por eficiencia de liberacién. La aparicién de
dicha interferencia en tal caso, puede ser evitada, o al menos atenuada,
incrementando o el suministro de BH4, y/o la longitud de la bobina de reaccion

(Dédina, 1999).

Cualquier interferencia de eficiencia reducira el area del pico y su altura en la
misma extensiéon dado que la forma del pico no deberia ser influida. Sin
embargo hay que tener en cuenta que la forma del pico de sefales transitorias
producidas por el modo Fl puede cambiar aun cuando sélo existan
interferencias de eficiencia. La razén es que, como se mostrd anteriormente, la
magnitud de la interferencia no esta influida por la concentracion del analito
sino por la concentracion de los interferentes. Lo mismo se aplica para las
interferencias de transporte, dado que la concentracion de los interferentes
gaseosos en el volumen muerto del generador cambia dentro del intervalo del
pico. En contraste con las interferencias cinéticas en el transporte, las
interferencias en la eficiencia no pueden ensanchar la sefial observada

(D&dina, 1999).

Las sefales producidas por el modo de generacion batch sufren la influencia
debida a las interferencias en la cinética de liberacion, dado que la forma
correspondiente a la tasa de suministro de hidruro depende de la tasa de
liberacion. La forma de la sefal observada esta afectada también por las
interferencias en la cinética de transporte. Las interferencias cinéticas no

deberian tener influencia sobre el area del pico dado que ellas no influyen
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sobre la masa de hidruro transportada al atomizador/detector. Sin embargo, si
hay cambios significativos en la tasa total de flujo gaseoso dentro del intervalo
de formacion del pico, como podria suceder en el modo batch, aun el area del
pico puede cambiar por una interferencia cinética. Las interferencias en la
eficiencia reducen el area del pico, pero su forma probablemente esté influida
también por la concentracion de interferente en la mezcla de reaccién, asi
como en la fase gaseosa, por lo que pueden cambiar considerablemente dentro
del intervalo critico para formar la senal. Analogamente, como en el caso del
modo Fl, las interferencias por eficiencia no pueden ensanchar la sefal
observada (Dédina, 1999).

En los sistemas en flujo la reaccion de separacion del hidruro tiene lugar en
mayor extension en zonas separadas. El tiempo de reaccién, durante el cual
puede tener lugar la separacion de fases en forma natural, esta influenciada
por el largo de las zonas de reaccion y el flujo del liquido portador. Si se usan
sistemas con recorridos cortos lo que implica zonas de reaccidn cortas y con
velocidades de flujo suficientemente altas, es posible suprimir reacciones de
cinética lenta. Esto se denomina “discriminacion cinética” y es de especial
aplicacién en sistemas de inyeccién en flujo para eliminar interferencias y para

analisis de especiacion (Welz y Sperling, 1999).

Como conclusién sobre estos aspectos podemos sehalar que todos los

métodos en flujo son menos susceptibles a las influencias de interferencias

cinéticas que los métodos batch. Dentro de los métodos en flujo los de flujo
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continuo debido a al tipo de sefial que producen, se ven menos afectados por
estas interferencias que los métodos por inyeccién en flujo.

Interferencias de la fase liquida

Hay numerosas interferencias en la fase liquida pero todas pueden clasificarse
en dos grupos basicos: interferencias por compuestos e interferencias de la

matriz.

Interferencias por compuestos

Si el analito en la muestra esta parcialmente en una forma diferente que en la
empleada en la disolucién estandar, la liberaciéon del hidruro puede ser distinta
en la muestra con respecto a la liberacién en el estandar, aun si el estandar se
agrega a la muestra. Este tipo de interferencias tienen lugar si enlaces
organicos del analito no han sido completamente destruidos durante el
pretratamiento de la muestra o si el analito esta en un estado de oxidacién con
el cual su conversion a hidruro se da con baja eficiencia.

Para prevenir las interferencias por compuestos, deben tomarse precauciones
(métodos apropiados de digestion y/o prerreduccién). En el paso de
preparacion de la muestra teniendo en cuenta que los tratamientos con HNO;
son muy comunes para la digestion de matrices con alto contenido de materia
organica, la interferencia debida a la presencia de nitrato remanente y éxidos
de nitrégeno volatiles debe ser eliminada ya que de lo contrario las sefales

analitica se veran fuertemente afectadas (Brown et al., 1981, Cutter, 1982). Se
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sugiere que la interferencia puede deberse a la reaccién entre nitrito y el
hidruro generado, para remover los 6xidos de nitrogeno volatiles se ha
reportado el uso de urea y acido sulfamico entre otros (Lopes Nunes et al.,

2005).

Interferencias de la matriz

Este tipo de interferencias tienen lugar cuando los componentes de la matriz
afectan la liberacién del hidruro. Las interferencias de la matriz dada por
componentes de fases heterogéneas presentes en la mezcla de reaccion
(particulas sélidas o suspensiones organicas) pueden ser bastante serias asi
sea debido a la sorcion de los iones del analito o la captura del hidruro
formado. Los compuestos organicos disueltos son interferentes potenciales. Sin
embargo, el tipo de interferencia de la matriz mas frecuentemente encontrado
viene dado por compuestos inorganicos solubles (interferencias inorganicas).
Los interferentes inorganicos mas serios son iones de metales de transicion,
ejemplo: Ni, Cu, Co, Fe, Ag, Au, Pd, Pt, Rh, algunos de ellos muy comunes en
matrices como aguas y alimentos entre otras (Pierce y Brown, 1976, Dédina y
Tsalev, 1995, Zhang y Adeloju, 2008).

El mecanismo mas probable de esta interferencia es una captura del hidruro
por las especies formadas por la reaccion del interferente con BH, .

Los interferentes de otras clases son tipicamente mucho menos pronunciados
que las interferencias por los metales de transicion, pero su mecanismo puede

ser similar (Dédina y Tsalev, 1995).
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Control de las interferencias de la matriz

La forma mas directa de prevenir las interferencias dadas por la matriz es
remover el interferente. La preparacion de la muestra es critica y debe
minimizar el contenido de particulas solidas o suspensiones organicas en la
muestra. En el caso de interferencias inorganicas, su remocion requiere una
separacion. Aunque generalmente es inconveniente dado que complica el
analisis y conlleva riesgo de contaminacion, ha sido empleada en numerosas
aplicaciones. La separacion de los interferentes se consigue tipicamente
cuando se realiza la preconcentracion del analito que intenta mejorar su limite
de deteccion. Algunas estrategias muy usadas para
preconcentracion/separacion son: (a) extraccion con solvente, (b) separacién
por intercambio i6nico, (c) coprecipitaciéon con Fe(OH)s;, La(OH);, Mg(OH),-
Ca(OH),, MnO,.nH,0, etc., (d) destilacion y (e) precipitacion selectiva del
interferente. Otra alternativa de controlar las interferencias inorganicas es
mediante la eleccién apropiada de las condiciones quimicas e instrumentales
del paso de generacion de hidruro. Esto puede ser hecho con eficiencia en
base al conocimiento del mecanismo de interferencia: la extension de las
interferencias se reducen previniendo la precipitacién de los interferentes o
minimizando el contacto con el hidruro formado con la forma precipitada del

interferente (Pierce y Brown, 1976).

La precipitacion puede ser reducida empleando agentes enmascarantes o
agentes liberadores. Los agentes enmascarantes se unen al interferente y

forman compuestos (una manera de enmascarar algunos interferentes es por
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ejemplo aumentar la concentracion de HCI), mientras que los agentes
liberadores reaccionan con BHs preferiblemente. En ambos casos, la
formacion de un precipitado interferente es demorada o prevenida. (Zhang y

Adeloju, 2008).

Las manipulaciones con la concentracion de HCI o con la tasa de flujo de BH4
han sido exitosamente utilizadas para evitar el efecto de las interferencias en la
generacion de hidruro de selenio y arsina, no obstante, también deberian
funcionar con otros analitos (Pierce y Brown, 1976). La otra manera de
disminuir el tiempo de contacto del hidruro formado con el precipitado es hacer
la separacion gas-liquido mas rapida. En principio, esto se puede lograr o bien
quimicamente (por ejemplo, por la adicion de ioduro a la solucién de BH4 o la
presencia de L-cisteina en la mezcla de reaccién), o bien instrumentalmente,
optimizando el sistema de HG. Es el potencial del disefio instrumental para
acelerar la separacion gas-liquido lo que hace que el modo de flujo de HG sea
el método de eleccion para controlar las interferencias de la matriz en la fase
liquida. Las interferencias son tipicamente mucho mas pronunciadas en el
modo batch dado que el tiempo de contacto del hidruro formado con los
precipitados interferentes el mas largo. En contraste, los métodos de flujo
brindan mucha mas libertad para minimizar el tiempo de contacto, acortado o
aun quitando la bobina de reaccion y/o empleando GLS con tiempos minimos

de residencia de la mezcla de reaccién en su interior (Dédina, 1999).
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Atomizacion de hidruros volatiles en celda de cuarzo.

Después del desarrollo de la técnica de generacién de hidruros, se propuso el

uso de tubos de cuarzo eléctricamente calentados o calentados con una llama.

Comparados con la llama de difusién (argdén-hidrégeno) los atomizadores de
cuarzo ofrecieron mayor sensibilidad y menor efecto de sefales de fondo (Welz
y Sperling, 1999).

Si bien los atomizadores de cuarzo (celdas de cuarzo) calentados
externamente, son los mas usados hoy en dia. Deben mencionarse también los
atomizadores con llama dentro del tubo (flame-in-tube atomizers-FIT), en los
cuales una pequenfa llama de oxigeno-hidrégeno arde en el interior del tubo por

lo que no necesitan calentamiento externo.

FROM —=
GENERATOR

OXIDANT

INLET
ALUMINUM ADAPTOR

TO ALLOW MOUNTING
IN CONVENTIONAL BURNER BASE

RUBBER
SLEEVE

Figura 53 — Atomizador con llama interna (FIT) (Extraido de Dédina, J., Tsalev,

D.L., 1995)
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Figura 54- Celda de cuarzo y sus accesorios.

Nuevamente existe controversia en cuanto a los mecanismos de atomizacién
de los hidruros covalentes en tubos de cuarzo calentados y continua siendo
una cuestion aun no resuelta del todo. Se puede encontrar en la literatura al
menos tres posibles mecanismos de atomizacion propuestos: atomizacion via
descomposicion térmica, por oxidacion del hidruro y el mecanismo de los

radicales libres (Ramesh y Riyazuddin, 2005).

Atomizacion via descomposicion térmica

Inmediatamente de la aparicién de los tubos de cuarzo como atomizadores, la
opinion general fue que los hidruros se atomizaban por descomposicion
térmica. EI aumento en la sensibilidad analitica al aumentar la temperatura
parecia ser la evidencia objetiva que apoyaba esta idea (Ramesh y Riyazuddin,
2005). La ecuacion correspondiente seria:

AHn(g) > A(g) +n/2 Hz(g) Ec3.3.2 (16)
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Si tomamos como ejemplo la descomposicion del hidruro de selenio (SeH) la
ecuacion seria:
SeH,> Se + H,T Ec3.3.2 (17)

Los calculos tedricos predicen que esta descomposicion se da
aproximadamente a 800 °C (Narsito et al., 1990). Dado que las temperaturas
tipicas en un tubo de cuarzo calentado por llama estan en el orden de 800-900
°C, esto es adecuado para la descomposicion del hidruro de selenio, pero en el
caso de la arsina se encuentran inconsistencias debido a que si bien
tedricamente la temperatura 6ptima para su descomposicion esta en ese rango,
la arsina se puede atomizar en horno de grafito a 1700-1800 °C. Ademas la
adicién de oxigeno o aire al gas portador aumentaba la sensibilidad y se
encontré que para llamas extremadamente ricas en combustible, llamas
hidrogeno-oxigeno dentro del atomizador de cuarzo sin calentar (FIT), con una
relacion adecuada de H:O también aumentaba la sensibilidad (Agterdenbos y
Bax, 1986).

Por lo tanto existen varias evidencias que indican que el mecanismo de la

ecuacion Ec 3.3.2 (17) es altamente improbable.

Oxidacién del hidruro

La constante de equilibrio de la ecuacién Ec 3.3.2 (16) fue calculada para la
atomizacion de arsina y los resultados mostraron que tal descomposicion

ocurria en el rango de 1200-1500 °C. Sin embargo en la practica, la
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atomizacion ocurre a 700 °C, esto sugiere que la ecuacion Ec 3.3.2 (16) no
explica la atomizacion de arsina. (Agterdenbos y Bax, 1986)
Agterdenbos y Bax asumieron que el oxigeno en el gas portador oxida los

hidruros a atomos segun:

4AsH3z + 30,> 4As + 6 H,O Ec 3.3.2 (18)

Esta teoria fue apoyada por otros autores para los hidruros de Sb y otros

elementos, por lo que la ecuacién general seria (Narsito et al., 1990):

AHn@ + N/4 Oz gy > Ag + n/2 H,O Ec 3.3.2 (19)

Por lo tanto, el rol del oxigeno seria oxidar al hidruro del analito a su atomo
segun la ecuacion Ec 3.3.2 (19), y el exceso de oxigeno produciria un

decaimiento de la senal probablemente debido a la siguiente reaccion:

2As + 30> 2As,03 Ec 3.3.2 (20)

La funcion del hidrégeno es prevenir la formacion del 6xido, y finalmente ambos
gases formaran radicales libres, los que probablemente también participen en
la oxidacion de la arsina en este ejemplo.

En condiciones analiticas normales el requerimiento de oxigeno puede ser

alcanzado por el aire disuelto en las disoluciones de medida.
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hydride + Ar + H2
+ traces 02

Figura 55- Disefio de celda de cuarzo con entrada de aire.

Mecanismo con radicales libres

El efecto del oxigeno en la atomizacion de los hidruros de As y Sb en tubo
calentado de cuarzo o también llamada celda de cuarzo fue reportado por
primera vez por Gouldden et al. Estos autores reportaron que se podia obtener
un incremento en la sensibilidad si se agregaba oxigeno al gas portador

(Ramesh y Riyazuddin, 2005).

Se propuso que la atomizacién es llevada adelante por las colisiones de hidruro
del analito con radicales libre de hidrogeno. El hidrégeno generado por la
descomposicion acida del tetrahidroborato, o agregado a las mezclas de
reaccion, es la fuente de atomos de hidrégeno, y es producida en la zona de

difusion de la llama de acuerdo a las siguientes ecuaciones:
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H + O «—» OH+O Ec 3.3.2 (21)
O+Hy <« OH+H Ec 3.3.2 (22)
OH + Hy «—» HO+H Ec 3.3.2 (23)

Fue establecido que la constante de equilibrio de la reaccion de la ecuacion
3.3.2 (23) es muy alta y que la concentracion de hidrogeno es mucho mayor
que la de agua.

Dédina postula entonces que la atomizacion para el caso de selenio era via dos

pasos con la predominancia de radicales H segun:

SeH, + H’ — SeH + H, AH=-189 k/mol Ec 3.3.2 (24)

SeH + H’ > Se + H, AH=-131 kJ/mol Ec 3.3.2 (25)

Y finalmente recombinacion:

Se+H . SeH AH= +305 kJ/mol Ec 3.3.2 (26)

A medida que aumenta el peso atdmico (As-Sb-Bi), se necesita menor cantidad
de radicales libres para la atomizacion.

Dédina et al., estudiaron extensamente el mecanismo de atomizacion de AsH;
y SeH; en varios tipos de tubos de de cuarzo como atomizadores y especuld
con que el mecanismo de atomizacién con radicales parecia ser idéntico en
todos los tubos que probd, y ademas que la atomizacion se daba solo en una

pequefa parte del volumen del tubo.
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Una nube de radicales H se forma en la zona caliente del atomizador por medio
de la reaccién de hidrégeno y oxigeno. La ubicacion exacta de la nube de
radicales es determinada por el perfil de temperatura dentro del atomizador, por
el flujo y composicion del gas de purga y el disefio del atomizador (Welz y
Sperling, 1999)

Recientemente también se ha estudiado la generacién de hidruros empleando
tubos metalicos en lugar de los tradicionales de cuarzo, ademas de la ventaja
inherente a utilizar un tubo que no se quiebra como el cuarzo, los autores
postulan que al introducir directamente el hidruro en el tubo metalico con un
tubo capilar la sensibilidad aumenta considerablemente, pero no explican si el
mecanismo de atomizacion transcurre por otras vias (Figueiredo et al., 2007,
Zezzi Arruda y Costa Figueiredo, 2009).

Para concluir podemos resumir este tipo de atomizacion de la siguiente manera
(Ramesh y Riyazuddin, 2005):

1- el hidrégeno es esencial y tiene un rol activo en la atomizacién de
hidruros gaseosos y su pasaje al estado elemental, en tubos de cuarzo
calentados a temperaturas del entorno de los 1000 °C.

2- el oxigeno es sostén o apoyo para que esto ocurra en presencia de
hidrégeno cuando la celda de cuarzo esta a temperaturas mas bajas

3- se puede obtener maxima sensibilidad solo en un ambiente “limpio” de
una celda acondicionada con acido fluorhidrico (en el manual de usuario
PerkinElmer © (PerkinElmer MHS15 user guide, 2000, p.4-8), se
recomienda para mantenimiento y mejor desempefio de las celdas de

cuarzo sumergirlas en HF como etapa previa de acondicionamiento).
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4- en ausencia de hidrégeno la arsina se descompone pero no se atomiza
en la celda de cuarzo, esto sirve como prueba de esta hipoétesis.
Por tanto basados en estas afirmaciones los autores han propuesto que la
atomizacion de los hidruros volatiles en una celda se deberia a colisiones con
los radicales libres de hidrégeno segun:
MHx + H MHx.1 + Hz Ec 3.3.2 (27)

MH + H M + H, Ec 3.3.2 (28)

Como sucede con los mecanismos de generacion de hidruros, la atomizacion
es también un tema de controversia. Existen publicaciones cientificas desde los
afios 80 que reportan pruebas y ejemplos de uno u otro mecanismo. El review
de Ramesh y Riyazuddin es una prueba de que aun en 2005 continuaban las

pruebas a favor de uno u otro mecanismo.
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3.3.3. Espectrometria de absorcion molecular visible

La espectrometria de absorcion molecular en la region ultravioleta-visible (UV-
visible), es una técnica analitica clasica bien conocida, aplicable para la
determinacioén de casi todas las especies quimicas.

Por ello, muchos laboratorios estan equipados con instrumentos adecuados y
la operacion de los mismos es normalmente bastante simple. Mas aun, los
métodos que utilizan esta técnica pueden sin mayor esfuerzo ser adaptados a
analisis automatizados o semi-automatizados.

En esta tesis se aplico esta técnica en la determinacion cuantitativa de
disoluciones de iones de metales de transicién y compuestos organicos con

dobles enlaces conjugados.

Los métodos basados en esta técnica han sido usados por muchos afos para
el analisis de trazas de elementos. En consecuencia, estos métodos y cualquier
interferencia se conocen bien. La formacion de colores visibles o la emisién de
fluorescencia (por excitacion) luego de reaccién quimica con los agentes
complejantes adecuados (la mayoria organicos) se describe en una gran
cantidad de publicaciones utilizando técnicas de Analisis en Flujo (Lista et al.,

1999, Yuangqian et al., 2002, Zenki et al., 2004).

La espectrometria ultravioleta-visible o UV-Vis utiliza la radiacion en los rangos

visible y adyacentes (el ultravioleta (UV) cercano y el infrarrojo (IR) cercano del

espectro electromagnético). En esta region, las moléculas experimentan
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transiciones electrénicas, la espectrometria de absorcién mide la absorcion de
la radiacion correspondiente a las transiciones desde el estado fundamental al
estado excitado.

Las disoluciones de iones de metales de transicion y complejos de estos
analitos, absorben bandas amplias de radiacion visible en al menos uno de sus
estados de oxidacion y como resultado son coloreadas. Esto es debido a que
los electrones en los atomos del idbn metalico se pueden excitar desde un
estado electronico a otro. La absorcion abarca transiciones entre obitales d
semillenos con energias que dependen de los ligandos enlazados con los iones
metdlicos. Las diferencias de energia entre los orbitales d dependen de la
posicién del elemento en la tabla periddica, de su estado de oxidacién y de la
naturaleza del ligando enlazado, esto determinara la posicion del pico de
absorcion correspondiente y por lo tanto el color que tendra la disolucion
(Skoog et al., 2005).

En esta tesis se trabajo con este tipo disoluciones en la determinacion de cobre

y zinc.

También se estudid en esta tesis otra aplicacion en la que se midid la
absorbancia de compuestos organicos (determinacion de nitrato y nitrito).

La absorcién de radiacion por moléculas organicas en la region de longitud de
onda entre 180 y 780 nm resulta de la interaccion de los fotones y electrones
que participan de manera directa en la formacion de enlaces, o que se localizan
en torno a atomos como los de oxigeno, azufre, nitrégeno y halégenos (Skoog

et al., 2005).
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Especialmente aquellos compuestos con un alto grado de conjugacion,
absorben radiacién en las regiones del espectro electromagnético visible o
ultravioleta, los grupos funcionales organicos no saturados que absorben en
esta regiébn se denominan cromoéforos. Los disolventes para estas
determinaciones son a menudo el agua para los compuestos solubles en agua,

o el etanol para compuestos organicos solubles (Skoog et al., 2005).

Para explicar como se realizan las determinaciones cuantitativas utilizando esta
técnica comenzaremos con un poco de historia. Entre las primeras
investigaciones sobre la relacion existente entre las potencias de radiacion
incidente y transmitida, se destacan los experimentos de Pierre Bouguer (1729)
y de Johann Heindrich Lambert (1760). Estos dos cientificos efectuaron
observaciones independientes y verificaron que las que las propiedades
asociadas al proceso de absorcion de radiacion pueden ser enunciadas en dos
leyes fundamentales:
e La potencia del haz de radiacion (monocromatica) transmitida por un
cuerpo homogéneo es proporcional a la potencia de luz incidente.
e La potencia del haz de radiacién (monocromatica) transmitida disminuye
exponencialmente con el aumento del espesor de la capa del cuerpo

homogéneo.

En 1852, August Beer estudio la influencia de la concentracién de soluciones

con color sobre la transmisién de radiacion. La conclusion a la que llegé fue
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que el valor de absorbancia (A) para una determinada sustancia es
proporcional a su concentracion.

Por tanto, la espectrometria UV-visible puede usarse para determinar la
concentracién de una disolucion. Para ello es necesario saber como cambia la
absorbancia con la concentracion. Esto se puede obtener a partir de
referencias (las tablas de absortividad molar) o, determinandolo a partir de una

curva de calibracion.

La presencia de un analito da una respuesta que puede ser proporcional a la
concentracion y su concentracion puede estimarse utilizando siguiente
ecuacion (Ley de Beer):

A= abc Ec. 3.3.3 (1)
Donde A es la absorbancia medida en un espectrofotometro, a es la
absortividad (L.g ™' .cm™), b el camino 6ptico (cm) y ¢ es la concentracion (g.L™").
Es una ley limite, se cumple solo para disoluciones diluidas.
Considerando esta ley, el modelo de regresion de la curva de calibracion
(grafico de la absorbancia del analito patrén en funcion de la concentracién del
mismo en la disolucién medida) sera una recta del tipo A= k.C, donde k=
pendiente de la curva de calibracién (sensibilidad de método).
La ley de Beer también se aplica a medios que contengan mas de una
sustancia absorbente. Siempre que no haya interaccién entre las distintas
especies, la absorbancia total para un sistema multicomponente sera:
Atotal de la mezcla= A1+Ax+As+....+An = asbcy+azbcytasbes+t....+anbe, Ec. 3.3.3 (2)
Los subindices se refieren a diferentes componentes absorbentes en la

disolucion mezcla (Skoog et al., 2005).
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La representacion grafica de la absorbancia en funcion de la longitud de onda
se denomina espectro. El espectro de una sustancia se puede obtener
directamente con los espectrofotometros mas modernos, o bien pueden
registrarse los datos de una sola longitud de onda con los instrumentos mas
simples.

Una vez conocido el espectro de absorcion de la sustancia, se selecciona para
medidas cuantitativas un maximo de absorcion adecuado para las
determinaciones analiticas. Este criterio asegura el cumplimiento de la ley de
Beer en esas condiciones ya que pequefios cambios en la longitud de onda
(radiacion policromatica) afectaran en menor medida si las medidas se realizan
en un maximo de absorcion. Sin embargo en sistemas complejos de varios
componentes puede ser necesario aplicar otros criterios para seleccionar la
longitud de onda de medida.

Las longitudes de onda de los picos de absorcion pueden correlacionarse con
los tipos de enlace en una determinada molécula, y son valiosos para
determinar los grupos funcionales dentro de la molécula. La naturaleza del
disolvente, el pH de la disolucion, la temperatura, la concentracion de
electrolitos, y la presencia de sustancias interferentes pueden influir en los
espectros de absorcién de los compuestos, asi como las variaciones en el

ancho de banda efectivo del espectrofotometro.

La medida de la absorcién molecular es una técnica poco selectiva, pero por

medio de la seleccién apropiada de agentes enmascarantes en combinacién
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con el reactivo de formacion de color, puede ser empleada selectivamente y de
este modo permitir la medida especifica de ciertos elementos.

A pesar de que en general los limites de deteccion son altos para la
determinacion de trazas (por ejemplo, determinacion de los contenidos
normales de Cd o Hg en leche), existen métodos basados en espectrometria

de absorcion molecular como métodos de referencia.
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3.3.3.1. Métodos de desarrollo de color

En esta seccidn se explicaran los métodos utilizados para la determinacién de
cobre, zinc, nitrato y nitritos, basados en reacciones que producen un
compuesto coloreado capaz de absorber radiacion en la zona visible del

espectro.

Determinacién de Cu y Zn

Ya en el afo 1954, Yoe y Rush comprobaron que el compuesto zincén (1-2-
(hidroxi-5-sulfofenil)-5-(2-carboxifenilformazano) forma un precipitado azul en
presencia de zinc, reaccionando también con cobre, cobalto y niquel. La
reaccion es rapida en presencia de una solucion alcalina del reactivo (Cadore,

1986).

El uso del reactivo zincon permite la determinacién de los metales zinc y cobre,
uno en presencia del otro, debido a la diferencia de estabilidad de los
complejos de estos metales en relacién al pH. El complejo de zinc es estable

en el intervalo de pH 8.5 a 9.5, en tanto que el de cobre lo es a pH de 5.0 a 9.5.

La estabilidad del reactivo es un tema a tener en cuenta. Una solucion de
reactivo preparada con NaOH es estable por una semana. Si se conserva en
heladera, este periodo aumenta pudiendo alcanzar unos 30 dias, sin diferencia
significativa en el valor de la absorbancia medida, sin embargo esto dependera

de la concentracion del reactivo. Es conveniente almacenar disoluciones
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concentradas stock y realizar la dilucion final al momento de realizar las
determinaciones analiticas. Otra manera de aumentar el periodo de estabilidad
(conservacion) es disolver el zincén en etanol en lugar de hacerlo en disolucién

de NaOH.

El zincén es un derivado de los compuestos de formazano, presenta un pico de
absorcion maximo en 470 nm. Estos compuestos se preparan por el acople de
compuestos de diazonio con aldehidoarilhidrazona. Pueden ser representados

por las siguientes estructuras tautoméricas:

Ar Ar
/ /
N=—N N—N
R—C H — R C// \H
A\ / \
N—N N—N
\ \
Ar Ar'

I (II)
El atomo de hidrogeno de la amina estd enlazado alternadamente a dos
atomos de nitrégeno. Estudios posteriores mostraron que la tautomeria podia
ser atribuida a una estructura de coordinacién interna, formada por el enlace

del hidrégeno con un atomo de nitrégeno segun se muestra en la figura 56.

Ar Ar
N N/ N=— N/
777\ /N
R—C\ ,H D R—C, /H
N=N N—N
\ \
L Ar' Ar |

Figura 56- Tautomeria de zincon
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El cambio del atomo de hidrégeno de la amina por un equivalente de metal da
lugar a una serie de derivados metalicos preparados a partir de compuestos de

formazano, evidenciando la estructura de quelato de estos compuestos:

Ar
N— N/
/o \\
R— C\\ =M
N— N/
\
Ar'
— —x

Dénde M = metal, x = nimero de coordinacion

El zincon se presenta generalmente en la forma de sal monosddica
(C20H15sN4NaOgS), que posee tres hidrogenos acidos: uno carboxilico (-COOH),

uno fendlico (-OH) y un grupo de amina secundaria (=NH).

Cl)Na
0=5=0 O
a O
= \HN\ N:N T
OH =
|/

Figura 57- Estructura de la molécula de Zincon.

Debido a que es un reactivo inestable es dificil utilizarlo como indicador acido-
base. A pesar de eso, fue hecho un estudio de las constantes de equilibrio del

zincon. Las etapas de ionizacion del reactivo son (Cadore, 1986):
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pK; =4 pK, =7.85 pK3 =15
Hyln? Hin*>

Haln In*

rosado amarillo amarillo-naranja violeta

El hidroégeno carboxilico se pierde a pH proximo a 4. A pH mas acido el reactivo
se descompone facilmente y deben utilizarse estrategias para mantenerlo en
solucién como por ejemplo el agregado de etanol. Las especies Haln? y HIn*
corresponden al intervalo de pH de 5.9 a 10.0. La forma violeta, cuando el
indicador esta totalmente ionizado, se obtiene s6lo en medio 10 M de NaOH

(Cadore, 1986).

El complejo Zn-zincon puede ser representado estructuralmente por una de las
dos férmulas representadas en la figura 58. En (a) se presenta el enlace del
zinc por electrovalencia, por la sustitucion del H del grupo carboxilo y el de la
amina secundaria; en (b) el enlace se da a través del grupo fendlico,
sustituyendo el H del grupo hidroxilo y de la amina secundaria. El metal
completa el anillo por medio de un enlace covalente coordinado en ambos

casos. Estructuras semejantes representan el complejo Cu-zincon.
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Cetts(OH)(SO3H) Cefts(COOH)
O«_ _O_ _N N
Nz N zn” \I\~I
v v
SN O CeHs N CeHs
SO3H
a b

Figura 58- Estructuras de los complejos Zn-zincén.

A partir del trabajo de Yoe y Rush en 1954 diversas publicaciones han
aparecido utilizando el reactivo zincén para la determinacion de zinc, cobre y

otros metales (Richter et al., 2002; Leelasattarathkul, et al., 2006, 2007).

Como el zincdn no es un reactivo especifico para zinc o cobre, es necesaria la
separacion de los iones que interfieren, generalmente mediante el uso de una
resina de intercambio i6nico o utilizando agentes enmascarantes que formen
complejos mas estables con el metal interferente.

La interferencia del Cu es uno de los mayores problemas cuando se determina
zinc con zincdn, debido a las semejanzas en la naturaleza quimica de estos
dos elementos.

Sin embargo es posible la determinacién de Cu(ll) a pH 5 dado que a ese pH
el complejo Cu (Il)-zincon es estable y la determinacion de Cu (Il) y Zn (ll) a pH
9. Si ademas agrega citrato de sodio en la preparacion de las soluciones buffer

es posible enmascarar el complejo Cu(ll)-zincén a pH 9 casi completamente,
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asi como otros metales constituyentes de la matriz que podrian interferir

(Richter et al., 1997).

Determinacion de nitrito

Los métodos espectroscopicos son los mas usados para la determinacion de
nitrato y nitrito debido a sus excelentes limites de deteccién. Entre las posibles
técnicas se encuentran la espectrometria UV-visible, quimioluminiscencia,
fluorimetria, espectrometria Raman entre otras (Moorcroft et al., 2001).

Las técnicas de HPLC y analisis por inyeccion en flujo han sido exitosamente
acopladas con el método de Griess y utilizadas para la determinacién de nitrato
y nitrito en diversas matrices (fluidos biolégicos, alimentos, aguas residuales

entre otras) (Moorcroft et al., 2001).

El método clasico de Griess para la determinacion de nitrito, fue utilizado en
esta tesis para la determinacion de nitrato y nitrito. Involucra la formacién de un
cromoforo mediante la diazotacion de la sulfanilamida con acido nitroso,
seguido de una copulacion con una amina biciclica (Marczenko y Balcerzak,

2000, pp 307).

Método de Griess modificado

En medio &cido, el nitrito reacciona con aminas aromaticas primarias para

formar sales de diazonio. La sal luego se acopla con un compuesto aromatico
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adecuado que contenga un grupo amino o hidroxilo, para dar un azo
compuesto coloreado el cual es la base para el método espectrofotométrico.
En el método de Griess (1879), el anion nitrito, el acido sulfanilico y 1-

naftilamina reaccionan de la siguiente manera:

.
HO3S@NH2 + NO + 2H' ., Hoas@—NzN + Hy0

+
HO3S@NEN + NH2 —_— HO:;S@NZN @ N«

Figura 59- Reacciones en el método de Griess.

El método de Griess es altamente sensible. La absortividad molar a Amsx = 520

nm es 4.0.10* y la absortividad especifica 2.8 (E'”1¢m).

La solucion en la cual el nitrito se desea determinar no debe contener
oxidantes, reductores o sustancias coloreadas. Ni urea ni aminas alifaticas
deberian estar presente dado que pueden reaccionar con nitrito para liberar No.
Los iones Cu (Il) catalizan la descomposicion de la sal de diazonio, dando lugar

a resultados bajos (Clesceri et al., 1998, pp. 4.113).

Métodos para la determinacion de nitrato.

La mayoria de los métodos espectrofotométricos para determinar nitrato se
basan en 1) nitracion u oxidacion de reactivos organicos apropiados para
formar compuestos coloreados, o 2) reduccién del nitrato a nitrito o amoniaco

con la subsecuente determinacion de estas especies.
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Para la determinacion de nitratos y nitritos en leche se realiza un tratamiento
con agua caliente, precipitacion de la grasa y proteina y filtracién.
Posteriormente se realiza la reduccién de una porcién del filtrado del nitrato a
nitrito, por medio de una columna de cadmio. En alicuotas del filtrado no
reducido se realiza un desarrollo de color, por adicion de sulfanilamida y
clorhidrato de N-1-Naftiletilendiamina para la determinacién de nitrito, la misma
reaccion se desarrolla sobre una alicuota del filtrado (reducido) que ha pasado
por la columna de cadmio para la determinacién de nitrito total. La medicién de
absorbancia se realiza a 538 nm (IDF 189-1: ISO 14676-1, 2001(E)).

También se puede realizar esta determinacion mediante técnicas en flujo como
se describe en la norma vigente IDF: ISO para la determinacion de nitratos y
nitritos en leche, y como se describe en APHA 4500-NO; F (Clesceri et al.,

1998, pp. 4.112 - 4.119).
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3.4. Herramientas de software

El equipamiento moderno y los sistemas automatizados estan basados en el
uso de microprocesadores y componentes electronicos. Para llevar adelante
las determinaciones analiticas desarrolladas en esta tesis fue necesaria la

interconexion de instrumentos y computadoras.

Software utilizado

Los lenguajes de programacion utilizados en las determinaciones de esta tesis
fueron QuickBASIC 4.0 y VisualBasic 6.0.

QuickBASIC es un descendiente del lenguaje BASIC desarrollado por Microsoft
Corporation para uso con el sistema operativo MS-DOS. Este lenguaje incluye
todas las sentencias y funciones de BASIC pero es mas avanzado permitiendo
la programacion acelerada en el desarrollo de programas. QuickBASIC
combina la sencillez del lenguaje BASIC original pero sin la necesidad de los
numeros de linea, se controla a través de menus e incluye muchos atajos
cuando se adquiere experiencia. Es un programa estructurado e incluye un
editor de pantalla completa que permite desplazarse con facilidad dentro del
entorno de programacion (Nameroff, 1990). La primera version de este
programa se publico en 1985. El programa cuenta con un compilador de
manera que una vez finalizada la programacién el programa se convierte en

una version ejecutable que el usuario puede hacer funcionar desde el DOS.
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Los programas desarrollados junto con el Dr. Moisés Knochen, permitieron
controlar valvulas solenoide y valvulas inyectoras. El analista simplemente
ingresando parametros de operacion como tiempo de carga de muestra, tiempo
de adquisicién de datos, tiempo de limpieza y numero de repeticiones analiticas
en un menu ponia a funcionar una secuencia de analisis. Asi los sistemas
funcionaron totalmente automatizados, y la unica intervencion del analista era
cambiar la muestra, iniciar y terminar el programa. Finalmente un reporte del
trabajo realizado podia ser impreso para asi completar la rutina de analisis.
Microsoft® Visual Basic® es una herramienta de disefio de aplicaciones para
Windows, éstas se desarrollan en gran parte a partir del disefio de una
interfase grafica (Russo y Echols, 1999). En una aplicacién de Visual Basic, el
programa esta formado por una parte de codigo puro, y otras partes asociadas
a los objetos que forman la interfase grafica. Es un término medio entre la
programacion tradicional, formada por una sucesion lineal de codigo
estructurado, y la programacion orientada a objetos, combinando ambas cosas.
Crear un programa en Visual Basic implica varios pasos:
e Creacion de una interfase de usuario como via de comunicacion
hombre-maquina, creacion de formularios.
¢ Definicion de las propiedades de los controles -objetos- colocados en
los formularios, estas propiedades determinaran cémo son los
controles y para qué sirven.

e Generacion del cédigo del programa.
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En este trabajo fueron utilizados programas en Visual Basic 6.0. En las figuras
60 y 61 se muestra la vista de pantalla de alguno de los programas utilizados

para control y adquisicion de datos.

PASO 1 - VALWULA

FASO 1 - JERINGA

PASD 2 - VALYLILA
e

P&50 2 - JERINGA

PASD 3 - VALYLILA
s

PASO 3 - JERINGA

PASO 4 - VALYLULA
e

MENSAIES FASO 4 - JERINGA

DISPOSITIVO PASO 5 - VALYLILA
e

PAS0 5- JERINGA
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PASO 7 - VALYLILA
e
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PASD 8 - VALYLILA
o
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Figura 60- Vista de impresion de pantalla de software de adquisicion de datos

utilizado para la determinacion de cobre y zinc.

188



Aplicacién de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del analisis quimico de la leche
y sus derivados.

#: SISTEMA DE ADQUISICION Y CONTROL

vV MULTICONMUTACION

0.300

0.239

0178

0117

0.056

-0.005

oo 2000 4000 BO0.0 gon.0
x

'T EXP.X MIN hex ¥ ]345?3331 E02
St ] 1.0 ] -005 ] 03 e
1111 ]

GEMERAR
FlJAR ARCHIVO

SETUP ‘ SECUENCIA _
]“““m _ CDMDANDD DIRECTO NOWSRE O ARCHD
RErEnE EJECUTAR [SIN EXTENSION)
SALIR ‘ e ‘ CICLO

RS 3 e
14 Inicio 2 e E° # SISTEMA DE ADQUIS. .

Figura 61- Vista de impresién de pantalla de soffware de adquisicién de datos

utilizado para la determinacion de selenio.
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3.5. Aseguramiento de la calidad

El requisito imprescindible de toda medida analitica es ser consistente, fiable y
exacta. El aseguramiento de la calidad es un sistema de actividades cuyo
propdsito es proveer a quien produce el proceso o al cliente o usuario de un
producto o0 a un servicio, la certeza de que el mismo cuenta con estandares de
calidad con un cierto nivel de confianza (Taylor, 1987).

Esta seccion pretende dar una referencia rapida sobre temas relacionados con
el aseguramiento de la calidad, en particular como se valida una metodologia
analitica y temas conexos.

El proceso destinado a confirmar que el método o procedimiento analitico
empleado para un ensayo es apropiado para el fin al cual es destinado se
denomina validacion (Inczédy et al., 1998). Otra definicion un poco mas
completa de validacion indica que es el proceso de verificar que un método es
adecuado para un proposito determinado (“fit for purpose”), y que puede
resolver un problema analitico particular (Wenclawiak, Koch y Hadjicostas,
2004).

La validacion de métodos analiticos y calificacion de equipos son requisitos en
los ambientes regulados. Ejecutados correctamente mejoran la fiabilidad,
consistencia y exactitud de los datos analiticos (Huber, 2007).

El concepto de validacion es bien conocido en laboratorios de analisis, un buen
quimico analitico siempre debe validar los métodos analiticos y calificar sus

equipos antes de utilizarlos para analisis de rutina.
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Las actividades de validacion incluyen el proceso analitico completo, desde el
muestreo, preparacion de muestras, el analisis propiamente dicho y el reporte
de resultados. De la misma manera la calificacién de un equipo debe abarcar
toda su vida util desde el disefio, implementacion, instalacion y operacion
(Huber, 2007).

En el ambito de la investigacion muchas veces no se es tan riguroso en seguir
guias para validacion y registro de resultados en forma estricta, sin embargo
tratdndose de una tesis de a la Quimica Analitica, estos aspectos no pueden

ser dejados de lado.

La validacion de un método solo puede ocurrir después que éste ha sido
creado y optimizado, la etapa previa de optimizacion requiere muchas veces el
mayor esfuerzo y tiempo, sin embargo no es un proceso aislado de la
validacion ya que muchas veces la optimizacion y validacién se superponen en
algun momento.

Ademas, la validacion no es solamente evaluar que se cumplan determinados
requisitos (cifras de mérito) sino también la adecuacion del nuevo método
propuesto a la aplicacion buscada, saber cuales son las limitaciones que tiene
e identificar las variables de influencia que rigen en proceso.

Todos los trabajos desarrollados en el marco de esta tesis, fueron validados de
forma rigurosa, los experimentos de optimizacién armados segun criterios del
disefio experimental y en todos los casos se obtuvo un reporte impreso de los

resultados primarios.
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Es importante destacar que la validacién debe ser un equilibrio entre los costos,
los riesgos, las posibilidades técnicas y la obtencion de la informacién relevante
para que el ensayo pueda resolver un problema analitico y ser adecuado al

uso, obteniendo en definitiva la satisfaccion del cliente.

Los instrumentos utilizados pasaron las pruebas de calificacidon necesarias para
considerarlos aptos para su uso en las condiciones que fueron utilizados en los
diferentes trabajos desarrollados.

En el presente trabajo se presentan métodos alternativos a los actualmente
usados como métodos oficiales o de referencia, para la determinacion de
cobre, zinc, selenio, nitrato y nitrito por tanto éstos nuevos métodos deben ser
validados en forma completa.

Cuando se habla de método de referencia debe indicarse que segun IUPAC se
define como: aquel método que tiene poca inexactitud estimada relativa al uso
para el que es propuesto. La exactitud de un método de referencia debe ser
demostrada a través de comparacién directa con un método definitivo o con un
material de referencia primario. (Inczédy et al., 1998)

Otro concepto importante involucrado en el aseguramiento de la calidad de un
proceso analitico es el concepto de trazabilidad. La trazabilidad se define
segun IUPAC como la propiedad de un resultado o medida tal que ésta puede
ser relacionada a patrones apropiados, generalmente internacionales o
nacionales a través de una cadena continua de comparaciones (Inczédy et al.,

1998).
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Para comenzar a desarrollar el tema validacién consideremos que se deben
tener en cuenta al menos tres grandes aspectos:

e Establecimiento de las condiciones por cumplir (por ejemplo si el limite
de deteccién debe estar por debajo de cierto valor)

e Determinacion de los parametros estadisticos del procedimiento (por
ejemplo, cdmo evaluar precision).

o Evaluacién de los resultados de la validacion por comparacién de los
parametros estadisticos obtenidos con las condiciones de trabajo y
decision sobre la validez del procedimiento para el propoésito establecido.

En el caso de validacién completa se considera como cifras de mérito a evaluar
las siguientes: (Holcombe, 1998)

e Intervalo lineal y de trabajo

e Sensibilidad

e Limite de deteccion y limite de cuantificacion

e Veracidad (sesgo)

e Repetibilidad

¢ Reproductibilidad

e Exactitud (veracidad y precision)

e Selectividad/Especificidad

e Robustez

e Incertidumbre

En algun caso particular fue necesario realizar validacién parcial, esos casos

seran explicados en los items correspondientes del desarrollo experimental.
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Antes de comenzar una validacion es fundamental una correcta planificacion
del trabajo para poder evaluar cuestiones como:
¢, Como evaluar el desempefio del método?
¢ Cuantos experimentos realizar?
¢,Qué numero de pruebas realizar para poder realizar estimaciones
estadisticas?
¢, Cuales son los parametros de desempefio criticos?
¢, Coémo definir criterios de desempeno?

¢ |Intervalo lineal y de trabajo
La linealidad define la capacidad del método para obtener respuestas analiticas
directamente proporcionales a la concentracion del analito, en un rango de
concentraciones definido. El intervalo de concentraciones del analito de interés
dentro del cual los valores de la magnitud medida son proporcionales a la
concentracién del analito, se define como el intervalo lineal (Inczédy et al.,
1998).
El intervalo de las concentraciones analiticas sobre las cuales el método va a
ser aplicado es el intervalo de trabajo. Se refiere al intervalo de
concentraciones en las disoluciones medidas realmente, no a las muestras
originales.
La funcion matematica de calibracion y=f(x) se obtiene mediante el ajuste de

los datos experimentales a un modelo matematico adecuado.
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La funcién de calibracion mas conveniente es la lineal:

Y=aX+b

. N %y _ZIsZJ'J b=Y -aX
Ny % (3

Y = sefial medida o respuesta
X = variable independiente

a = pendiente

b = ordenada
La calibracion analitica es muy importante en el analisis quimico. Los métodos
instrumentales no son absolutos, generalmente dependen de la comparacién
de la sefal de una muestra de concentracion desconocida contra la de otra de
concentracion conocida (material de referencia o patrones).
El modelo lineal sin ordenada en el origen es el modelo que explica el
comportamiento analitico, sin embargo utilizar modelos linealas con ordenada
en el origen tienen mejor ajuste matematico. Debe verificarse la significancia de
la ordena mediante algun test de hipéteis para evaluar si es diferente de cero.
La funcion de evaluacion es la inversa de la funcion de calibracion, y a partir de

la misma es que se calculan las concentraciones en las muestras que

contienen un determinado analito que se esta estudiando (Inczédy et al., 1998).

Funcién de evaluacion X=(Y-b)/a
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El proceso analitico debe realizarse sobre el blanco y patrones o muestras

fortificadas a diferentes niveles de concentracion. Es conveniente realizar la

determinacién por lo menos a 6 niveles de concentracidon mas el blanco para

construir una curva de calibracién, dicha curva se construye graficando la

respuesta de la medicioén (eje y) en funcion de la concentracion (eje x).

Posteriormente se debe realizar una inspeccién visual para identificar el

intervalo lineal aproximado y los limites inferiores y superiores del intervalo de

trabajo, o rango de trabajo.

-60 4 electrode A
potential
a0 (mv)
=20 1
U -
10-fold change
20 =
|
40 4 ~ 56 mV [
60 - |
80 -
Rango de
100 4 .
trabajo
120
<
140 A 74
160 4/
/
180 A
ppm fluoride as F
0.1 1 10 100 1000
10° 10 107 102 10"
molarity

Figura 62 — Ejemplo de seleccion del rango de trabajo.

Para validar el modelo lineal se pueden aplicar

y/visuales.

métodos matematicos
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El método mas frecuentemente utilizado para estimar los coeficientes de un
modelo de regresion es el de minimos cuadrados (Ramis, 2001). Un ensayo
estadistico que suele usarse es el test de lack-of-fit (LOF) este test permite

detectar la falta de ajuste y si las suposiciones del modelo son correctas.
e Sensibilidad

Primero debe quedar claro que sensibilidad y limite de deteccién son cosas
diferentes. Segun IUPAC, sensibilidad instrumental es el cambio en la
respuesta de un instrumento de medicion dividido por el correspondiente
cambio en el estimulo, analogamente se denomina sensibilidad de calibracién

de un método a la pendiente de la curva de calibracion (Inczédy et al., 1998).

e Limite de deteccion y limite de cuantificacion
Segun IUPAC el limite de deteccion es el minimo valor de la variable
independiente que puede ser detectado con un nivel de incertidumbre, o0 sea la
minima concentracién de un analito o sustancia en una muestra, la cual puede

ser detectada pero no necesariamente cuantificada bajo las condiciones en que

se lleva a cabo el método (Inczédy et al., 1998).

Y, = YBL +hsg,
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YBL "= Media de las mediciones del blanco Las medidas del blanco, que

presentan dispersién, las podemos considerar pertenecientes a una poblacion
normal.
k= Factor numérico de acuerdo al nivel de confianza deseado
SgL= estimador de desviacion estandar de las mediciones del blanco
‘YL “se refiere a la sefal mas pequefia de una magnitud medida que puede
distinguirse de la sefial de fondo a un nivel de confianza especifico. El valor de
concentraciéon que deriva de Y| para un método analitico definido es el limite de
deteccion (surge de la funcion de evaluacion).
El analista entonces debe enfrentar dos situaciones:

1. Falsos positivos: declarar la presencia de un analito, cuando en realidad

esta ausente. Error tipo | o tipo a.
2. Falsos negativos: declarar ausencia de un analito, cuando en realidad

esta presente. Error tipo Il o tipo B.

f (]

Errortipe p [
Errortipo «

-0 0 002 004 006 X

Figura 63- Errores tipo o y tipo B
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Para calcular el limite de deteccidén se sugiere realizar la determinacion sobre
10 blancos de muestra independientes medidos una vez cada uno, esto solo es
util cuando la medida del blanco da una desviacion estandar diferente de cero
(Holcombe, 1998).

Cuando la desviacion estandar del blanco no puede determinarse, como
alternativa se sugiere medir 10 blancos de muestra independientes fortificados
con la menor cantidad de analito aceptable, medidos una vez cada uno
(Holcombe, 1998). Luego de obtener estas medidas se calcula la desviacion
estandar y se expresa el limite de deteccibn como la concentracion
correspondiente a 3s (3 veces la desviacion estandar) de la medida promedio
del blanco o de la medida de la disolucion de minima concentracion de analito
segun corresponda el caso.

La media y la desviacién estandar del blanco son dependientes de la matriz del
blanco, consecuentemente, el limite de deteccion, sera dependiente de la
matriz.

El limite de cuantificacion es la concentracion minima del analito en una
muestra que puede determinarse con un nivel de incertidumbre aceptable, bajo
las condiciones de operacién establecidas.

“Es una caracteristica de desempefio que sefala la habilidad de un proceso de

medicién quimica, para cuantificar adecuadamente” (Inczédy et al., 1998).

YQ =Y, +ksy

YBL '= Media de las mediciones del blanco

s L= desviacion estandar del blanco
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k= factor numérico de acuerdo a la desviacion estandar relativa (DER) (verificar
DER) permitida o admitida como especificacion en el ensayo.

Si k=10 la DER maxima permitida es 10%

Si k= 6 la DER maxima permitida es 16.7%

Si k=5 la DER maxima permitida es 20%

Como ocurre con el limite de deteccion en este caso también existen diferentes
alternativas para obtener este valor. Analogamente al calculo del limite de
deteccidn se sugiere realizar la determinacion sobre 10 blancos independientes
medidos una vez cada uno, calcular la desviacion estandar de estas medidas
multiplicarla por el valor de k asignado (habitualmente 10) y obtener el valor de
concentraciéon correspondiente (Holcombe, 1998). O también se puede fortificar
alicuotas del blanco de muestra a varios niveles de concentracion cercanos al
limite de deteccion, (esto implica preparar por ejemplo 10 disoluciones a cada
nivel de concentracion y medir una vez cada uno) y luego calcular la desviacién
estandar a cada nivel de concentracion. Graficar desviacion estandar (s) en
funcién de la concentracion y asignar el valor de limite de cuantificacion segun
inspeccion visual (Holcombe, 1998).

Cabe destacar que el limite de cuantificacion normalmente forma parte del
estudio para determinar el intervalo de trabajo. Este no debera determinarse
por extrapolacion por debajo de la concentracibn mas baja del blanco
fortificado. Estos calculos son utiles también para tener idea de la precision a

este nivel de concentracion.
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e Exactitud y veracidad

La exactitud se define como la proximidad de concordancia entre un valor
medido de la magnitud y un valor verdadero del mensurando (por ejemplo
concentraciéon de selenio medida en leche en polvo y valor verdadero de
concentracién de selenio en leche polvo).

El concepto exactitud no se refiere a un nimero sino que dice que una medida

es mas exacta cuando ofrece una incertidumbre de medida mas pequefia.

Existe la distincién entre exactitud y veracidad, siendo la veracidad definida por
IUPAC en 1998 como la proximidad de concordancia entre el promedio del
valor obtenido de una larga serie de pruebas y el valor verdadero (Inczédy et
al., 1998). Sin embargo en el reporte técnico de IUPAC del afo 2002
(Thompson et al., 2002), si bien se nombra a la exactitud como un parametro a
ser evaluado en la validacion, se refiere siempre a veracidad, y define el
término como la proximidad de concordancia entre el valor obtenido de la
determinacién analitica y el valor de referencia aceptado para lo que se esta
queriendo determinar.

La veracidad se evalua cuantitativamente con el sesgo (bias), el mismo se
obtiene de aplicar un método de referencia para determinar la concentracion de
un analito en un material de referencia y comparar ese valor obtenido con el
valor asignado de ese analito en ese material de referencia, ambos valores se

comparan estadisticamente (Thompson et al., 2002).
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Un material de referencia es definido por IUPAC como el material o sustancia
cuyas propiedades son lo suficientemente homogéneas y bien establecidas tal
que puede ser usado para calibracion de un aparato, para imponer un método
de medida, o para asignar valores a materiales (Inczédy et al., 1998). Cuando
el material cuenta con certificado que establece el valor de un analito con su
incertidumbre asociada, el cual fue determinado con un procedimiento que
establece la trazabilidad del valor a un valor exacto, se le llama material de
referencia certificado. Ademas un material de referencia certificado debe
cumplir ciertos requisitos como ser homogeneidad (en el certificado del material
se especifica cual es la minima toma en peso o volumen que se debe realizar
para garantizar homogeneidad) y estabilidad con el tiempo y en condiciones de
transporte.

Existen algunos organismos que fabrican material de referencia como NIST
(Nacional Institute of Standards and Technology), IRMM (Institute for Reference
Materials and Measurements, de la Union Europea), IAEA (Internacional Atomic
Energy Agency) que cuenta con prestigio reconocido.

El material de referencia certificado que se seleccione para una determinada
validacion, debe ser lo mas parecido posible a la matriz que se esta analizando,
en este trabajo se contd con material de referencia leche descremada en polvo
y férmula infantil (NIST 1549 Non-fat milk powder y NIST 1846 Infant Formula

respectivamente).

Para evaluar la veracidad y por lo tanto la exactitud, se puede medir el blanco y

el material de referencia usando un método candidato, la guia Eurachem
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sugiere hacerlo 10 veces (este numero puede variar dependera de cada caso
particular), se sustrae el valor promedio del blanco al valor promedio del analito
del material de referencia y se compara el valor verdadero aceptado para el
material de referencia y el valor obtenido (Holcombe 1998). Esta comparacion
como se indicé anteriormente da una idea del sesgo del método y se deben
aplicar pruebas de hipdtesis estadisticas como soporte para sacar
conclusiones.

Otra forma de evaluar la veracidad, es medir el blanco y el material de
referencia o el material de ensayo, usando el método candidato y un método
independiente (preferentemente primario, que pueda ser considerado método
de referencia) por ejemplo 5 o 10 veces. Al valor promedio del analito en el
material de referencia o prueba se le sustrae el promedio del valor del blanco y
se comparan los resultados obtenidos por ambos métodos. Esto da una idea
del sesgo del método candidato respecto al método independiente o primario.
Debido a que él método independiente o primario puede tener su propio sesgo
no se puede tener una medicion absoluta de la exactitud (si se trata de un
método primario idealmente no tiene sesgo) (Holcombe, 1998).

Es bastante comun cuando se propone un nuevo método analitico para alguna
determinacién que ya tiene un método considerado oficial o de referencia, que
éste método candidato se compare con aquel que viene siendo utilizado como
método de referencia.

A modo de ejemplo, existen publicaciones oficiales para determinacion de

cobre y zinc en leche en polvo (Bueno, 1996), en esta tesis para estos dos
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analitos se proponen nuevos métodos alternativos de determinacion y los
resultados se compararon con los obtenidos por los métodos oficiales.

No hay que olvidar que todo método oficial cuando se ejecuta en un
determinado laboratorio por primera vez, debe al menos pasar por una
instancia de validacion parcial. Por eso algunas veces cuando no se cuenta con
material de referencia adecuado y es necesario validar un método analitico
aunque sea un método oficial, se recurre a las recuperaciones por adicion del
analito en estudio.

El uso de la recuperacién (spiking/recovery) también es una alternativa posible
para evaluar veracidad y sesgo cuando no se cuenta con materiales de
referencia y no es posible realizar un método de referencia (por ejemplo por no
contar con el instrumental requerido). En este contexto, recuperaciéon se define
como la cantidad de analito presente en la porcién de la muestra o adicionado
a ésta, que es cuantificada por un método de ensayo. Se realiza la
determinacidon sobre el material o matriz sin el agregado de analito y con el
agregado de una cantidad exactamente conocida del mismo (spiked), la
diferencia entre ambos resultados es llamada recuperacion sustituta (“surrogate
recovery”) o marginal (“marginal recovery”) (Thompson et al., 2002).

Realizar adiciones de analito y evaluar asi recuperacion es una practica que
puede ser cuestionada debido a que la adicion del analito a una determinada
matriz no garantiza que el mismo interactue con matriz de la misma forma que
cuando el analito es “nativo” en dicha matriz. El agregado del analito deberia

agregarse en la misma forma quimica que se encuentra en la matriz, esto no
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siempre es posible y en el caso de matrices biolégicas complejas casi
imposible.

La fraccion del analito adicionada a una muestra de prueba (fortificada o
adicionada) antes del analisis que es determinada efectivamente por el método
se calcula como (Holcombe, 1998):

% R=C;-Cs x 100
Ca
C: = concentracion del analito medida en la muestra fortificada

Csi= concentracion del analito medida en la muestra sin fortificar

C.= concentracion del analito adicionada (no medida por el método) en la
muestra fortificada.

Si el porcentaje de recuperacién no arroja un valor satisfactorio (se deberan
realizar pruebas estadisticas para evaluar si el porcentaje de recuperacion se
aparta significativamente del 100% y evaluar la incertidumbre del método),
indica que existe un sesgo afectando el método, o que la matriz tiene una
influencia tal que existe algun efecto de ésta sobre el resultado final.

El efecto matriz consiste en una disminucion o aumento de la respuesta
instrumental del analito debido a la presencia de otras sustancias que forman
parte de la matriz, 0 sea que para una misma concentracién de analito, la
determinacién en una muestra real y la de una disolucion de patron de analito
puro no proporcionan igual respuesta. Si existe efecto matriz, otras estrategias
como las adiciones estandar se deben utilizar, este tipo de estrategias se
explicaran mas adelante cuando se hable de selectividad e interferencias en
particular del tipo multiplicativas (afectan la pendiente de la curva de

calibracion).
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Cabe precisar que cuando la recuperacion se realiza utilizando como valor
conocido, el valor de referencia que aparece en el certificado de un material de
referencia certificado, IUPAC recomienda llamarle “recuperacion aparente”.

(Burns et al., 2002).

e Precision

Precision se define segun IUPAC como la proximidad de concordancia entre
valores medidos obtenidos por mediciones repetidas de un mismo objeto, o de
objetos similares, bajo condiciones especificadas. (Inczédy et al., 1998)

La precision se ve afectada por una serie de factores de influencia como ser el
tiempo de analisis, las calibraciones, el operador, factores instrumentales,
factores ambientales, entre otros.

Cuando se evalua la precision se puede discriminar entre: precision en
condiciones de repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad.

En el caso de precision en condiciones de repetibilidad se refiere a una medida
realizada con el mismo operador, equipo, calibracién de equipo y en un corto
periodo de tiempo (una medida a continuacién de otra). En el caso de la
precision intermedia al menos uno de los anteriores es diferente, en general se
evalia realizando las mismas medidas en varios dias consecutivos
manteniendo el equipo y el operador y las condiciones ambientales
controladas. Cuando se determina al reproducibilidad todo es diferente

(operador, equipo, laboratorio), o0 sea en un mismo laboratorio nunca se podra
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evaluar la reproducibilidad de un método. El ejemplo tipico para esta situacion
son los ensayos interlaboratorio (Holcombe 1998).
La precisidon se estima en términos de desviacion estandar (s). También resulta

util calcular la desviacién estandar relativa porcentual (s, %).

>
£

s¢ (%) = 1oox(§}

Tanto la repetibilidad como la reproducibilidad son dependientes de la
concentracion del analito, por tanto si es relevante debe establecerse la
relacion entre la precisidn y la concentracion de analito

Para calcular la precision entonces se deben realizar medidas repetidas de
material de referencia, blanco, patrones a diferentes niveles de concentracién

(las guias tipicamente recomiendan 10 medidas segun la guia Eurachem) y

207



Aplicacion de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del analisis quimico de la leche
y sus derivados.

calcular la desviacién estandar en las condiciones especificadas. (Holcombe,
1998)

e Selectividad/Especificidad

En las recomendaciones de IUPAC del afio 2001 el término se ha definido
como “la extension en la que un método puede utilizarse para determinar
analitos particulares en mezclas o matrices sin interferencias de otros
componentes con un comportamiento similar” (Vessman et al., 2001).

Es comun que en publicaciones cientificas se confunda el término selectividad
y especificidad, pero son cosas distintas.

“Una reaccion o prueba especifica es aquella que ocurre solo son la sustancia
o0 analito de interés, mientras que selectivo en cuando ocurre con varias
sustancias o analitos pero éste exhibe un grado de preferencia por la sustancia
o analito de interés, muy pocas reacciones son especificas, pero muchas
muestran selectividad” (Vessman et al., 2001).

Especifico es considerado como 100% selectivo, lo cual significa que no habra
interferencias. IUPAC en sus recomendaciones del afio 2001 indica que el
término especificidad ni siquiera deberia utilizarse (Vessman, 2001).

Segun la guia Eurachem (Holcombe, 1998), la selectividad es la capacidad de
un método para determinar exacta y especificamente el analito de interés en
presencia de otros componentes de la matriz de la muestra bajo condiciones de
prueba establecidas. La guia también se refiere al concepto de confirmacion de

identidad o el establecimiento de que la sefial producida en la etapa de
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medicion, la cual se atribuye al analito, se debe uUnicamente a él y no a la
presencia de algo quimica o fisicamente similar.

Pero mas alla de todas estas definiciones la cuestion es qué hacer para evaluar
selectividad y especificidad. Primero evaluar el tipo de técnica instrumental a
utilizar para la determinacion del analito en cuestion y estudiar cuales son las
posibles interferencias inherentes al uso de esa técnica (absorcion atémica,
cromatografia) en funcion de los fendmenos fisicos o quimicos en los que se
basa, de la misma manera evaluar luego los métodos a utilizar (desarrollos de
color por ejemplo).

En lo posible es deseable poder comparar el método candidato con un método
independiente y evaluar si producen resultados equivalentes. Para ello se
grafica el valor obtenido por el método propuesto en funcién del valor obtenido
por el método de referencia y si son equivalentes la pendiente debe ser 1y la
ordena en el origen debe ser 0. Para este tipo de estudios se necesita un
nuamero de muestras considerable (minimo 15, con pocas muestras no es
adecuado hacer este tipo de estudios) con valores de concentracién del analito
variados (en toda la zona del rango de trabajo) (Holcombe, 1998).

Otra estrategia puede ser analizar muestras conteniendo posibles
interferencias en presencia del analito de interés, evaluar si se inhibe o realza
la cuantificacion o deteccion del analito, esto seria fabricar muestras artificiales.
Una interferencia es aquella sustancia que causa error sistematico en la
determinacién, la interferencia puede distorsionar la sefial del analito de interés.
Un ejemplo de esta situacion se muestra en la figura 64, el error sistematico se

traduce en una prediccidn erronea de la concentracién de un analito.
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Figura 64 - Efecto de una interferencia en la sefal instrumental medida (r) y en
la posterior cuantificacion del analito de interés. La diferencia (ca, - ca) es el

error sistematico (sesgo) en el resultado.

Otro tipo de interferencia son las provocadas por la matriz, llamadas efecto
matriz. El efecto matriz provoca un error sistematico proporcional, es decir,
dependiente de la concentracion de analito en la muestra (interferencias
multiplicativas), como se muestra en la figura 65, existe un cambio en la
pendiente de la recta de calibracion si se hace con patrones puros o con matriz

adicionada de diferentes cantidades exactamente conocidas de analito.
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Figura 65- A modo de ejemplo comparacion de pendientes que pone en

evidencia un efecto matriz.

En el caso de verificar que existe este tipo de interferencia se debe buscar una
estrategia para superar esta dificultad. Una posibilidad es construir siempre la
recta de calibracién tomando una muestra parecida a la muestra a analizar
pero libre del analito de interés (blanco de muestra), y agregarle cantidades
conocidas de analito para obtener disoluciones patron. (Ramis, 2001).

Otra alternativa muy usada y que fue utilizada en este trabajo en el caso de la
determinacion de nitrato y nitrito en leche, es utilizar la técnica de adiciones
estandar (Miller y Miller, 2002). Consiste en la adicién de cantidades conocidas
y crecientes de analito a la propia muestra a analizar, la lectura de las
correspondientes lecturas instrumentales y posterior construccion de la recta de
adiciones estandar. Luego se realiza la cuantificaciéon del analito por
extrapolacion de la recta de calibracion al punto del eje de abscisas donde la

respuesta es cero, como se muestra en la figura 66.
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Figura 66 — Grafico de calibracién de adiciones estandar.

Esto tiene ciertas limitaciones, obviamente la curva de calibraciéon deber ser

lineal y el analito agregado debe ser la misma especie que contiene la matriz.

El gran inconveniente esta en que para cada muestra debe construirse la curva

de adiciones estandar lo que aumenta mucho el tiempo de analisis, el consumo

de reactivos y muestras.

El quimico analitico debe explorar las opciones de que dispone para conseguir

la mejor selectividad, ya sea mediante la optimizacion de las condiciones

experimentales, mediante la remocion directa de las interferencias o mediante

analisis multivariante.
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¢ Robustez

La robustez segun IUPAC es una medida de la capacidad de un método
analitico, de permanecer inalterado por pequenas, pero deliberadas,
variaciones en los parametros del método y proporciona una indicacion de su
confiabilidad durante su uso de rutina. (Thompson et al., 2002).

Para evaluar la robustez primero en necesario identificar las variables de
influencia y luego establecer experimentos para observar el efecto sobre la
exactitud y la precision ocasionado por el cambio introducido.

Este estudio llevara a establecer condiciones definitivas de medicion y
establecera evidencia de cuales seran las variables criticas a controlar.

Parte de los experimentos pueden considerarse dentro de la etapa de

optimizacién del método candidato.

e |ncertidumbre

La incertidumbre segun IUPAC es el parametro asociado al resultado de una
medicion, que caracteriza la dispersiéon de los valores que podrian ser
razonablemente atribuidos la mensurando (Inczédy et al., 1998).

La evaluacion y estimacion de la incertidumbre de las medidas analiticas es un
gran tema, la estimacién exhaustiva utilizando los modelos matematicos
adecuados es sin duda engorrosa. En el caso de la acreditacién de ensayos de

laboratorio es un requisito la estimacién de la incertidumbre.
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Esta claro que un resultado sin una incertidumbre asociada no significa nada,
solo es un numero que da poca informaciéon si al menos no se hace una
estimacion de la precision del método Sin embargo existen formas

simplificadas de expresar resultados evaluando aquella o aquellas fuentes de

incertidumbre de mayor peso en el resultado final.

% X,

2 2
U=k x./uz +Uz,

Intervalo en el que puede esperarse
obtener la medida

El promedio es comparable [z _ x est4 en el ratigp 0 £
L:ai valor verdadero si: =

Figura 67 — Incertidumbre (U). (Modificado de Eglea, 2007)

Las etapas que llevan a la estimacion de la incertidumbre son en términos
generales:

—  Mensurando: definir los modelos fisicos y matematicos que se usan para
calcular la magnitud de mensurando (por ejemplo concentracién de cobre en
leche fluida, el analito es cobre, el mensurando es la concentracion de cobre en
leche fluida).

—  Magnitudes de influencia: definir y organizar las magnitudes de
influencia.

—  Cuantificacién: cuantificar magnitudes de influencia y su dispersion

—  Valor de mensurando: obtener la mejor estimacion del mensurando
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—  Incertidumbre estandar combinada: combinar las contribuciones a la
incertidumbre del mensurando

— Incertidumbre expandida: determinar el intervalo que abarca el valor del
mensurando con un cierto nivel de confianza.

— Informe: expresar el resultado de la medicién incluyendo su
incertidumbre.

Una de las etapas criticas es identificar las variables de influencia, una vez
identificadas es ilustrativo construir con esa informaciéon los Ilamados

diagramas “causa-efecto” (Holcombe, 1998).

En esta tesis para todos los trabajos desarrollados se han identificado las
variables de influencia de forma tal de expresar los resultados con una
incertidumbre simplificada, en cada caso en particular se explicara como fue

estimada.

Herramientas para la validacion de métodos analiticos

—  Blancos: permiten evaluar que tanto de la sefal medida puede ser

atribuida al analito o a otras causas.
o Blancos de reactivos: disolucion que contiene todos los reactivos
involucrados en el proceso analitico. La sefial analitica del analito

puede ser corregida por el contenido del analito en los reactivos.
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o Blancos de muestra: esencialmente son matrices sin el analito de
interés. Son muy dificiles de obtener, pero son los que realmente
darian una estimacion de las interferencias que pueden existir.

—  Muestras artificiales: muestras reales que sirven para evaluar el efecto

de interferencias.

—  Materiales _fortificados: materiales o disoluciones que han sido

fortificadas con el analito de interés. Hay que tener en cuenta el contenido
natural del analito en el material y como esta ligado en la matriz.

- Materiales de referencia: Material o sustancia en la cual uno o mas

valores de sus propiedades son suficientemente homogéneas y bien definidas
como para ser utilizados en la calibracion de aparatos, en la evaluacién de un
método de medicion o para asignar valores a otros materiales (no es posible
establecer su trazabilidad) (ISO Guide 30, 1992).

—  Material de referencia certificado: va acompanado de un certificado, en

el cual uno o mas valores de sus propiedades estan certificados por un
procedimiento que establece trazabilidad a una realizacién exacta de la unidad
en la cual se expresan los valores de la propiedad y en el que cada valor
certificado se acompafa de una incertidumbre con un nivel declarado de
confianza. (ISO Guide 30, 1992).

—  Estadistica: es muy importante manejar al menos las herramientas
basicas estadisticas como ser: medidas de tendencia central, medidas de
dispersién, pruebas de hipdtesis, graficos, método de minimos cuadrados,

analisis de residuales y disefio experimental.
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Pruebas de significancion

Para decidir si la diferencia entre una cantidad medida y una cantidad conocida
se puede justificar por errores aleatorios, puede aplicarse una prueba
estadistica denominada prueba de significacién (Miller y Miller, 1993). En estas
pruebas se comprueba la veracidad de una hipétesis nula. El término nulo se
utiliza para indicar que no hay mas diferencia, entre el valor observado y el
valor conocido, que la que puede atribuirse a la variacion aleatoria.

En esta tesis se utililizaron varias pruebas de significacion en la evaluacién de
la veracidad segun se detalla a continuacion:

e Comparacion de una media experimental con un valor conocido

En esta prueba suponiendo que la hipétesis nula es verdadera, se puede
calcular la probabilidad de que la diferencia observada entre la media muestral
x y el valor verdadero p se deba solamente a un error aleatorio.

Por lo general, la hipétesis nula se rechaza cuando la probabilidad de que la
diferencia observada ocurra por azar es menor que 1 de cada 20 veces (es
decir, 0.05 0 5%). En este caso se dice que la diferencia es significativa al nivel
de 0.05.

Para decidir si la diferencia entre y y x es significativa se calcula un valor de t
tal que: t= (x - p).Vn/s, n = tamafio de la muestra, s= desviacion estandar, con
los datos experimentales y se compara el valor absoluto del t calculado con un
valor de t critico (Miller y Miller 1993, pp. 40). El valor critico surge de la tabla
de distribucion t, para dos colas. Esta prueba se utilizd para evaluar los

resultados experimentales cuando se comparé la media de resultados
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obtenidos con un valor teérico informado en un certificado de un material de
referencia.

Otra forma de utilizar esta prueba fue realizar el cociente de un resultado
obtendo mediante un método propuesto y uno considerado de referencia u
oficial y comparar ese valor con el valor teérico 1. En este caso se verifico si
dos métodos arrojaron resultados equivalentes.

En el caso de evaluar si la media de una serie de porcentajes de recuperacion

viarié con respecto al valor ideal 100% también se utilizé esta prueba.

Analisis de trazas

El evitar la contaminacion en el andlisis de trazas es una tarea critica. Dado el
bajo nivel de las trazas inorganicas en los alimentos (niveles del orden de
microgramos o nanogramos) y la ubicua presencia de niveles significantes de
estos elementos en envases, aire, reactivos, etc., el investigador debe
mantener una actitud de “paranoia util” al evaluar y eliminar fuentes potenciales
de contaminacion en cada paso del procedimiento (Wolf y Harnly, 1984).

Como regla general, las impurezas introducidas por los reactivos, los
instrumentos y el aire del laboratorio tienen como resultado valores de blanco
altos y altas variaciones para los mismos, y por lo tanto, primariamente afectan
la repetibilidad y el limite de deteccion del analisis, mientras que la adsorcion y
la volatilizacion afectan la exactitud (Korenman, 1968). Deben adoptarse
medidas especiales de limpieza en laboratorios donde se llevan a cabo analisis
de trazas. El polvo en el aire del laboratorio contiene elementos tales como Si,

Al, Fe, Ca, K, P, S y metales pesados como Pb, Cu y Ni, asi como C organico.
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Si no puede establecerse filtracion de aire, es una buena practica utilizar
material contenedor debidamente tapado. Para reducir la presencia de metales
como Fe, Cr, Ni y Mo, debera evitarse el uso de materiales de construccién
atacables por corrosion. Los mecheros a gas pueden también contaminar la

atmosfera del laboratorio, especialmente introduciendo Cu y Zn.

Cubrir las mesas del laboratorio con polipropileno es beneficioso; es facil de
limpiar y contiene un bajo nivel de elementos contaminantes. Es altamente
recomendable, y en algunos casos es requisito minimo, el uso de una cabina
de flujo laminar con filtros de aire HEPA, los cuales remueven el 99.97 % del
material particulado de menos de 0.3 uym de didmetro. Sin embargo no todos
los laboratorios estan equipados con cabinas de flujo laminar por lo que hay
que extremar las precauciones en la limpieza de la sala de trabajo (Kratochvil,
2003, Knapp y Shramel, 2003).

Para la limpieza del material de vidrio, es efectivo para remover contaminantes,
el guardar el material de vidrio en un contenedor grande conteniendo acido
fuerte (HCI o HNO;3; al 10% (v/v)) mientras no sean usados en el trabajo
analitico. Para enjuagar, deberia usarse agua bidestilada de alta calidad o
deionizada.

En el anadlisis de trazas, debe prestarse el mayor cuidado y atencién en los
reactivos usados, dado que el grado de pureza en la obtencién varia mucho de
un reactivo a otro, y de un elemento a otro. Los niveles de los contaminantes
mas comunmente encontrados Si, Mg, Al, Ca, Mn, Fe, Ni, Cu y Pb pueden,

mediante procedimientos adecuados, reducirse a alrededor de 1 pg.kg'1 y para
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otros elementos menos comunes pueden alcanzarse niveles aun menores. Los
reactivos de alta pureza disponibles comercialmente (por ejemplo, suprapur),
aun cuando estan altamente purificados, no son necesariamente puros en lo
que respecta a todos los elementos, dado que el control de impurezas esta
usualmente restringido sélo a unos pocos elementos y también porque la
introduccién de impurezas a partir de los recipientes que los contienen procede
incontroladamente. La unica manera de asegurar la pureza de un reactivo es
por analisis regular y evaluacién de las sefales de los blancos. Para la
purificacion de reactivos se utilizan procedimientos tales como destilacién por
debajo del punto de ebullicion (sub-boiling), coprecipitacion, extraccion liquido-

liquido, y adsorcion.

El almacenamiento y la estabilidad de disoluciones patron muy diluidas es un
gran problema. Los fendmenos de adsorcion y absorcion pueden influir sobre
los patrones, los cuales dependen en gran medida del valor de pH de la
disolucién. Es por tanto recomendable (en la mayoria de los casos) acidificar
las disoluciones patrén por ejemplo utilizando HNO3; 0.5 M) (Zief and Mitchell,

1976, FAO, 2009).

Es aconsejable mantener las disoluciones patron como disoluciones stock
relativamente concentradas y diluirlas usando pipetas calibradas y matraces
calibrados o al menos verificados, inmediatamente antes de su uso, las
diluciones se pueden hacer también por peso, siempre y cuando se cuente en

el laboratorio con una balanza que cuente con certificado de calibracion que
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avale un correcto funcionamiento y que cumple con las especificaciones
correspondientes.

Las superficies de todo el matraz o elemento contenedor deberian enjuagarse
con la solucién mediante agitacion por algunas horas con una porcion de la
solucion, descartando luego dicha porcidn y llenandolo con una segunda
porcion para almacenamiento y uso. Es una buena practica mantener siempre
el mismo recipiente para la misma concentracién de la misma disolucién, dado
que éstos estan asi permanentemente equilibrados.

Deberia hacerse especial hincapié en las técnicas de dilucion para trabajar en
lo posible libre de contaminacién, todas las operaciones deben ser bien
ejecutadas y bien controladas para la correcta preparacion de las disoluciones

estandar diluidas.
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4. Objetivos

— Investigar la aplicacién de diversas técnicas de analisis en flujo al
analisis de la leche y sus derivados con el objetivo de automatizar total o

parcialmente dichas determinaciones.

- Disefar y optimizar sistemas en flujo abarcando diversas técnicas, FIA,
SIA y MCFA y evaluar cual tiene mejor rendimiento segun la aplicacién

buscada y el concepto de adecuacion al uso.

—  Obtener nuevos datos sobre la composicion de leche uruguaya.
—  Desarrollar y controlar mediante computador y software la adquisicion de
los datos y generar programas sencillos que permitan automatizacién del

analisis.

—  Desarrollar y optimizar métodos rapidos y simples de preparacién de

muestra para leche y sus derivados (en particular leche en polvo y leche fluida).
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5. Desarrollo

5.1. Determinacion simultanea de cobre y zinc en leche
en polvo y férmulas infantiles utilizando diferentes

técnicas de analisis en flujo

5.1.1. Antecedentes y consideraciones preliminares

La importancia de los elementos cobre y zinc para el ser humano asi como la
relevancia de la determinacién de los niveles de los mismos en la leche ya fue

discutido en las secciones 3.1.3y 3.1.4.

Estos analitos han sido determinados utilizando diferentes técnicas analiticas
en diversas matrices. En particular en leche las determinaciones se han
realizado mediante Espectrometria de Absorcion Atdmica con llama segun lo
indican los métodos de referencia. Los organismos reconocidos
internacionalmente que publicaron estos métodos son la Federacion
Internacional Lactea (IDF) y la Association of Official Analytical Chemists,
(AOAC) (Bueno, 1996). Estos métodos también se han aplicado en trabajos
publicados de investigacion (Ferrer et al., 2001).

La AOAC recomienda también realizar las determinaciones de cobre y zinc
mediante Espectrometria de Emision Atdmica con plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES) (Bueno, 1996). Las determinaciones mediante esta
técnica también se reportan en publicaciones cientificas utilizando tanto ICP-

OES como ICP-MS (Chiao-Yu y Shiuh-Jen, 2002, Nobrega et al., 1997).
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Las técnicas de Absorcion y Emisién Atomica si bien son rapidas implican

disponer en el laboratorio de equipamiento costoso.

Existen alternativas que realizan estas determinaciones mediante
espectrometria molecular visible, donde solo se requiere un espectrémetro UV-
visible. Este es un instrumento mucho mas econémico y que en general es muy

comun encontrarlo en los laboratorios de analisis.

Numerosas reacciones que involucran la formacion de compuestos coloreados
han sido estudiadas para la determinacién de cobre en diversas matrices. En
general todos ellos son poco selectivos (Marczenko y Balcerzak, 2000, pp 177).
En el caso del zinc no son tantas las alternativas, es dificil encontrar un reactivo
selectivo para su determinacion y mucho menos especifico (Marczenko y
Balcerzak, 2000, pp 466).

Debido a la gran cantidad de interferencias que presentan estos métodos es
necesario la separacién previa de cobre y zinc de la matriz para su
determinacién o utilizar agentes enmascarantes. Otro inconveniente es que
cobre y zinc se encuentran juntos en la naturaleza y los reactivos de desarrollo
de color no son selectivos. Esto lleva a que para la determinacién simultanea
se hayan buscado diferentes estrategias para poder determinar cobre en
presencia de zinc sin que se interfieran mutuamente (Cadore, 1986, Ruedas-

Rama, et al., 2006).
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El Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA) y por Inyeccion Secuencial (SIA) han
sido utilizados ampliamente para la determinacién de metales en diversas
matrices. Estas técnicas permiten ademas acoplar reacciones en fase soélida ya
sea para la separacién de los metales o para la preconcentracion de los
mismos (ver seccion 3.2.2).

La determinacion simultanea de cobre y zinc mediante técnicas de Andlisis en
Flujo ha sido reportada utilizando un reactivo organico conocido como zincon
(2-carboxi-2 hidroxi-5"sulfoformacilbenceno). Los fundamentos de |las
reacciones entre cobre - zincdn y zinc —zincon han sido desarrollados en
detalle en la seccién 3.3.3.1.

Esta es una reaccion muy estudiada y aplicada. La determinacion esta basada
en la variacién de la estabilidad de los complejos formados por el zincén y los
metales a diferentes pH y posterior deteccién espectrofotométrica del producto

de reaccion (Richter et al., 1997, Shpigun et al., 2006).

Recientemente se han incorporado al Analisis en Flujo nuevas estrategias que
involucran la formacién de los complejos metal-zincon en fase sdlida
(inmovilizacion en fase sodlida). La deteccion del complejo se realiza en la fase

soélida (Bead Injection, Bis Fia) (Richter et al., 2002, Ruedas-Rama et al., 2005).

En esta tesis se realizé la determinacion simultanea de cobre y zinc utilizando
un sistema FIA con y sin preconcentracién en linea utilizando el reactivo
zincén. El antecedente mas similar es el trabajo de Richter et al. del afio 1997,

este grupo realiz6 la determinacion simultanea de cobre y zinc en aleaciones y
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aguas. No se han encontrado antecedentes de la aplicacion a la determinacion
simultéanea de estos analitos en leche.

En esta tesis también se desarrollé6 un sistema SIA para la determinacion de
zinc en leche. Los antecedentes mas similares que utilizan SIA para la
determinacion de zinc encontrados son los trabajos de van Staden y Tlowana y
Leelasattarathkul et al. (van Staden y Tlowara, 2002, Leelasattarathkul et al.,
2006). Van Staden y Tlowara no utilizan el reactivo zincon como agente
complejante y su trabajo se refiere a la determinacién de zinc en fertilizantes
utilizando un sistema SIA. Leelasattarathkul et al. utilizan un sistema SIA
modificado y realizan la determinacién de cobre en aguas naturales y efluentes
industriales.

No se han encontrado antecedentes de la aplicacion de SIA a la determinacién

de zinc en leche de la forma que se propone en este trabajo.
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5.1.2. Desarrollo de un sistema de analisis por inyeccion en
flujo (FIA)

5.1.2.1. Materiales, métodos e instrumentacion

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica. Para la formacion de
complejos se utilizd sal disdédica de zincon p.a para determinacion
espectrofotométrica de Cu y Zn. Se prepararon disoluciones patron stock de
1000 mg.L™ a partir de zinc y cobre metalicos.

Se utilizé agua purificada (ASTM Tipo 1), obtenida de un purificador Millipore
(Sao Paulo, Brasil) Simplicity 185 alimentado con agua destilada en destilador

de vidrio.

Las disoluciones de calibracion se prepararon diariamente realizando las
diluciones correspondientes a partir de la disolucion stock de 1000 mg.L'1.

El reactivo cromogénico zincon se prepard pesando 0.050 g del solido que se
disolvieron en 100 mL de NaOH 0.1 % (m/v) y posteriormente se completd a
200 mL con agua purificada (0.025 % (m/v)). La concentracion de zincén fue
0.025% (m/v) para las determinaciones de zinc y 0.006 % (m/v) para las
determinaciones de cobre. Este ultimo se preparé por dilucién del anterior con
agua purificada (1/4).

Este reactivo se preparé diariamente y se mantuvo en recipiente de vidrio color

ambar durante la jornada de trabajo.
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Se prepard una disolucién buffer pH 9 (Clark y Lubs) con agregado de citrato
que actué como agente enmascarante. Para su preparacién se agregé en un
recipiente con agitacion continua 21.3 mL de NaOH 0.5 mol.L a2 50 mL de
acido borico 0.2 mol.L™ en cloruro de potasio 0.2 mol.L”" junto con 16 g de
citrato de sodio que se disolvieron en esta mezcla. Una vez disuelto el sdlido se
complet6é a 200 mL con agua purificada.

El buffer pH 5 también se prepard con el agregado del agente enmascarante.
Se agregd en un recipiente con agitacion continua acido acético concentrado
gota a gota (hasta pH final 5) a 140 mL de una disolucién de acetato de sodio
0.2 mol.L™" junto con 10 g de citrato de sodio. Se completé a 200 mL con etanol
99.5 % (v/v). El pH aparente se midi6 con un electrodo combinado de pH
conectado a un pHimetro (Corning 120). Este buffer se preparé con 30% de
etanol debido a que el reactivo zincon precipita a pH 5 sin la presencia de

etanol.

Las disoluciones para evaluar interferencias se prepararon por diluciéon a partir
de disoluciones stock de 1000 mg.L™" de hierro (DILUTE-IT®, J.T. Baker),
magnesio (a partir de barra metalica 99.99%, Sigma) y calcio (a partir de

CaCOg, Merck).
Todo el material de vidrio y porcelana se traté con acido nitrico 10% (v/v), para

su descontaminacion y antes de usarlo se lavé exhaustivamente con agua

destilada.
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Para el sistema con preconcentracion se construyé una columna con tubo
flexible de Tygon de 0.38 mm de diametro interno y 4 cm de largo. En los
extremos se coloco lana de vidrio y se unié al sistema en flujo mediante
conectores roscados. La columna se rellend con una resina quelante comercial
Chelex - 100 (BioRad®) 50-100 mesh. Para la elucion se utilizé HNOz 1 mol.L™".
El pH de la muestra se ajusté con un buffer de pH 6.3 (acetato de sodio 0.5
mol.L™'. Este buffer cumplié también la funcién de mantener la resina en una
forma sddica a este pH.

Para el sistema en flujo se utiliz6 una bomba peristaltica Gilson (Villiers-le-Bel,
Francia) Minipuls 2, con tubos de Tygon. Todas las conexiones y las bobinas
de mezclado de tipo doble helicoidal fueron construidos con tubos de Teflon
PFA de 0.8 mm de diametro interno.

Para inyectar la muestra se utilizé6 una valvula Valco Cheminert de 6 puertos
con actuador microeléctrico, controlada con un PC mediante un programa
escrito en lenguaje QuickBasic 4.0 bajo DOS 6.0, via un puerto serial RS232.
Para el sistema con preconcentracion se utilizé una valvula Valco Cheminert de
10 puertos con actuador microeléctrico, que se controlé de igual forma que la

de 6 puertos.

Las medidas se realizaron con un espectrometro UV-Vis Hewlett Packard HP
8453 a 612 nm con celda de flujo de 200 uL (1 cm de camino 6ptico). Este
instrumento realizé la adquisicion de datos que luego se procesaron utilizando

planillas electrénicas Excel (Microsoft).
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La mineralizacion de las muestras se realizd segun el método oficial AOAC
985.35 (Bueno, 1996). Este método, basado en espectrometria de absorcién
atémica de llama (AAS) se tomd como método de referencia para la validacion.
Para las medidas se utiliz6 un espectrdmetro de absorcion atdémica
PerkinElmer (Norwalk, CT, USA) modelo 5000, provisto de un quemador de 10
cm (llama aire-acetileno).

Otros instrumentos utilizados fueron: balanza analitica (Precisa XB 220 A,
minima division 0.1 mg), agitador magnético (Thermolyne modelo Nuova),

mufla (Atec modelo HFA10).

Método

Un unico sistema en flujo permitié la determinacién de Cu(ll) a pH 5 (30% en
etanol) dado que a ese pH solo el complejo Cu (ll)-zincon es estable, y la
determinacién de Zn (llI) a pH 9, agregando un agente enmascarante (citrato de
sodio) a las disoluciones buffer. En la seccion 3.3.3.1 se explico el fundamento

de este método con detalle y las reacciones involucradas en el mismo.
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5.1.2.2. Diseno del sistema en flujo y optimizacién

Sistema sin preconcentracion

Se disend un sistema FIA de 3 lineas con dos confluencias. La muestra se

inyecté mediante una valvula de inyeccion de 6 puertos.

La longitud de onda de trabajo seleccionada fue la del maximo de absorcion del
complejo metal-zincon a 612 nm.

En la figura 68 se muestra un esquema del sistema construido.

Tiemge cangn de
loop 2833

=— L
P —
R1 R2
B AA AMM—T=-
R D

Bomba

Figura 68 — Esquema del sistema FIA para determinacion de cobre y zinc.

Bomba: bomba peristaltica; P: portador, agua destilada (1.4 mL/min); B: buffer de reaccién (1.7
mL/min); R: reactivo para desarrollo de color, zincén; (1.7 mL/min); M: muestra (450 plL); R1:
bobina de mezclado helicoidal de 50 cm; R2: bobina de mezclado helicoidal de 100 cm; D:

descarte.
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El programa que controlé la operacion del sistema presentd en pantalla un
menu de parametros. En el mismo se ingresé el tiempo de carga del loop de
muestra de 90 cm y el tiempo de inyeccion y adquisicién de datos. Una vez que
se completo el tiempo de carga del loop (valvula en la posicion de carga) se dio
la orden via software para pasar a la posicion de elucion. Una vez que
transcurrié este tiempo la secuencia comenzé de nuevo. En el menu se pudo
ingresar el numero de repeticiones analiticas a realizar.

Cuando se cambio de muestra o de disolucién patrén se ejecuté una secuencia
de “purga” también desde el software para limpieza del sistema. Esto es
necesario para evitar el efecto carry over.

En la figura 69 se muestra una fotografia del sistema FIA. A la derecha de la
foto se observa la computadora que controlé la valvula de inyeccion y a la
izquierda el espectrémetro UV-vis. Este instrumento ademas de ser el sistema
de deteccién realizé la adquisicion de datos. En la figura 70 se observa con
mas detalle el sistema en flujo.

El reactivo zincon tiene un intenso color rojo y el producto de reaccion metal-
zincén tiene un color violeta también intenso. Debido a esto se pudo observar
visualmente como fue el proceso de mezcla en las bobinas de retencion.
También fue util para seleccionar el largo de los tubos para construir el sistema.
Se utilizé6 una bobina de mezcla de 50 cm para la mezcla del buffer con la
muestra en la corriente de portador (agua purificada y desgaseada). Luego de
la segunda confluencia fue necesaria una bobina de mayor longitud (100 cm)
para el correcto mezclado del reactivo de color y la mezcla de muestra y buffer

en la corriente de portador.
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Figura 69- Fotografia del sistema automatizado para determinacion de cobre y

zinc.

Figura 70- Fotografia del sistema FIA para determinacion de cobre y zinc.
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Se muestran a continuacién los espectros de blancos de zincén y complejos
Cu-zincdn y Zn-zincon a pH 5 y 9 con y sin agente enmascarante.

Para la obtencion de estos espectros se ejecutd la secuencia de analisis del
sistema FIA y se detuvo el flujo en el instante en que la muestra llego a la celda
de flujo. En ese instante se obtuvo el espectro del compuesto formado
contenido en la celda de flujo. Luego de obtenido el espectro se impulsoé el flujo
hacia el descarte.

En la figura 71 se observa el espectro de un blanco (reactivo zincon 0.025%
(m/v)) y los complejos formados a partir de dos disoluciones patron de cobre y
zinc de igual concentracion. Se verifico que a pH 5 el complejo Zn-zincdn no
fue estable. Ademas en la figura 71 se muestra el espectro de una disolucion
con agregado de Ca, Mg y Fe en concentraciones similares a las que se
encuentran en la leche (“interferencias”). Se verifico que ninguno de los

potenciales interferentes formd complejo estable con el reactivo zincén.
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Sample/Result Table #45/&%
# Name Abs<612nm> # Name Abs<612nm>
blanco pH 5 cit 0.52886 cu- zincon pH 5 1.17100
zn- zincon pH 5 0.52821 interferencias 0.57384

Figura 71- Espectros de blanco de reactivo zincon y complejos metal-zincon a

pH 5 con citrato.

1 - Blanco de reactivo zincén a pH 5/citrato/etanol

2 - No se formo el complejo Zn-zincén a partir de una disolucién de zinc 10
mg.L'1 a pH 5/citrato/etanol. A 612 nm el espectro practicamente coincidié con
el del blanco.

3 - Complejo Cu-zincon formado a partir de una disolucién de cobre de 10
mg.L™ a pH 5/citrato/etanol. Se observé un maximo a 612 nm caracteristico de
los complejos metal-zincon. A esta longitud de onda se pudo determinar cobre

en presencia de zinc y de otros metales.
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4 - No se formd ningun complejo a partir de la disolucion de interferentes a pH

5/citrato/etanol.

Esta disolucion contuvo posibles

interferentes que

encuentran en la matriz leche (Ca 1.4 g.L”", Mg 120 mg.L™, Fe 10 mg.L™").

se

En la figura 72 se muestran los espectros de la disolucién blanco de zincén

0.025% (m/v) y de los complejos Zn-zincon y Cu-zincédn a pH 9 sin agregado de

citrato. La concentracién de las disoluciones de Cu y Zn para ambos fue 10

mg.L . Se observd que a 612 nm ambos complejos presentaron casi igual

absorbancia.
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| 500 550 Waw nm
Sample/Result Tabl :
i somasaond pH3 (on ctat)
# Name Abs<612nm> # Name Abs<612nm> # Name Abs<612nm>
(D blanco 0.18201 @ zn-zincén 0.65185 (D cu-zincon 0.63276
*** End Hardcopy view ***

Figura 72- Espectros de blanco de reactivo zincon y complejos metal-zincon a

pH 9 sin agregado de citrato.
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1 - Blanco de reactivo zincén a pH 9.

2 - Complejo Zn-zincédn formado a partir de una disolucién de zinc de 10 mg.L™
y zincon a pH 9. A 612 nm presento casi igual absorbancia que el complejo Cu-
zincon.

3 - Complejo Cu-zincédn zincon formado a partir de una disolucion de cobre de
10 mg.L™" a pH 9. A a 612 nm presento casi igual absorbancia que el complejo
Zn-zincon.

Cabe mencionar que el espectro de la disolucién “interferencias” presentd una

absorbancia mayor a 2 a 612nm en estas condiciones.

En la figura 73 se muestran los espectros de los mismos compuestos que en la
figura 72 pero el buffer contiene agente enmascarante, citrato.

Se observo que el complejo Cu-zincon no se formé y tampoco se formaron
complejos a partir de la disolucién de interferencias. El efecto del enmascarante
citrato permitié la determinacion de zinc en presencia de cobre y otros posibles

metales interferentes a pH 9.
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Sample/Result Table

PH 9 /O{f‘ra.'b

# Name Abs<612nm> # Name Abs<612nm>

blanco cit pH9 0.50351 % cu-zincon citpH  0.52544
zn-zincon cit pH 0.78984 interferencias 0.54957

**+ End Hardcopy view ***

Figura 73- Espectros de blanco de reactivo zincén y complejos metal-zincon a

pH 9 con con citrato.

1 - Blanco de reactivo zincén a pH 9/citrato.

2 - Complejo Zn-zincén a partir de una disolucién de zinc 10 mg.L”" a pH
9/citrato. A 612 nm se pudo determinar zinc en presencia de cobre y otros
metales.

3 - Complejo Cu-zincon formado a partir de una disolucion de cobre de 10
mg.L'1 a pH 9/citrato. A 612 nm presento casi igual absorbancia que el blanco.
4 - No se formé ningun complejo a partir de la disolucion de interferentes a pH
9/citrato. La misma contuvo posibles interferentes que se encuentran en la

matriz leche (Ca 1.4 g.L”', Mg 120 mg.L™", Fe 10 mg.L™").
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Sistema con preconcentracion

En las figuras 74 y 75 se muestra el esquema del sistema FIA disefiado con la
posibilidad de realizar preconcentracion en la posicion carga y elucién
respectivamente. Se utiliz6 en este caso una valvula de inyeccion de 10
puertos.

En la figura se observa que la minicolumna se colocé entre las posiciones 9y 6
de la valvula inyectora. La misma fue construida con tubo flexible de Tygon de
0.38 mm de diametro interno y 4 cm de largo. Debido a que la resina utilizada
presentd un cambio de volumen importante al variar el pH no se la pudo

colocar dentro en un tubo rigido.

En la figura 74 se muestra un esquema que explica como se realiz6 la carga de
la muestra. En color rojo se representa la circulacion del flujo en la etapa de
preconcentracion. Esta etapa fue realizada durante un tiempo que determiné el
volumen de muestra (carga por tiempo). El tiempo de preconcentracién se
ingreso en el menu del software desarrollado.

Mediante una confluencia se agregé un buffer acetato (acetato de sodio 0.5
mol.L™", pH 6.3). Este buffer sirvid para ajustar el pH de la muestra y para
regenerar la columna. Entre muestra y muestra se hizo circular por la columna
agua y buffer acetato, de esta manera la columna se regeneré a su forma
sddica. Mientras esto ocurrié se cargd el loop de eluyente con un volumen de
450 pL de HNOs 1 moL.L™, linea azul. Simultaneamente circuld por el resto del
sistema el portador (agua purificada), zincon 0.025% (m/v) y buffer pH 5 0 9

(ambos con agregado de citrato) segun el analito a determinar, linea verde.
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En la 75 se muestra el funcionamiento cuando se cambié valvula a la posicién
de inyeccion de muestra (elucion). Este cambio de posicidn se realizé en forma
automatica una vez completado el tiempo de preconcentracion ingresado en el
menu. En la posicidon de elucidon la muestra y el eluyente se impulsaron junto
con el portador hacia las zonas de confluencia. Alli se encontraron con el buffer
de reaccion y el reactivo de color y continuaron hacia el detector. Cabe
mencionar que la elucién se realizé en sentido inverso a la preconcentracion
(elucion reversa).

El tiempo de elucion y adquisicion de datos se ingreso también en el menu del
programa. Una vez completados los tiempos de preconcentracién y elucién la
secuencia se repitid tantas veces como repeticiones analiticas se indico en el
menu del programa.

Luego de una inyeccion la resina quedé en su forma acida por lo que debid
regenerarse para la siguiente inyeccion. Para ello se ejecutd una secuencia de
“lavado” desde el programa. Se colocoé agua purificada en la posicion de la
muestra y se ejecutd dicha secuencia. Esto hizo circular agua y buffer acetado
por la columna durante 30 s. (valvula en la posicion de inyeccién).

Luego de esta etapa se continud con la siguiente inyeccion.

Figura 74- Sistema FIA con preconcentracion, posicién de carga.

Figura 75 -Sistema FIA con preconcentracion, posicion de inyeccion.

240



Aplicacion de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del anélisis quimico de la leche y sus derivados.

2,2 mL min™

1,4 mL min™’

2,7 mL min™

D1

BM

1,7 mL min™’

1,7 mL min™’

Figura 74- Sistema FIA con
preconcentracion, valvula de 10

1,7 mL min™’

puertos en posicion de carga. C:
Columna, Ro: bobina de mezclado 100
cm, R1: bobina de mezclado 50 cm,
bobina de mezclado 150 cm. D1, D2y
D3: descartes. L: loop de elucién 90

Bomba Peristaltica

cm. E: eluyente, P: portador, M:
muestra, BM: buffer de la muestra, B:
buffer de la reaccion, R: reactivo
(zincon).
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2,2 mL min™

1,4 mL min™’

2,7 mL min™’

BM

1,7 mL min™’

1,7 mL min™’

Figura 75 .-Sistema FIA con
preconcentracion, valvula de 10 puertos
en posicion de inyeccion. C: Columna, Ro:

1,7 mL min™’

bobina de mezclado 100 cm, R1: bobina
de mezclado 50 cm, bobina de mezclado
150 cm. D1, D2 y D3: descartes. L: loop
de elucion 90 cm. E: eluyente, P: portador,
M: muestra, BM: buffer de la muestra, B:

Bomba Peristaltica

buffer de la reaccién, R: reactivo (zincén).
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La columna construida se rellen6 con una resina quelante del tipo iminodiacetato,
Chelex © 100, 50-100 mesh.

Esta resina tiene alta afinidad por cobre, hierro y otros metales divalentes en
especial los metales de transicién (BioRad, 2000).

La resina Chelex ® 100 es un copolimero estireno divinilbenceno con iones
iminodiacetato ligados que actuan como grupos quelato al unir metales
polivalentes (BioRad, 2000).

Se clasifica como una resina de intercambio débilmente acida debido a que
contiene grupos acido carboxilico. Sin embargo difiere de las resinas de
intercambio comunes debido a su alta selectividad por metales.

En la figura 76 se muestran el cambio en la estructura de la resina al aumentar el

pH.

CHyCOOH  CH,COOH CH,COO- CH,COO-

vy
AN

@-CH,-NH*  @-CH,NH* @-CH,-NH* @-CHy—

AN

CH,COGCH CH,COO- CH,COO- CH,COO-

pH2.21 == pH 3.99 = pH 7.41 =epr  pH 12.30

Figura 76- Variacion de la estructura de la resina Chelex al aumentar el pH
(Extraido de BioRad, 2000).

La selectividad de la resina por los metales corresponde con la que tiene el acido
iminodiacético. Se muestra en la figura 77 una lista de factores de selectividad

para varios metales.
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Hg™ 1060 Fe'? 0.130
Cu™? 126 Mn*? 0.024
vot? 5.70 Ba*? 0.016

Ni*? 4.40 Ca™? 0.013
Ph*? 3.88 Sr+? 0.013
Zn™? 1.00 Mg 0.009
Co*? 0.615 Na't! 0.0000001
Cd*? 0.390

Figura 77- Selectividad para iones divalentes tomando como referencia al zinc
(valor 1.00), corresponde a la selectividad de un acido iminodiacético. (Extraido
de BioRad, 2000).

La selectividad dependera del sistema en particular del pH, fuerza iénica y

presencia de otras especies que puedan formar complejos con la resina.
Selectividad para iones divalentes a pH 5 (buffer acetato):

Pd*?> Cu*?>>Fe**> Ni*?> Pb*?>> Mn **>> Ca*?=Mg"?>>> Na*
Selectividad para iones divalentes a pH 9:

Co*?> Ni*?> Cd*?> Cu*?>Zn*?> Ca*?>>> Na"

Se ensayaron diferentes tiempos de preconcentracion y varios niveles de
concentracion de eluyente (HNOs3). Para cada uno de los experimentos
ensayados se evalud el factor de enriquecimiento. Ninguna de las pruebas

realizadas supero el factor 4.
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Condiciones de operacién del sistema:

. pH de . Citrato | Zincén %
Analito | o accion | TP (M) | ol Ly | (miv)
Cu 5 1.5 0.3 0.006
Zn 9 1.5 0.3 0.25

En estas condiciones el eluyente fue HNOs; 1 molL”, Tp

preconcentracion.

tiempo de

Caudales de las lineas del sistema con preconcentracion: portador (agua

purificada), 1.4 mL/min; buffer de reaccién: 1.7 mL/min; Zincoén 1.7 mL/min.

La preconcentracion se realiz6 a un caudal de 2.7 mL/min y la elucién a 2.3

mL/min.

La frecuencia de muestreo en estas condiciones fue de 26 hora™.
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5.1.2.3. Preparacion de las muestras

La eleccién del método de mineralizacion correcto debe hacerse considerando el
elemento a ser determinado, la técnica analitica a ser aplicada y la matriz. Un
prerrequisito para todos los procedimientos de digestion es la correcta limpieza de
los recipientes de digestion y trabajar con las precauciones correspondientes

como ya se explico en la seccién 3.5.

En esta seccidn se explica en forma general como se realiz6 el muestreo de leche
en polvo (comun, formulas infantiles y material de referencia certificado). La
manipulacién aqui detallada fue la misma en todos los casos en los que se trabajo

con muestras solidas en todo el trabajo experimental de esta tesis.

Las etapas de recoleccion, pretratamiento y descomposicion de la muestra son
cruciales en el proceso analitico. En lo posible es deseable el minimo de
manipulacién de la muestra y trabajar en ambientes limpios para reducir el riesgo
de contaminacion. Todas las recomendaciones indicadas en la seccion 3.5
dedicada al aseguramiento de la calidad deben tenerse en cuenta sobre todo a la

hora de la determinacién de trazas.

Las muestras de leche en polvo utilizadas para todo el trabajo de esta tesis fueron
proporcionadas por una empresa lactea nacional. Las mismas llegaron al
laboratorio en bolsas de polietileno, y se mantuvieron almacenadas en lugar seco

y al resguardo de la luz. Cada muestra fue representativa de un lote de leche en
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polvo de la empresa. Una vez que ingresaron en el laboratorio se les asigné un
cédigo interno para identificacion.

Las formulas infantiles se compraron en farmacias locales, las mismas llegaron al
laboratorio en su envase original. Una vez abierto el envase siempre que se retird
muestra se volvié a cerrar bien y se guardaron en lugar seco al resguardo de la

luz. También se les asigno un codigo interno.

El muestreo es sin duda una etapa muy importante debido a que los errores que
puedan cometerse en esta etapa pueden comprometer seriamente los resultados
obtenidos. Sobre todo tratdndose de elementos que estan en bajas
concentraciones como cobre y zinc y a nivel de trazas como el selenio.

Los alimentos no son homogéneos, por lo tanto el tamafio de muestra debe

seleccionarse cuidadosamente a fin de obtener una muestra representativa.

En el caso de la leche en polvo y formulas infantiles se realizé siempre una
homogeneizacion en bolsa plastica cerrada mediante agitacién. Luego se realizd
un muestreo tomando diferentes porciones al azar del total hasta formar una
submuestra de unos 50 g aproximadamente. Se volvié a homogeneizar en bolsa
plastica. De esta submuestra humeda se realizaron las tomas para realizar el
ensayo de humedad segun el método oficial IDF 26A: 1993. Este ensayo se
realizd en estufa (W.C. Heraeus Hanau), a 102 + 2 °C, el instrumento se calificd
previamente.

Se realiz6 la determinacién de humedad a todas las muestras sdlidas utilizadas

para alguna determinacion incluyendo el material de referencia certificado (los
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datos se muestran en el Anexo |). Todos los resultados que se informan en esta
tesis se expresaron en base seca a menos que se especifique lo contrario.

Los utensillos y materiales usados se descontaminaron antes de ponerse en
contacto con las muestras.

Uno de los métodos mas usados para la mineralizacidén y puesta en disolucién de
las muestras de alimentos es la calcinacion. La mineralizacion puede realizarse
entonces por via seca (calcinacion) o por via humeda con agentes oxidantes.

La calcinacion (via seca) es simple, generalmente entre 2 y 10 g de muestra se
colocan en un recipiente de porcelana o platino. Luego de secado preliminar, la
muestra se calcina en una mufla a una temperatura de 450-500°C. Esta
temperatura resulta adecuada para la mayoria de las aplicaciones. Una vez que la
calcinacion es completa (se observan cenizas blancas), el residuo puede
disolverse en HCI o HNO; diluido y se lleva al volumen final que corresponda
(Bueno, 1996).

Las principales ventajas de la calcinacion seca radican en que ella no requiere
reactivos y que puede ser aplicada a cantidades relativamente grandes de
muestra. La mayor desventaja que presenta es que puede conllevar a la pérdida
de ciertos elementos por volatilizacion, o por adsorcién sobre las paredes del

crisol.

Para la determinacion de cobre y zinc, se calcinaron 10 g de leche en polvo en
crisoles de porcelana debidamente descontaminados. La calcinaciéon se llevo a
cabo en una mufla a 550 °C durante 10 hs. El residuo se humect6 con unas 10

gotas de HNO3 concentrado y se llevé a volumen final 100 mL con agua purificada
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(ASTM Tipo I). La disolucién proveniente de la digestion se dividi6 en dos
porciones. Una de ellas se destind para la determinaciéon segun el método de
referencia AOAC (Bueno, 1996) mediante espectrometria de absorcidén atémica
de llama y la otra para la determinacion utilizando el sistema FIA.

La porcién utilizada para la determinacion con el sistema FIA tenia un pH préximo
a cero por lo que fue necesario neutralizarla antes de que ingresara al sistema.

La neutralizacion se llevé a cabo agregando gota a gota una disolucion de NaOH
1 mol.L”" hasta alcanzar pH=6 medido con un electrodo combinado de pH

conectado a un pHimetro (Corning 120).
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5.1.2.4. Resultados y discusion

El sistema de preconcentracién en flujo permiti6 explorar muchas de las
dificultades que implica desarrollar un sistema de este tipo.

El factor de enriquecimiento obtenido fue 4, lo que no representd una ventaja
significativa respecto al sistema FIA sin preconcentracion.

La frecuencia de muestreo fue 26 hora™.

En las figuras 78, 79 y 80 se muestran algunos registros correspondientes a

senales obtenidas utilizando el sistema con preconcentraciéon

Disolucion patron de cobre 0.05 mgL'1
0.200
0.150 |
0.100 |

0.050 +

0.000 f.AAﬁ.?M&—.—WW

] 100 200 300 400

Altura de pico
(absorbancia)

-0.050
t(s)

Figura 78- Registro de sefales correspondientes a una disolucién patrén de cobre

0.05 mgL'1 luego de la preconcentracion.
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Disolucién patron de cobre 0.25 mg.L'1
0.160 -
T
S 0.140 |
& 0.120
2
G 0.100 -
7]
S 0.080 |
8 0.060 -
o
2 0.040
s 0.020
2 0.000 -
< 5,020 ¢ 100 200 300 400 500
t(s)

Figura 79- Registro de sefales correspondientes a una disolucién patron de cobre

0.25 mgL'1 luego de la preconcentracion.

Muestra leche en polvo
0.080
0.060 -
§ T 0040
83 000
o E 0.020 h
2 A A
E . 0.000 15 T T U \'al T —
-0.020 0 50 100 150 200 250
-0.040 -
t(s)

Figura 80 - Registro de sefiales correspondientes a una disolucion digerida de

leche en polvo comercial, luego de la preconcentracién.

Antes de la salida del pico se observa claramente el efecto Schlieren (ver seccion
3.2.3). Esto sucedié debido a la diferencia entre los indices de refraccion de la
muestra y el eluyente. No fue posible aumentar la concentracion del eluyente

pues el efecto provocd una interferencia importante, distorcionando la forma de

los picos.
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Los resultados obtenidos de concentracion de cobre y zinc fueron mas de un 20%
mayor que los obtenidos por el método oficial. Esto hizo pensar que el efecto de
las interferencias no se logré cancelar completamente.

El trabajo con este sistema resultdé muy ejemplificante de las dificultades que

presenta la preconcentracién en linea.
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5.1.2.41. Validacion

Todos los conceptos explicados en la seccién 3.5 se aplicaron para la validacién.

La validacién completa se realizd para el sistema sin preconcentracion.

Para evaluar la linealidad se midié un blanco y 7 disoluciones patrén para zincy 5

disoluciones patrén para cobre. Las disoluciones patron se inyectaron por

triplicado y las muestras por quintuplicado.

0.180 1
0.160 4
0.140 4
0.120 4
0.100 4
0.080 4
0.060 4
0.040 4
0.020 4

Altura de pico (absorbancia)

Curva de calibracion

A=0.0309 C- 0.0007

R? =0.9993

0.000 T

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00

Concentracion (mg.L")

5.00 6.00

Figura 81 - Curva de calibraciéon para la determinacién de zinc a pH 9. A: altura de

pico, C: concentracion.

En la figura 82 se muestran registros correspondientes a medidas de algunas

disoluciones patrén de zinc y muestras de leche en polvo.
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Zn blanco Zn 0.5 mg.L‘1
0.007 - 0.07 -
S F 0005+ o = 2081
e c S & 0.05 4
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0.08 4
0.06 4
< 0.04
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0 A
0 100 200 300 400
t(s)
(e)

Figura 82- Registro de sefiales (a, b y c) patrones de zinc medidos a pH 9 en

presencia de citrato, (d y e) muestras de leche en polvo.

En la figura 83 se muestra un registro correspondiente a la medida de una

disolucién que se prepard para evaluar el efecto de los concomitantes. Las

medidas se realizaron en las condiciones de determinacién de zinc.
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Esta disolucion contenia posibles interferentes que se encuentran en la matriz
leche en el nivel de concentracion que existen en las muestras de leche (hierro 10
mg.L™", magnesio 120 mg.L™ y calcio 1.4 g.L™"). Los datos de concentracién de
hierro, calcio y magnesio en leche surgen de la composicion de la misma y de los
valores certificados de dichos analitos en el material de referencia.

La concentracién de metales presentes en esta disolucion de interferentes
calculada a partir de estas sefales fue menor al limite de cuantificacion del
meétodo. Por lo que se consideré adecuada la cantidad de agente enmascarante

utilizada para las determinaciones.

Interferencias
0.004 4

0.003 4

0.002 4

0.001 4 1

0.000 + T T v T T T J
50 100 150 200 250 300 350

0

Altura de pico (absorbancia)

t(s)

Figura 83 - Registro de sefales correspondientes a una disolucién con

interferentes.

En la figura 84 se muestra la curva de calibracion obtenida para la determinacion
de cobre a pH 5 y en la figura 85 algunos registros de las medidas. En particular
en la figura 85 (b) se muestra las sefiales obtenidas para una disolucion patron de
zinc de 10 mg.L”" medida en las condiciones establecidas para cobre. Como

puede verse estas sefales no difieren de las sefales de blanco. Esto confirmé del
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hecho de que el complejo Zn-zincdn no es estable en las condiciones de medida

de cobre por lo que no generd ninguna interferencia.

0.100 1
0.090 1
0.080 1
0.070 1
0.060 1
0.050 1
0.040 1
0.030 1
0.020 1
0.010 1

Altura de pico (abosrbancia)

Curva de calibracion

A =0.0462C - 0.0012

R? = 0.999

0.000

0.00

0.50

1.

00

1.50
Concentracion (mgL")

2.00 2.50

Figura 84- Curva de calibracién para la determinacién de cobre a pH 5 con

citrato/etanol. A: altura de pico, C: concentracion
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Figura 85- Registro de sefiales (a) blanco, (b) patrén de zinc (10 mgL™), (c) patrén

de cobre (2 mgL™") y (d) muestra de leche en polvo todas las disoluciones medidas

apH 5.
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La precisién instrumental se obtuvo a partir de la dispersion de inyecciones
repetidas en condiciones de repetibilidad (n=5). La precision del método se obtuvo
a partir de los resultados obtenidos de 5 determinaciones independientes
realizadas a cada uno de los materiales de referencia certificados.

Los limites de deteccién y cuantificacién se estimaron a partir de la desviacion
estandar de las determinaciones del blanco (3s y 10s respectivamente, n=10) y

refiriéndola a la curva de calibracion.
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5.1.2.4.2.

Cifras de mérito

En la tabla 4 se muestran algunas de las cifras de mérito obtenidas en la

validacion.

Tabla 4 - Cifras de mérito para la determinacion de cobre y zinc utilizando un

sistema FIA.
Parametro Cobre Zinc
Limite de Deteccién (mg.L™)
3o blanco/pendiente curva de 0.010 0.032
calibracion (n=10)
Limite de Cuantificacién (mg.L™)
100 blanco/pendiente curva de 0.032 0.107
calibracion (n=10)
Rango lineal 0.03-2mg.L" 0.1-10 mg.L™”
(r>0.998) (r>0.998)
Precision sr(%) 3.1 1.8
Frecuencia de muestreo (hora ™) 60 60

En la tabla 5 se muestra los resultados obtenidos para 6 muestras de leche en

polvo. Estas fueron representativas de férmulas infantiles comerciales y leche en

polvo entera y descremada. Se compararon los resultados obtenidos mediante el

método propuesto con los obtenidos por el método oficial y se evalué la precision

del nuevo método (se informa en la tabla 4).
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Tabla 5 - Resultados de las determinaciones de cobre y zinc en muestras de
leche en polvo utilizando un sistema FIA.

AAS FIA Cociente sr %
MUESTRA | Analito | Concentracion Concentracion o
(FIA/AAS) | (n=5)
(mg/100 g) (mg/100 g)
, . Cu 0.393 0.365 0.93 24
Foérmula Infantil
A
Zn 3.78 3.89 1.03 1.5
] . Cu 0.377 0.359 0.95 3.1
Foérmula Infantil
B
Zn 4.00 4.16 1.04 1.8
Formula Infantil Cu 0.361 0.370 1.02 1.2
para nifos de
0 a6 meses Zn 459 458 0.98 0.3
Férmula Infantil Cu 0.333 0.318 0.95 2.8
para nifios de
6 a 12 meses Zn 3.88 3.87 0.98 0.9
Cu 0.134 0.137 1.02 1.7
Leche en polvo
descremada
Zn 3.20 3.25 1.01 2.2
Cu 0.094 0.098 1.04 1.1
Leche en polvo
entera
Zn 2.55 2.65 1.04 0.5

En la tabla 6 se muestra el resultado de la evaluacion estadistica de los
resultados obtenidos por ambos métodos. Se realizé el cociente entre el valor
medio obtenido por el método FIA y el valor medio obtenido por el método oficial
(media de 5 determinaciones independientes en ambos métodos). El resultado de
ese cociente se comparé estadisticamente con el valor teérico 1 mediante una

prueba de significancia “t” de Student (Miller y Miller, 1993, pp 38).
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Tabla 6- Resultados de la evaluacion de veracidad de las determinaciones de

cobre y zinc en muestras de leche en polvo utilizando un sistema FIA.

Veracidad Cobre Zinc
t — critico (0=0.05, 5) 2.57 2.57
t - experimental (¢=0.05) -0.58 1.9

ur/ur = Q, promedio (para n muestras) de los cocientes entre el valor obtenido
por el método FIA y el valor obtenido por el método de referencia.
Ho: Q=1 Ha Q=1

El valor de t-experimental (valor absoluto) fue menor que el valor de t-critico por lo que se

concluye que ambos métodos arrojaron resultados equivalentes.

Tabla 7 - Comparacion de algunos parametros de validacion para el sistema FIA

con y sin preconcentracion.

Sin preconcentracion Con preconcentracién
cobre zinc cobre zinc
Linealidad Linealidad Linealidad Linealidad
0.03-2 mg/L 0.1-10 mg/L 0.03 - 0.25 mg/L 0.1 -1 mg/L
(r>0.998) (r>0.998) (r>0.99) (r>0.995)
sr (%), n=5 sr (%), n=5 sr (%), n=5 sr (%), n=5
3.1 1.5 4.4 4.2

Nota del autor:

Los resultados obtenidos del disefio y validacion del sistema en flujo FIA para la determinacion de
cobre y zinc en leche en polvo y formulas infantiles fueron difundidos segin se detalla a
continuacion:

e “Determinacion simultdnea de cobre y zinc en leche en polvo y Formulas Infantiles
mediante un sistema por inyeccion en flujo.” Il Congreso Iberoamericano y IV Congreso
Argentino de Quimica Analitica, realizado del 27 al 30 de agosto de 2007 en Buenos Aires,
Argentina (se presentd un poster).

Las constancias correspondientes aparecen en el Anexo Il.
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5.1.2.5. Conclusiones

El sistema FIA desarrollado fue adecuado para la determinacion simultanea de
cobre y zinc en muestras de leche en polvo y formulas infantiles. EI mismo arrojé
resultados equivalentes al método de referencia con mayor productividad. Por lo

tanto puede proponerse como método alternativo al método AOAC.

Para la determinacion de cobre y zinc en leche en polvo y férmulas infantiles no
fue necesario realizar pre-concentracion ya que una cantidad razonable de

muestra preparada contenia niveles cuantificables de ambos analitos.

El sistema FIA con preconcentraciéon logré factores de enriquecimiento de 4 para
cobre y zinc lo cual es adecuado para proponer la determinacién de estos analitos
en leche fluida como continuacion a este trabajo. Sin embargo es un factor pobre
comparado con lo reportado en la literatura. Algunos autores reportan que con
sistemas similares lograron disminuir el limite de deteccién 100 veces (Richter et

al., 1997). Este es un desafio interesante para continuar el trabajo.

El sistema en flujo automatizado resultd mas econémico que el método oficial.
Esto es debido a que utilizd equipos mas baratos que un espectrometro de
absorcion atémica y los costos de mantenimiento fueron menores. Sin duda la
puesta en funcionamiento de un sistema en flujo como el que se propone tiene
una inversion inicial importante, pero los beneficios de la automatizacién a corto

plazo pueden amortizar dicha inversion.
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5.1.3. Desarrollo de un sistema por Inyecciéon Secuencial en
Flujo (SIA)

5.1.3.1. Materiales, métodos e instrumentacion

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica. Para la formacion de
complejos se utilizo sal disédica de zincdn p.a para determinacion
espectrofotométrica de Cu y Zn. Se prepararon disoluciones patron stock de 1000
mg.L'1 a partir de zinc y cobre metalicos. Se utilizé agua purificada (ASTM Tipo 1),
obtenida de un purificador Millipore (Sdo Paulo, Brasil) Simplicity 185 alimentado

con agua destilada en destilador de vidrio.

Las disoluciones de calibracion se prepararon diariamente realizando Ilas
diluciones correspondientes a partir de la disolucion stock de 1000 mg.L'1.

El reactivo cromogénico zincon se prepard pesando 0.050 g del sélido que se
disolvieron en 100 mL de NaOH 0.1 % (m/v) y posteriormente se completé a 200
mL con agua purificada (0.025 % (m/v)). Este reactivo se prepar6 diariamente y se
guardé en frasco de vidrio ambar durante la jornada de trabajo.

Se preparo una disolucién buffer pH 9 (Clark y Lubs) con agregado de citrato que
actu6 como agente enmascarante. Para su preparacidén se agregé en un
recipiente con agitacién continua 21.3 mL de NaOH 0.5 mol.L " a 50 mL de acido
bérico 0.2 mol.L™" en cloruro de potasio 0.2 mol.L™ junto con 8 g de citrato de
sodio que se disolvieron en esta mezcla. Una vez disuelto el solido se completd a

200 mL con agua purificada.
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El buffer pH 5 también se prepard con el agregado del agente enmascarante. Este
se preparé agregando en un recipiente con agitacion continua acido acético
concentrado gota a gota (hasta pH final 5) a 140 mL una disolucién de acetato de
sodio 0.2 mol.L™" junto con 10 g de citrato de sodio. Se completé a 200 mL con
etanol 99.5% (v/v). El pH se midi6 con un electrodo combinado de pH conectado a
un pHimetro (Corning 120). Este buffer se preparé con 30% de etanol. Sin el
agregado de etanol el reactivo zincon precipitdé dentro de los tubos del sistema

cuando se realizaron las determinaciones de cobre a pH 5.

Las disoluciones para evaluar interferencias se prepararon por dilucion a partir de
disoluciones stock de 1000 mg.L™" de hierro (DILUTE-IT®, J.T. Baker), magnesio

(a partir de barra metalica 99.99%, Sigma) y calcio (a partir de CaCO3, Merck).

Todo el material de vidrio y porcelana se traté con acido nitrico 10% (v/v), para su

descontaminacién y antes de usarlo se lavé exhaustivamente con agua destilada.

Para el sistema SIA se utiliz6 una bomba de jeringa controlada por
microprocesador (Cavro, Sunnyvale, CA, USA, modelo XP-3000), con un
contenedor de 2.5 mL (capacidad de la jeringa). Se utiliz6 ademas una valvula
selectora Valco Cheminert (Houston, TX, USA) de 10 puertos con actuador

microeléctrico.

Las medidas se realizaron con un espectrometro visible Beckman B con celda de

flujo de 80 uL (1 cm de camino 6ptico). EI mismo estaba dotado de electronica
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modificada y de una salida analégica (3V a plena escala) proporcional a la
intensidad luminosa detectada. Por este motivo en el programa desarrollado se
previo el ajuste de 0%T (corriente oscura) y el de 100%T que se raliz6 al

comienzo del trabajo.

Todas las conexiones y las bobinas de mezclado de tipo doble helicoidal fueron

construidos con tubos de Teflon PFA de 0.8 mm de diametro interno.

Se realizo el control del sistema y la adquisicion de datos con un PC (Pentium llI-
600 MHz) con dos puertos seriales y dotado de una interfase analdgica-digital
(A/D) de 12 bits (Measurement Computing CIO-DASO08Jr) y un programa
compilado en Visual Basic 6.

El programa permitié controlar la bomba de jeringa y la valvula selectora mediante
los puertos seriales RS232 y capturé los datos analdgicos provenientes del
espectrofotometro. Estos datos fueron escalados, transformados en absorbancia y
mostrados en pantalla en tiempo real. Los datos se guardaron en archivos de
formato ASCII en el disco duro.

Para el procesamiento de datos se utilizé el programa Peak Simple (SR,
Torrance, CA, USA) (medida de altura de pico, suavizado, correccion de linea de

base). Se imprimidé un reporte impreso en cada jornada de trabajo.

La mineralizacién de las muestras se realiz6 segun el método oficial AOAC
985.35 (Bueno, 1996). Este método, basado en espectrometria de absorcién

atomica de llama (AAS) se tom6 como método de referencia para la validacion.
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Para las medidas se utilizd un espectrometro de absorcién atomica PerkinElmer
(Norwalk, CT, USA) modelo 5000, provisto de un quemador de 10 cm (llama aire-

acetileno).

Otros instrumentos utilizados fueron: balanza analitica (Precisa XB 220 A, minima

division 0.1 mg), agitador magnético (Thermolyne modelo Nuova), mufla (Atec

modelo HFA10).
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5.1.3.2. Diseno del sistema en flujo y optimizacién

En la figura 86 se muestra el esquema del sistema disefiado, el mismo fue

optimizado y validado para la determinacion de zinc. También se probd para la

determinacién de cobre resultando adecuado para cuantificar cobre solo por

encima de 0.5 mg.L". Este valor de cuantificacién no es adecuado para la

aplicacion buscada debido a que requeriria la preparacion de una masa de

muestra demasiado grande.

En esta seccidén se explicara el disefio y optimizacion del sistema SIA para la

determinaciéon de zinc en leche. Se discutira mas adelante las posibilidades para

poder mejorar los limites de cuantificacion para cobre.

PC A/D
= [
..........:
: M 1
Ol
W \'g

4

Bomba de jeringa _

Figura 86 — Esquema del sistema SIA para determinacién de zinc.

V: valvula selectora, R: reactivo de color (zincon), W: descarte, M: muestra, HC: 100 cm, R1: 150

cm
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La figura 87 muestra la impresion de pantalla del software desarrollado para la

adquisiciéon de datos.
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PASOE -
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PASOE -

—
JERINGA

P&4S0E -

WALVLILA

PASOE -

m—
JERINGA
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Figura 87 — Vista de impresion de pantalla del programa para ejecucion de la

secuencia de analisis, adquisicién de datos y registro para determinacién de zinc.

En la figura 88 se muestra una fotografia de la bomba de jeringa cargada y lista

para impulsar el contenido de la bobina de retencidon hacia el sistema de

deteccion.
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Figura 88- Fotografia de parte del sistema en funcionamiento.

Las determinaciones se realizaron a 612 nm segun lo ya establecido cuando se

utilizé el sistema en flujo FIA.

La concentracién de la disolucién de zincon continué siendo misma que resultd

adecuada cuando se trabajo con el sistema FIA.

Se estudiaron varias secuencias para la determinacién de zinc. Todas ellas
basadas en la estrategia de armar un “sandwich” con la muestra, o sea encerrarla
entre segmentos de reactivo y buffer en este caso. Los fundamentos del
funcionamiento de un sistema en flujo SIA fueron explicados en detalle en la
seccién 3.2.5.

Tomando como punto de partida las condiciones o6ptimas obtenidas para el

sistema FIA y las consideraciones tedricas se ensayaron varias secuencias.
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El criterio para decidir cual de ellas era mas adecuada fue evaluar la forma de

pico, la sensibilidad y la precision instrumental en condiciones de repetibilidad.

La secuencia que presentd mejor desempefio fue la que se detalla a continuacion:

Paso 1: Se aspiré agua (portador) hacia el contenedor de la bomba de jeringa, 2.1
mL.

Paso 2: Se aspiro reactivo (zincon) hacia la bobina de retencién, 40 L.

Paso 3: Se aspir6 buffer pH 9 hacia la bobina de retencién, 40 pL.

Paso 4: Se aspiré muestra hacia la bobina de retencion, 80 pL.

Paso 5: Se aspird buffer pH 9 hacia la bobina de retencion, 40 pL.

Paso 6: Se aspiro reactivo (zincén) la bobina de retencién, 40 pL.

Paso 7: Se invirtio la direccion de flujo y el contenido de la bobina de retencion
avanzo una distancia equivalente a desplazar 0.3 mL con la bomba de jeringa. A
continuacion retrocedio la misma distancia, esto se repitié 3 veces (mezclado por
avance y retroceso del flujo).

Paso 8: Se invirtié la direccion de flujo y se dispensoé el contenido de la bobina de
retenciéon (HC), hacia el sistema de deteccion a través de una bobina de mezclado
(R1) impulsado por el portador.

De esta manera en la bobina de retencion se tenian los siguientes segmentos:

|zinc6n | buffer| muestra | buffer | zincén |

En la figura 89 se puede observar la disposicion tipo “sandwich” de la muestra

mezclada con buffer rodeada del reactivo de desarrollo de color.
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Figura 89- Disposicion tipo “sandwich” en la reaccion de zinc con zincén.

Se probaron otras secuencias aumentando el tamafio de la muestra. Esta
variacion se tradujo en sefales con dobles y triples picos. Esto no pudo mejorarse
aun aumentando el tamafio de las bobinas para favorecer el mezclado.

Aumentar el volumen de buffer o reactivo generd senales de blanco muy altas y
con picos de forma irregular incluso desdoblados.

Una vez que se decidi6 trabajar con la secuencia descrita se evalud la influencia

de otras variables.

Se estudié la influencia del pH y la concentracion de citrato que se le agregé al
buffer en su preparacion. Para ello se realizé un experimento multivariante del tipo
central compuesto de 5 niveles y dos variables (Massart et al., 1997, pp 711).

En las figuras 90 y 91 se muestra la representacion grafica mediante superficies
de respuesta del experimento. En la figura 90 se grafico la influencia del pH y
concentracion de citrato expresada en mol.L™" en funcién de la sensibilidad. Se
busco el valor 6ptimo de pH y concentracidn de citrato con maxima sensibilidad.

En la figura 91 se muestra la superficie de respuesta para las mismas variables
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pero usando la precision instrumental como variable dependiente. Se consideré

o6ptimo aquél valor que presentd minima dispersion (s, %).

Teniendo en cuenta ambos criterios las coordenadas o6ptimas fueron: pH 9 vy

concentracion de citrato 0.1 mol.L™.

Cuando las curvas de calibracién se realizaron sin agregado de citrato al buffer la
sensibilidad aumentd. Sin embargo el efecto de las interferencias que presento la
matriz debido a la presencia de cobre y otros metales no se cancelé. Como se
demostré en la seccién 5.1 la utilizacién de citrato como agente enmascarante fue
imprescindible.

Se verificd que, trabajando en las condiciones Optimas, la misma disoluciéon de

interferentes que se preparo para la validacion del sistema FIA produjo sefales a

nivel de las del blanco.

Superficie de respuesta estimada para sensibilidad analitica (rango 0-10 mg.L"") en
funcion del pH y de la concentracién de agente enmascarante de acuerdo a un
diseno central compuesto

z=-2718+0,7467"x-50577"y-0,0506"x"x+0.7197 "x"y-2,7234"y"y

e
i Y R RO

o

0.1
J-02
—-02
B 04
05

Figura 90- Superficie de respuesta para sensibilidad

en funcion de pH-
concentracion de citrato.
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Superficie de respuesta estimada para Sr % en funcidn del pH y de la concentracion de
agente enmascarante de acuerdo a un disefio central compuesto

Z2=41,9998-9,9127"x+39,6175"y+0,6286"x"x-7,9669"x"y+120,5063"y"y

P G N D~ 00

Figura 91- Superficie de respuesta para s, (%) en funcién de pH-concentracién de

citrato.

También se estudié la influencia del tamafio de las bobinas de retencién y
mezclado. Se evalué la altura y forma de pico del blanco y de un patrén de zinc de
4 mg.L'1. La concentracion de este patrén coincididé aproximadamente con el
punto medio del rango lineal. La forma de pico se consider6 aceptable cuando no
se observé deformado o desdoblado en doble pico

La mayor altura de pico del patrén con una senal de blanco aceptable y con
adecuada forma de pico se obtuvo cuando se utilizé una bobina de retencion de

100 cm y una de mezclado de 150 cm. Los resultados se muestran en la 8.
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Tabla 8- Estudio de la influencia del tamano de las bobinas de retencion y

mezclado.
Bobina Bobina altura altura de

de de de pico | pico de un

retencion | mezclado del patrén de 4

(HC: cm) | (R1: cm) | blanco mg.L"
100 150 0.074 0.159
100 50 0.081 0.147
100 100 0.084 0.155
100 200 0.062 0.089
100 25 0.100 0.133
100 250 0.060 0.072
150 200 0.062 0.091
150 100 0.055 0.092
150 150 0.067 0.135
150 50 0.076 0.140
150 25 0.086 0.145
150 250 0.070 0.083

Una vez que se encontraron las condiciones O6ptimas del sistema para la
determinacién de zinc se intentd determinar cobre. Para ello se cambié el buffer
pH 9 por el buffer pH 5 (con citrato 0.15 mol.L ™' y etanol) medio en el que el
complejo cobre-zincon demostré ser estable. Pero como se comentd
anteriormente los limites de deteccién y cuantificacion no fueron aceptables para

la aplicacién propuesta.
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5.1.3.3. Preparacion de las muestras

Las muestras utilizadas para estas determinaciones fueron dos materiales de
referencia certificados. Ambos fueron representativos la matriz leche en polvo y
férmula infantil de base lactea, NIST 1549, Non-Fat Milk Powder y NIST 1846
Infant Formula respectivamente.

El contenido informado en el certificado del material referencia de cobre y zinc

fue:

NIST 1549 - Non-Fat Milk Powder NIST 1846 - Infant Formula

cobre (mg.kg™) | zinc (mg.kg™) cobre (mg.kg”") | zinc (mg.kg™)

0.7+0.1 46.1+2.2 5.0410.27 60.0+3.2

El muestreo y almacenamiento ya fue discutido en la seccion 5.1.1.4. Segun se
indica en los certificados de los materiales de referencia, la minima porcién de
muestra que debe tomarse para garantizar la homogeneidad y representatividad
es 0.50 g para la leche descremada y 0.25 g para la férmula infantil.

La mineralizacion por calcinacion fue realizada segun se explicd en la seccion
5.1.1.4., excepto por la cantidad de muestra que en este caso fue de 2.5 g
pesados exactamente.

Luego de la mineralizacion, las cenizas fueron humectadas con 5 gotas de HNO;
y 2 mL de agua destilada y trasvasadas cuantitativamente a un matraz de 25 mL,

se completd a volumen con agua purificada (ASTM Tipo |).
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Los 25 mL de digesto fueron divididos en dos porciones, una para la
determinacién de zinc mediante el método de referencia AOAC (Bueno, 1996), y
otro para realizar la determinacion utilizando el sistema SIA.

La porcion de muestra que se destind para la determinacion empleando el

sistema SIA no necesitd ser neutralizada.
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5.1.3.4. Resultados y discusion

Todos los conceptos explicados en la seccién 3.5 se aplicaron para la validacién.
Se realizd la validacion completa para la determinacion de zinc en muestras de

leche en polvo y formulas infantiles.

5.1.3.4.1. Validacion

Para evaluar la linealidad se midié un blanco y 6 disoluciones patrén en el rango

de 1-10 mg.L" (n=5). La representacion grafica se muestra en la figura 92.

Curva de calibracion

0.050 -
0.045 -
0.040
0.035
0.030 +
0.025 -

(absorbancia)

{o]
o
o
¥}
o

1

= 0.015 - H = 0.0041C + 0.0001
0.010 - R? = 0.9985

0.005 -
0.000 : : I ‘ ‘ ]

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00
Concentracién mg.L™"

Altur:

Figura 92- Curva de calibracién para la determinacion de zinc utilizando un

sistema SIA. H: altura de pico, C: concentracion.
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En la figura 93 se muestra el registro de sefiales correspondientes a la curva de
calibracion hasta 3 mg.L'1 y dos disoluciones con probables interferentes. La
disolucién de interferentes fue la misma que se prepard para evaluar interferentes
en el sistema FIA. La misma contuvo Ca, Fe y Mg en concentraciones similares a
las que se encuentran en la matriz leche. La disolucion de cobre 2 mg.L™" se midié
para verificar que dicho analito tampoco interferia en las medidas. Se observa en
la figura 93 que ambas disoluciones arrojaron valores de altura de pico

comparable con el blanco.

Registro sefiales sistema SIA

0.140 - 3.20 mg.L!

2.13 mg.L"
0.120 |

50s
0.100 | - 1.07 mg.L"!

Disol. Int. cobre 2.0 mg.L™"
0.080 -

blanco

0.060 ~

0.040 ~

Altura de pico (absorbancia)

0.020 -

4 mew

0.000 -

Tiempo

Figura 93- Curva de calibracién para la determinacion de zinc utilizando un

sistema SIA, sefales analiticas.

La recta de mejor ajuste surgié de tratamientos estadisticos y de la aplicacion de
un test de hipétesis (lack of fit). Los criterios aplicados ya fueron desarrollados en

la seccién 3.5.
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La precisién instrumental se obtuvo a partir de la dispersion de inyecciones
repetidas en condiciones de repetibilidad (sr%, n=5). La precision del método se
obtuvo a partir de los resultados obtenidos de 5 determinaciones independientes

realizadas a cada uno de los materiales de referencia certificados.

Los limites de deteccion y cuantificacién se estimaron a partir de la desviacién
estandar de las determinaciones del blanco (3s y 10s respectivamente, n=10) y

refiriéndola a la curva de calibracion.

Se estudio el posible efecto de interferencias producidas por la reaccion de otros
metales presentes en altas concentraciones en la matriz leche con zincén. El
resultado indicé que en las condiciones optimizadas utilizando el agente

enmascarante citrato no existen interferencias.
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5.1.3.4.2. Cifras de mérito

En la tabla 9 se resumen los resultados de los parametros de validacion.

Tabla 9 — Resultados de la validaciéon para la determinacion de zinc utilizando un
sistema SIA.

Parametro Resultado
Limite de deteccion en disolucién P
(3c.blanco/pendiente) (n=10) 0.130 mg.L
Limite de cuantificacion en disolucién 1
(10c.blanco/pendiente) (n=10) 0.433 mg L
Rango lineal (mg.L™") (rgggg%)
Frecuencia de muestreo (hora™) 75
Precision (s; %) <5
Precision instrumental (sr %) <5
Consumo de muestra (mL) 0.10
Consumo de reactivos (zincon y buffer) 0.2
(mL) determinacién '

Para evaluar la veracidad de la determinacion en las matrices leche en polvo y
formulas infantiles, los resultados obtenidos utilizando la técnica SIA fueron
comparados con los obtenidos realizando el método de referencia AOAC.

Para ello se utiliz6 material de referencia certificado, NIST-1549 Non-fat milk
powder y NIST-1846 Infant Formula.

Al nivel de confianza 95% (n=6 para NIST 1549 y n=5 para NIST 1846), se realizd
una prueba de significacion t segun se explicd en la seccion 3.5. Se realiz6 el
cociente entre los valores obtenidos por el método SIA y el método oficial. El valor
de dicho cociente se compard estadisticamente con el valor teérico 1. Por otro

lado se compararon los valores obtenidos de determinaciones independientes
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utilizando SIA y el valor certicado de los materiales de referencia. El resultado de
la prueba indicé que los resultados obtenidos por el método en flujo no difieren
significativamente del obtenido utilizando el método de referencia ni del valor

certificado. Las tablas 10, 11 y 12 muestran los resultados obtenidos.

Tabla 10- Evaluacioén de veracidad (NIST 1549).

Material de referencia leche descremada (NIST 1549 - Non-Fat
Milk Powder)
%humedad 3.85
n=6
Concentraciéon | Concentracion Cociente % R
calculada - SIA | calculada AAS SIA/AAS (aparente)
(mg/100g) (mg/100g) SIA
4.447 4.417 1.01 96.5
4.812 4.679 1.03 104.4
4.728 4.652 1.02 102.6
4.671 4.726 0.99 101.3
5.031 4.819 1.04 109.1
4.588 4.570 1.00 99.5
sr (%) SIA sr (%) AAS Valor certificado:
4.23 2.98 4.61 £ 0.22 mg/100g

Tabla 11- Evaluacion de veracidad (NIST 1846).

Material de referencia Férmula Infantil (NIST 1846 - Infant
Formula)
%humedad 1.59
n=5
Concentraciéon | Concentracion Cociente % R
calculada - SIA | calculada AAS SIA/AAS (aparente)
(mg/100g) (mg/100g) SIA
6.12 6.25 0.98 102.0
5.92 6.01 0.99 98.7
5.90 6.39 0.92 98.3
6.22 6.70 0.93 103.7
5.66 5.58 1.01 94.3
sr (%) SIA sr (%) AAS Valor certificado:
3.67 6.79 6.0 £ 0.32 mg/100g
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Tabla 12 - Evaluacion estadistica de veracidad.

| Veracidad |
Material de referencia leche descremada Material de referencia formula infantil
t — critico 257 [t| exp <t t — critico 278 [t|exp <t
(0=0.05, 5) ) critico los (0=0.05, 4) ) critico los
resultados resultados
t- obtenidos por t- obtenidos por
experimental 1.83 ambas técnicas | experimental -1.96 ambas técnicas
(=0.05) son (=0.05) son
equivalentes equivalentes

usia/r = Q cociente (para n muestras)
entre el valor obtenido por el método SIA 'y
el valor obtenido por el método de
referencia. Hy: Q =1, Ha: Q = 1

usia/Hr = Q cociente (para n muestras) entre
el valor obtenido por el método SIA y el
valor obtenido por el método de referencia
Ho: Q=1, Ha: Q=1

Material de referencia leche descremada

Material de referencia férmula infantil

t — critico
(@=0.05,5) | 2°7 It] exp <t
t - critico ambos
experimental 1.26 valores son
. ool
(0=0.05) equivalentes

t — critico
(0=0.05,4) | >78 it exp <t
t critico ambos
i valores son
experimental -0.37 )
I
(0=0.05) equivalentes

Xsia= promedio obtenido (para n muestras)
se compara con el valor certificado (u)
Ho: X =y, Ha x=

;S.A= promedio obtenido (para n muestras)
se compara con el valor certificado (p)
Ho: X =y, Hai x#
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5.1.3.5. Comparacién de sistemas FIA-SIA

En la tabla 13 se comparan algunos parametros que surgieron de la validacién de
la determinacién de zinc en leche en polvo y férmulas infantiles utilizando dos

sistemas en flujo.

Tabla 13. Comparacion de desempefio de un sistema en flujo FIA y uno SIA para

la determinacion de zinc en leche en polvo y férmulas infantiles.

Parametro Resultado Resultado
Sistema FIA | Sistema SIA
Limite de deteccién en disolucion
(3c.blanco/pendiente) (mg.L™") 0.032 0.130
Limite de cuantificacion en disolucién
(10c.blanco/pendiente) (mg.L™") 0.107 0.433
, 1 0.1-10 0.4-10
Rango lineal (mg.L™") (r>0.998) (r>0.998)
Frecuencia de muestreo hora™ 60 75
Precision (s; %) <4 <5
Consumo de muestra (mL) 0.45 0.10
Consumo de reactivos (zincon y 32 0.2
buffer) (mL) determinacion ) '

El sistema SIA presentod limites de deteccion y cuantificacion mayores que FIA,
pero igualmente adecuados para la aplicacion.

Ambos sistemas son aptos para la determinacion con desempefos semejantes en
cuanto a linealidad, precision y veracidad. Las ventajas del sistema SIA se revelan
en cuanto a una mayor velocidad de muestreo y sobre todo el bajo consumo de
reactivos (16 veces menor) y muestra. Ademas la cantidad de muestra que se

calciné para esta determinacion fue mucho menor que para el sistma FIA (4 veces
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menor). La disoluciéon de muestra digerida no necesitd ser neutralizada antes de
medirse.

Finalmente se puede concluir que ambos sistemas fueron exactos y eficientes
para la determinacion de zinc en leche. El sistema en flujo SIA mostré un
desempeio equivalente al del sistema FIA siendo mas rapido y consumiendo

menor cantidad de muestra y reactivos.

Nota del autor:

La difusion de este trabajo esta en proceso al momento de completar esta tesis segun se detalla a

continuacion (las constancias correspondientes se muestran en el Anexo Il):

¢ “Determinacion de zinc en leche mediante analisis en flujo: estudio comparativo FIA - SIA”.
15° Encontro Nacional de Quimica Analitica e 3° Congreso Iberoamericano de Quimica
Analitica, a realizarse del 18 al 21 de octubre de 2009 en Salvador, Bahia, Brasil (trabajo

aceptado).
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5.1.3.6. Conclusiones y continuacién del trabajo

Se disefd y optimizé un sistema SIA para la determinacion de zinc en leche
vacuna en polvo y formulas infantiles. EI mismo resultd exacto y eficiente para
dicha determinacién. El método propuesto arrojé resultados equivalentes a los
obtenidos mediante el método oficial (AAS) con mayor productividad y menor

costo.

Si bien el sistema demostré ser adecuado para la determinaciéon de cobre, los
limites de deteccidbn y cuantificacion no fueron adecuados para esta
determinacién de este analito en leche. Esto indicé que se deberia modificar el
sistema. Como continuacién del trabajo se propone modificar el sistema de forma
tal que permita realizar preconcentracion para la determinacion de cobre. El
nuevo sistema deberia alcanzar un factor de enriquecimiento minimo de 10 para

esta aplicacién.

Tanto el sistema de inyeccion en flujo (FIA) como el sistema con inyeccidn
secuencial (SIA), fueron adecuados y eficientes para la aplicacion propuesta. El
sistema en flujo SIA mostré un desempefio equivalente al del sistema FIA siendo

mas rapido y consumiendo menor cantidad de muestra y reactivos.
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5.2. Determinacion de nitrato y nitrito en leche en polvo y
formulas infantiles mediante un sistema por Inyeccién

Secuencial en Flujo (SIA)

5.2.1. Antecedentes y consideraciones preliminares

Pocos articulos cientificos se han encontrado con métodos para la determinacion
de nitrato y nitrito en leche y derivados lacteos. Las técnicas de cromatografia
(Tanaka et al., 1981) y espectrofotométricas han sido propuestas para este fin ya
hace algunos afios (Bintoro, Cantin-Esnault y Alary, 1995).

Sin embargo numerosos trabajos reportan la determinacion de nitrato y nitrito en
muestras de aguas y algunas otras muestras medio ambientales utilizando
técnicas en flujo (Oms, Cerda y Cerda, 1995, Lapa et al., 2000, Kazemzadeh,

Enfasi, 2001, Ahmed et al., 2001, Brabcova, Rycchlovsky y Nemcova, 2003).

El antecedente mas reciente encontrado reporta la determinacion de nitrato y
nitrito en muestras de leche y quesos utilizando un sistema de inyeccidn
secuencial (Reis Lima et al., 2006). Este sistema es significativamente diferente al
sistema propuesto pero utiliza los mismos principios de la reaccion de Griess para
la determinacion.

El método oficial de la Federacion Internacional Lactea (ISO Standard 14673-
1:2001 / IDF Standard 189-1:2001, 2001) consiste en la determinacién
colorimétrica de nitrito, basada en el método de la reaccién con diclorhidrato de N-

(1-Naphtyl)etilendiamina y sulfanilamida. El nitrato es reducido a nitrito con una
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columna de cadmio y posteriormente determinado utilizando la misma reaccion
colorimétrica, los fundamentos de esta reaccion han sido explicados en el
Capitulo 3, item 3.3.3.1. En la norma mencionada esta prevista la posibilidad de
utilizar un método automatizado (Parte 2) con flujo segmentado (SFA) y un
sistema en flujo FIA (Parte 3).

A pesar de ser herramientas poderosas de automatizacion, y de presentar bajo
consumo de reactivos comparado con el método tradicional ambos, SFA y FIA,
aun requieren el pasaje continuo de reactivos. Estos reactivos se descartan entre
inyeccion e inyeccion. Ademas estos sistemas requieren el uso de bombas
peristalticas y tubos de bomba que deben ser reemplazados frecuentemente. SIA
ha demostrado amplias ventajas como se explicd en la seccion 3.2.4.

El método batch para la determinacién de nitrato, utilizado por las normas oficiales
ISO-IDF, es sumamente tedioso y lento no pudiéndose procesar mas de 3

muestras por hora.

286



Aplicacion de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del analisis quimico de la leche y
sus derivados.

5.2.2. Materiales, métodos e instrumentacion

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica.
Se utilizé agua purificada (ASTM Tipo 1), obtenida de un purificador Millipore (S&o

Paulo, Brasil) Simplicity 185 alimentado con agua destilada en destilador de vidrio.

Los reactivos fueron preparados segun los procedimientos oficiales para la
determinacioén de nitratos y nitritos en leche sin modificaciones (Panreac, 1999, pp
105).

Las disoluciones de trabajo de nitrato y nitrito fueron preparadas diariamente por
dilucion a partir de una disolucién stock de 100 mg.L”" NOs-N y NOx-N
respectivamente, a partir de nitrato de potasio y nitrito de potasio. El contenido de
nitrito de la disolucién stock fue determinado volumétricamente.

El reactivo de color se preparé agregando a 160 mL de agua 20 mL de acido
fosforico 85% (v/v) y 2 g de sulfanilamida hasta disolucion. Luego se agregé 0.2 g
de N-(1-naftil)-etilendiamina diclorhidrato y una vez disuelta se completé a 200 mL
con agua purificada. La disolucion fue estable hasta 1 mes conservada en frasco
de vidrio ambar y en heladera.

Tanto para la columna de Cd del dispositivo batch como para construir la
minicolumna se utilizaron granulos de cadmio cuyo tamario de particula fue 0.3-
1.6 mm (Fluka, Buchs, Suiza). Los granulos se cobrearon con una disolucién de
sulfato de cobre (1) al 2 % (m/v).

Para regenerar ambas columnas se hizo pasar a través de ellas una disolucién

preparada con 5 mL de una disolucion de acido elilendiaminotetraacético sal
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disédica 2- hidrato (EDTA) 3.4 % (m/v) y 2 mL de HCI 0.1 mol.L™" llevado a 100

mL con agua purificada.

Para el sistema SIA se utilizo una bomba de jeringa controlada por
microprocesador (Cavro, Sunnyvale, CA, USA, modelo XP-3000), con un
contenedor de 2.5 mL (capacidad de la jeringa). Se utiliz6 ademas una valvula
selectora Valco Cheminert (Houston, TX, USA) de 10 puertos con actuador
microeléctrico.

Las medidas se realizaron con un espectrometro visible Beckman B con celda de
flujo de 200 uL (1 cm de camino 6ptico). El mismo estaba dotado de electronica
modificada y de una salida analégica (3V a plena escala) proporcional a la
intensidad luminosa detectada.

Todas las conexiones y las bobinas de mezclado de tipo doble helicoidal fueron
construidos con tubos de Teflon PFA de 0.8 mm de diametro interno.

Se realiz6 el control del sistema y la adquisicién de datos con un PC (Pentium llI-
600 MHz) con dos puertos seriales y dotado de una interfase analdgica-digital
(A/D) de 12 bits (Measurement Computing CIO-DAS08Jr) y un programa

compilado en Visual Basic 6.

El programa permitioé controlar la bomba de jeringa y la valvula selectora mediante
los puertos seriales RS-232 y capturé los datos analdgicos provenientes del
espectrofotometro. Estos datos fueron escalados, transformados en absorbancia y
mostrados en pantalla en tiempo real. Los datos se guardaron en archivos de

formato ASCII en el disco duro.
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Para el procesamiento de datos se utilizé el programa Peak Simple (SR,
Torrance, CA, USA) (medida de altura de pico, suavizado, correccion de linea de
base). Se imprimié un reporte impreso en cada jornada de trabajo.

El método oficial se realizo6 tal cual se indica en la norma ISO-IDF (ISO Standard

14673-1:2001 / IDF Standard 189-1:2001, 2001).
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5.2.3. Diseino del sistema en flujo y optimizacion

En la figura 94 se muestra un esquema del sistema disefiado para la

determinacion de nitrato y nitrito en leche.

PC
RS-232 AD
s\ :
I‘.......’; D
. M Columna/cg ~ F-100em
: BLE0 e N ,‘L_: %3 N KRS :
D —(E)W W R1 !!5

- YA

|
! I
ST B

Bomba de
jeringa

Figura 94 — Esquema del sistema SIA para determinacion de nitrato y nitrito.

HC1 y HC2: bobinas de retencion, BM: bobina de mezcla, M: muestra, R1: reactivo de

desarrollo de color, D: descartes, V: valvula selectora.

El sistema se disefié de manera de poder realizar las determinaciones de nitrato y
nitrito de manera tal que cuando la muestra pasé a través de la columna de
cadmio se realiza la determinacion de NO3s+ NO3', y en el caso de solo mezclarse
con el reactivo de desarrollo de color se determind nitrito solamente. La
concentracién de nitrato puede por lo tanto determinarse realizando la diferencia
entre NO3+NOy y NO,. La determinacion colorimétrica de nitrito se realizo

midiendo la absorbancia del producto de reaccién del mismo con el reactivo N-(1-
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Naftil)etilendiamina y sulfanilamida a 540 nm. El nitrato se redujo en linea a nitrito
con una minicolumna de Cd y se determind posteriormente nitrito como ya se
explico.

En las figuras 95 y 96 se muestran fotografias del sistema disefiado.

Figura 95— Fotografia del sistema SIA para determinacién de nitrato y nitrito.

Figura 96 — Fotografia del sistema automatizado para determinacion de nitrato y

nitrito.
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En la figura 97 se muestra el dispositivo construido para la determinacién de
nitrato y nitrito segun el procedimiento oficial en batch (ISO Standard 14673-

1:2001 / IDF Standard 189-1:2001, 2001).

Figura 97 — Fotografia del dispositivo batch utilizado para la determinacion de

nitrato y nitrito.

Los principios de funcionamiento de un sistema SIA ya se explicaron en detalle en
la seccion 3.2.5.
Para la determinacion de nitrito se ejecuté via software la siguiente secuencia:

Paso 1: Se aspir6 agua hacia la bobina de retencion (HC1), 2.1 mL.
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Paso 2: Se aspir6 reactivo para el desarrollo de color hacia la bobina de retencion
(HC1), 167 pL.

Paso 3: Se aspiré muestra hacia la bobina de retencion (HC1), 83 L.

Paso 4: Se aspir6 reactivo para el desarrollo de color hacia la bobina de retencion
(HC1), 167 L.

Paso 5: Se invirti6 la direccion de flujo y se dispenso el contenido de la bobina
retenciéon (HC1), hacia el sistema de deteccién a través de una bobina de
mezclado (C1).

De esta manera en la bobina de retencion se tuvo:

Reactivo | Muestra | Reactivo

Esta secuencia tipo “sandwich” resulté mejor que simplemente aspirar un
segmento de muestra y reactivo ya que asegura un exceso local de reactivo.
ademas de esta forma la muestra se mezclé mejor con el reactivo y se obtuvo
mejor sensibilidad.

Tanto el tamafio de la muestra como el tamafio de los segmentos de reactivo se
optimizaron evaluando la respuesta obtenida en altura de pico para la
determinacion de nitrito en un rango de concentraciones de 0.084 - 1.01 mg.L™
(NO2-N). Dicha respuesta se evalu6é considerando la pendiente de la curva de
calibracién en este rango.

Luego de que se culmind la secuencia para la obtencion de un pico fue posible
mediante software programar la realizacién de varias repeticiones analiticas. Una
vez que se completd la secuencia para un nivel de concentracion se ejecutd una

secuencia “cambio de muestra” de manera de evitar efecto memoria (carry over).
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Para el disefio del sistema se realiz6 un exhaustivo trabajo para cronometrar los
tiempos de ejecucidén de cada etapa y asi definir los tamanos adecuados de la
bobina de retencion y largo de los tubos.

Para la determinacién de nitrato + nitrito se ejecuté via software la siguiente
secuencia:

Paso 1: Se aspir6 la muestra hacia la columna (C), 40 L.

Paso 2: Se aspiraron 250 uL de agua y se los dispensé hacia la columna (C) para
empujar la muestra y que la misma atravesara todo el largo de la columna de Cd
hasta llegar a HC2. En este mismo paso se invirtio el sentido del flujo y se aspiré
buffer del frasco al final de la columna (ver figura 94). De esta forma la muestra
volvié a pasar por la columna de reduccion. Este paso debid realizarse con una
velocidad muy lenta de la jeringa para que el sistema no colapsara.

Paso 3: Se aspird reactivo de desarrollo de color hacia la bobina de retencion
(HC1), 100 pL.

Paso 4: Se aspird la muestra (con el nitrato presente ya reducido a nitrito) desde
la posicion de la columna hacia la bobina de retencién HC1.

Paso 5: Se aspiré agua hacia el contendedor de la jeringa para luego impulsar el
contenido de la bobina de retencion hacia el detector.

Paso 6: Se dispensé el contenido de la bobina retencion (HC1), hacia el sistema

de deteccion a través de una bobina de mezclado (C1).

Mediante control con computador se pudo ejecutar la secuencia para la

determinacion de nitrito o la secuencia nitrato + nitrito.
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La velocidad de la jeringa en cada paso de una secuencia también se optimiz6 en
funcién de la respuesta obtenida y del comportamiento del sistema. Cuando la
velocidad de la jeringa fue muy rapida en algunos casos el sistema colapso
debido a la sobrepresion que se generd. También fue fundamental el estudio de la
velocidad con la que circuld el flujo a través de la columna debido al riesgo de
obstrucciéon de la misma. Se tuvo especial cuidado en que no se generaran
burbujas dentro del sistema.

Una secuencia tan compleja no habria podido desarrollarse si no se hubiera
contado con una bomba de jeringa tan versatil. Las bombas de jeringa Cavro
tienen la posibilidad de trabajar a diferentes velocidades de carga y dispensacion

y esto se pudo controlar via software.

Se construyé una minicolumna de vidrio (largo 50 mm, diametro interno 2.1 mm)
empacada con granulos de cadmio cuyo tamafo de particula fue 0.3-1.6 mm
(Fluka, Buchs, Suiza). Se muestra en la figura 98 una fotografia de la columna

construida.

Figura 98. Minicolumna de Cd construida en el laboratorio.
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Se programaron varias rutinas auxiliares de forma de realizar otras operaciones
en linea como ser cobreado de la minicolumna y acondicionamiento.

El procedimiento para el cobreado y acondicionamiento fue el mismo que utilizé la
norma oficial (ISO Standard 14673-1:2001 / IDF Standard 189-1:2001, 2001) pero

llevadas a cabo por el sistema SIA en forma automatica.

La eficiencia de reduccion de la columna se teste6 como parametro de control de
calidad de la determinaciéon. La eficiencia de reduccion se determind como el
cociente entre la absorbancia obtenida a partir de una disolucion de 5 mg.L'1 NO;-
N y una disolucién de igual concentraciéon de NO,-N. Cuando el resultado del
cociente multiplicado por 100 fue menor a 90%, la columna se volvié a cobrear y a

regenerar en linea.

296



Aplicacion de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del analisis quimico de la leche y
sus derivados.

5.2.4. Preparacion de las muestras

El muestreo y almacenamiento ya fue discutido en la seccion 5.1.2.3.

Las determinaciones analiticas se realizaron pesando una cantidad exacta de
aproximadamente 10 g de muestra homogeneizada como se describe en el
procedimiento oficial ISO-IDF (ISO Standard 14673-1:2001 / IDF Standard 189-
1:2001, 2001). Se precipitaron las proteinas y grasa y posteriormente se filtré con
un filtro de papel libre de nitrato. Para ello se pesaron exactamente 10 g de
muestra de leche en polvo en un recipiente de vidrio y con agitacion continua se
agregaron 164 mL de agua purificada a 50-55 °C. Se agregd a continuacion 6 mL
de una disolucién de sulfato de zinc hepta-hidratado 53.5 % (m/v), 6 mL de una
disolucién de hexaciano ferrato de potasio tri-hidrato 17.2 % (m/v) y 20 mL de una
disolucién buffer amoniacal pH 9.6 - 9.7. Luego de tres minutos de agitacion se
filtr6 con papel de filtro libre de nitrato.

El procedimiento para preparacion de las muestras no presentd diferencias
respecto al indicado en la citada norma.

El filtrado obtenido se dividi6 en dos porciones, una para la determinacion de
nitrato y nitrito por el método de referencia y la otra para la determinacion

mediante el método SIA propuesto.
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5.2.5. Resultados y discusion

5.2.5.1. Validacion

Todos los conceptos explicados en la seccidn 3.5 se aplicaron para la validacion.

Para evaluar la linealidad se midié un blanco y 8 disoluciones patrén en el rango
de 0.55 a 10 mg.L”" NOs-N y 0.084 a 1.01 mg.L" NO,-N. Los gréaficos de
calibracion se muestran en las figuras 99 y 100. En todos los casos las medidas
se realizaron por quintuplicado de forma de evaluar también la precision

instrumental.

Curva de calibracion N-NO;

H = 0.0503C - 0.0056

Altura de pico (absorbancia)

0-150 1 R? = 0.9995

0.100 -

0.050 -

0.000 - . . . .
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00

Concentracién mg.L™"

Figura 99 — Curva de calibracién para la determinacion de nitrato + nitrito.
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0.250 ~

0.200 ~

0.150 ~

0.100 A

0.050 ~

Curva de calibracion N-NO,

H = 0.2108C - 0.0066
R? = 0.9996

Altura de pico (absorbancia)

0.po

0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Concentraciéon mg.L™

1.20

Figura 100 — Curva de calibracién para la determinacion de nitrito.

La recta de mejor ajuste surgi¢ de tratamientos estadisticos y de la aplicacion de

un test de hipotesis (lack of fit). Los criterios aplicados ya fueron discutidos en la

seccion 3.5.

En las figuras 101 y 102 se muestra la respuesta no lineal

a bajas

concentraciones. Los limites de deteccién y cuantificacion fueron estimados

midiendo la dispersion del blanco (3s y 10s respectivamente) y refiriendola a la

curva de calibracion.

El limite de cuantificacion asi calculado coincide con el comienzo del rango lineal.
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Altura de pico (absorbancia)

Respuesta a bajas concentraciones N-NO;

0.014 -
0.012 -
0.010 -
0.008 -
0.006 -
0.004 A S

0.002 A

0.000 T T T

0.00 0.10 0.20 0.30

Concentracién mg.L"!

0.40

Figura 101- Estudio de la respuesta a bajas concentraciones para

determinacion de nitrato + nitrito.

Altura de pico (absorbancia)

Respuesta a bajas concentraciones N-NO,
0.012 -
0.010 -
0.008 -
0.006 -
0.004 -

0.002 -

0.000 T T T T
0 0.02 0.04 0.06 0.08

Concentracién mg.L"

0.1

Figura 102- Estudio de la respuesta a bajas concentraciones para

determinacion de nitrito.

la

la
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Registro de sefales-disoluciones patrén de nitrato

0.70 - 11.2mg.L"
0.60 -

0.50 -

040 | — 7.82mg L

0.30 -

0.20 -

Altura de pico (absorbancia)

0.10 -

Tiempo

Figura 103- Registro de sefiales de una curva de -calibracion para la
determinacion de nitrato+nitrito (se midieron patrones que solo contenian nitrato).

Las concentraciones se expresan en mg.L™" de nitrato como nitrégeno (NO3-N).

= PeakSimple for Windows =181x]

Ele  Edit Miew Acqustion Help

Figura 104 — Vista de impresion de pantalla de un registro de sefiales analiticas.
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No se conté con material de referencia certificado que informara valor de nitrato
en leche en polvo. Ademas como era esperable ninguna de las muestras contenia
niveles de nitrato y nitrito detectables.

Por lo tanto para evaluar la veracidad del método propuesto se realizaron
adiciones de nitrato y nitrito sobre las muestras (spiked samples). Se realizaron
dos adiciones de disolucion patron de nitrato y nitrito a dos niveles de
concentracion. Las alicuotas agregadas fueron: nitrato, C4 = 3.35 mg.L'1 NOs-N,
C2=5.58 mg.L™" NOs-N y nitrito, C1 = 0.10 mg.L™ NO,-N, C; = 0.20 mg.L™ NO,-N.
Estas adiciones fueron realizadas directamente a las muestras de leche, por lo
que formaron parte de la misma desde el comienzo del proceso de preparacion de
muestra hasta la determinacion analitica final. El nivel de concentraciones
seleccionado se corresponde con niveles menores a aquellos que pueden afectar
la salud humana. Esto es importante pués se busca que el método sea eficiente
para detectar y cuantificar con exactitud dichos niveles.

Se calculd la recuperacion (%) para el método SIA como: [(S2-S1)/ (C2-C+)] x100.
siendo C4 y Cz: concentraciones adicionadas, Sq, S,: valores encontrados para
muestras en el nivel de adicion C4 y C, respectivamente.

En la figura 105 se muestra el registro de sefales analiticas correspondientes a
patrones de calibracién y una muestra sin adicion (Co) y con la doble adicion (Cq y
Co).

Este procedimiento también se realizé6 empleando el método de referencia en
batch. Los resultados obtenidos por ambos métodos fueron comparados

estadisticamente.
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Figura 105 — Registro de sefales analiticas para la determinacion de nitrito.
Patrones de calibraciéon y una muestra con las respectivas adiciones. C,: sin
adicion de patron, Cq: adicién de 0.10 mg.L™ NO,-N, C,: adicion de 0.20 mg.L™" NO,-N.
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5.2.5.2. Cifras de mérito

Tabla 14. Resultados de la validacion para la determinacién de nitrato y nitrito

Nitrato

Nitrito

Parametro

Nitrato (NOs-N)

Nitrito (NO2-N)

Limites, disolucion

LD (mg.L™"), (3 6/m, n = 10) 0.17 0.025
LC (mg.L™"), (10 o/m, n= 10) 0.55 0.084
Limites, muestras reales

LD (mg.kg™"), (3 o/m , n = 5) 0.32 0.05
LC (mg.kg™"), (10 o/m, n = 5) 1.08 0.17
Precision (s/(%), n=5) 1.5-3.0 08-16

Rango lineal (mg.L™)

0.55-10.0 (r*>0.999)

0.084 - 1.01 (r*>0.999)

Frecuencia de muestreo
(hora™)

30

80

LD = limite de deteccién, LC = limite de cuantificaciéon, m = sensibilidad (pendiente de la

curva de calibracién). LD and LC calculados para muestras reales.

A cada muestra se le realizd el procedimiento de preparacion segun la norma

oficial IDF ya citada por triplicado. El andlisis de cada muestra consistié en la

determinacién de nitrato y nitrito en las tres fracciones Co, Cy y C, como ya se

explico.
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Tabla 15 - Determinacion de nitrato y nitrito: veracidad

(a) Veracidad: experimentos de recuperacion

Método Oficial SIA SIA
Analito Recuperacién
Muestra Concentracién encontrada para el (%)
(o]
nivel de adicién C, (mg.L™")
Férmula Infantil Nitrato 5.555 5.573 99.8
A Nitrito 0.203 0.208 105.9
Férmula Infantil Nitrato 5.430 5.617 100.6
B Nitrito 0.202 0.209 103.7
Férmula Infantil Nitrato 5.520 5.533 93.8
para ninos de
Nitrito 0.201 0.186 92.0
0 a 6 meses
Férmula Infantil Nitrato 5.416 5.380 96.3
para nifios de
Nitrito 0.199 0.210 104.3
6 a 12 meses
Leche en polvo Nitrato 5.620 5.800 100.6
descremada Nitrito 0.200 0.191 94.6
Nitrato 5.632 5.643 106.9
Leche en polvo
Nitrito 0.211 0.219 108.5

(a) Experimentos de Recuperacion para muestras comerciales llevados a cabo luego de
la adicion (spike) de cada uno de los analitos.

Recuperacion (%) para el método SIA calculado como: [(S2-S4)/ (C2-C4)] x100. R: media
de recuperacion para las muestras. C4, C,: concentraciones adicionadas. Nitrato, C4 =
3.35 mg.L”" NOs-N, C, = 5.58 mg.L”" NOs-N. Nitrito, C; = 0.10 mg.L”" NO,-N, C, = 0.20
mg.L”" NO,-N. S;, S,, valores encontrados para muestras en el nivel de adicién C; y C,

respectivamente.

305



Aplicacion de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del analisis quimico de la leche y

sus derivados.

Tabla 16 - Determinacion de nitrato y nitrito: veracidad prueba de significancia “t”

Ho: R =100%
Ha: R # 100%

Prueba t para recuperaciones (Miller y Miller, 1993, pp 44)

(o = 0.05, n = 5)

Parametro Nitrato (NO3-N) Nitrito (NO2-N)
t — critico (o = 0.05, n = 5) 2.57 2.57
t - experimental
-0.19 0.55

(b) Veracidad: comparacion con el método de referencia: prueba t para las
diferencias (Miller y Miller, 1993, pp 44)

(2=0.05, n = 5)

Ho:d=0
Ha: d# 0
Parametro Nitrato (NO3-N) Nitrito (NO2-N)
t - critico (a=0.05, n = 5) 2.57 2.57
t - experimental 157 021

(b) Resultados de la prueba “t” de Student donde se compara la media de los valores

obtenidos por el método propuesto y el de referencia ISO-IDF (ISO Standard 14673-
1:2001 / IDF Standard 189-1:2001, 2001) para el nivel de adicion C,. d: diferencia entre

promedio de los resultados obtenidos por el método SIA y él de referencia para todas la

muestras ensayadas.
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5.2.6. Conclusiones

Se disefd y valido un método para la determinacidn de nitrato y nitrito en leche en
polvo vacuna y formulas infantiles.

El mismo fue eficiente y rapido para dicha aplicacion y permitié realizar en linea la
regeneracion y cobreado de la minicolumna. El método desarrollado arrojo

resultados equivalentes al método oficial.

La determinacién de nitrato y nitrito en leche utilizando la técnica en flujo SIA
presenté las ventajas de un sistema automatizado. El mismo presenté mayor
productividad que el método oficial ademas del menor consumo de reactivos y

muestra con la consiguiente generacion de menor cantidad de residuos quimicos.

Nota del autor:

Los resultados obtenidos del disefio y validacion del sistema en flujo SIA para la deteminacion de
nitrato y nitrito en leche en polvo y férmulas infantiles fueron difundidos segun se detalla a
continuacion:
o “Determination of nitrate and nitrite in milk powder and infant formula using a sequential
injection analysis (sia) system”. 14° Encontro Nacional de Quimica Analitica realizado del 7
al 11 de octubre de 2007 en Jo&o Pessoa, San Pablo, Brasil (se present6 un poster).

El resumen y facsimil del péster se muestran en el Anexo II.
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5.3. Determinacion de selenio total en leche en polvo y
formulas infantiles utilizando diferentes técnicas de

analisis en flujo

5.3.1. Antecedentes y consideraciones preliminares.

En las secciones 3.1.5 y 3.1.7 se explico la importancia de la determinacién de
selenio en leche y en férmulas infantiles. En esta seccion se hara mayor hincapié
en las técnicas utilizadas para su determinacién y en los antecedentes de

mineralizacion de muestras de leche para este fin.

Existen varias técnicas adecuadas para la determinacién de selenio total. Las
cuatro mas importantes para la determinacion en leche son: activacion neutrénica
(Instrumental Neutron Activation Analisis, INAA), espectrofluorimetria (del inglés
SPF), cromatografia de gases (CG) y absorcion atomica (AAS) (Alaejos y Diaz

Romero, 1994).

La activacion neutrénica no es una técnica que pueda aplicarse en cualquier
laboratorio, en general es usada para las determinaciones de selenio en
materiales de referencia certificados como un método alternativo y para controles
interlaboratorio. Tiene la ventaja de ser una técnica no destructiva pero los limites
de deteccion suelen ser mayores que para otras técnicas (Alaejos y Diaz Romero,
1994, Foster y Sumar 1995).

La espectrofluorimetria es recomendada en el boletin de la Federacién

Internacional de Productos Lacteos (IDF) como método oficial (Bulletin of the
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Internacional Dairy Federation N° 278/1992), y en la edicion de AOAC 1996
también se establece como método de referencia (lhnat, 1996), por lo que ha sido
bien estudiado. El método se basa en la medida de fluorescencia del piazselenol
derivado del selenito. Este compuesto se forma a partir de selenito y DAN (2,3-
diaminonaftaleno). El limite de deteccién es del orden de 0.2 ug.L”, lo que es
adecuado para estas determinaciones, pero involucra, una etapa de pre-reduccién
y extraccion del complejo en un disolvente organico asi como instrumental
especial (Alaejos y Diaz Romero, 1994, Foster y Sumar 1995).

Otro método que involucra la formacion de piazselenol utiliza DAB (3,3-
diaminobenzidina), este método tiene también etapas de extraccién y solamente
la etapa de desarrollo de color tarda unos 50 minutos. (Marczenko y Balcerzak,

2000, pp380).

Como ejemplo de determinacion de selenio mediante cromatografia de gases se
puede citar el método basado en la complejacion selectiva de selenio para formar
el piazselenol. Este se extrae hacia una fase organica antes de inyectarse en el
cromatografo. Se utiliza en este caso un detector de captura electrénica (Foster y
Sumar, 1995).

También se puede realizar la determinacion mediante la técnica de HPLC
utilizando un detector de fluorescencia. Los métodos cromatograficos son una

interesante alternativa para realizar estudios de especiacion de selenio en leche.

La determinacidn de selenio total en leche a niveles de trazas y ultratrazas se

realiza frecuentemente mediante espectrometria de absorcion atémica
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electrotérmica (ET-AAS) (Aleixo y Nobrega, 2003, Paiva de Oliveira et al., 2005,
Sola-Larranaga, Navarro-Blasco, 2009). Otra técnica popular es la espectrometria
de absorcion atomica con generacion de hidruros (HG-AAS) (Dédina, 1999,
Mindak y Dolan, 1999, Mufiz-Naveiro, 2005). Esta técnica es adecuada y ademas
presenta algunas ventajas importantes, entre ellas el hecho de ser una técnica
que involucra la separacion del analito de la matriz lo que reduce el nimero de
interferencias que puede presentar.

La generacion de hidruros se puede acoplar a la fluorescencia atomica (HG-AFS),
cuando se requieren limites de deteccibn muy bajos, sin embargo no es una
técnica disponible en muchos laboratorios.

Como ya se explicd en la seccion 3.3.2 la generacién de hidruros puede realizarse
en batch o automatizarse empleando diferentes sistemas en flujo.

Los sistemas en flujo continuo han sido utilizados ampliamente y existen varios
modelos comerciales con accesorios para la generacion de hidruros desde hace
ya mas de 20 afios (Danby y Shaw, 1990, Van Dael y Barclay, 2006, PerkinElmer,
2000 y 2009).

La automatizacion mediante la técnica de inyeccion en flujo (FIA), es también util
y fue utilizada para este propdsito, se han publicado varios articulos que reportan
el acoplamiento de FIA a la generacion de hidruros con excelentes resultados
(FIA-HGAAS) (Muniz-Naveiro et al., 2005, Zhang y Adeloju, 2008).

También se han acoplado las técnicas de flujo continuo y FIA al sistema de
deteccion de fluorescencia atémica (FIA-AFS) (Cava-Montesinos et al., 2004,

Mazej et al., 2004, Muhiz-Naveiro, 2006).
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En menor extension aparecen algunos trabajos que acoplan sistemas en flujo a
espectrometria atomica de emision (HG-ICP-OES) (Moyano et al., 1997,

Etxebarria et al., 2005).

La gran mayoria de los trabajos publicados presentan métodos para la
determinacién de selenio total y las especies selenito y selenato. Muy pocos
trabajos reportan la determinacion de compuestos organicos de selenio
(Pyrzynhska, 1998).

En esta tesis se evalu6 el desempeno de tres sistemas en flujo (CF, FIA, MCFA)
en forma cronoldégica de manera de ir investigando las ventajas que las técnicas
en flujo mas modernas podian proporcionar. Esto simulé en cierta forma la
evolucion histérica de las técnicas, aunque hoy en dia todas ellas se siguen
utilizando.

Todos los sistemas en flujo se acoplaron a la deteccion mediante absorcion
atomica con generacion de hidruros, lo que permitio la determinacion de selenio
como Se(lV) que es la especie que puede detectarse como SeH,. El Se(lV)
provino de una reduccién cuantitativa del selenio total inorganico presente en la
matriz luego de la mineralizacion.

El analisis en flujo multiconmutado (MCFA) es una técnica emergente basada en
redes construidas en torno a valvulas solenoide como ya se explicé en la seccion
3.2.3. El antecedente mas parecido fue reportado por Rédenas-Torralba et al.
quienes disefaron un sistema multiconmutado para la determinacion de teluro en
leche pero lo acoplaron a deteccion mediante fluorescencia atdmica (Rdédenas-

Torralba et al., 2004).
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También Cerda et al. han publicado un trabajo que menciona el uso de sistemas
multiconmutados para la determinacion de arsénico con generacion de hidruros
mediante absorcion atomica, pero se trata de sistemas combinados con otra
técnica denominada de multijeringa (Cerda et al., 2007).

No fueron encontrados otros antecedentes sobre sistemas multiconmutados para

esta aplicacion en particular.

La preparaciéon de la muestra es crucial en esta aplicacion. Numerosos trabajos
proponen diferentes tratamientos de preparacion para leche fluida y leche en
polvo.

Muchos de esos tratamientos utilizaron acido perclérico (Foster y Sumar, 1995,
Bohrer et al., 2007) dado que los resultados evaluados como recuperacion de
selenio fueron muy buenos. Sin embargo el uso del acido percldrico es riesgoso y
tiene un uso restringido en muchos laboratorios por lo que otras alternativas se
han desarrollado para la mineralizacién.

Diversas mezclas que involucran HoSO4/HNO3/H20, 0 HoSO4/HNO3 0 HNO3/H202
han sido utilizadas con éxito para la mineralizacién de leche fluida y en polvo ya
sea en sistemas abiertos o utilizando microondas (Mindak y Dolan 1999, Mazej et

al., 2004, Rédenas-Torralba, 2004, Mufiz-Naveiro, 2006).

Todos los tratamientos que utilizan HNO3 y otros agentes oxidantes dejan el
selenio como Se(VI). Debido a esto la determinacion que se realiza es la de
selenio total. Por lo tanto posteriormente se debe realizar otro tratamiento (pre-

reduccion) para reducir el Se(VI) a Se(IV) que es la especie que puede detectarse
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mediante HG-AAS (o HG-AFS) ya que luego de la preparacién de la muestra no
es posible determinar Se(IV).

Varias alternativas se encuentran en la literatura para la etapa de pre-reduccion,
las mas comunes utilizan HCI y calentamiento de las muestras en un rango de
temperaturas de 70 a 100°C durante 20 - 40 min, algunos de estos
procedimientos son descritos en métodos de referencia (Danby y Shaw, 1990,
Clesceri et al., 1998, p. 3-59, Mazej et al., 2004, PerkinElmer, 2009).

El uso de HNO; concentrado en las mineralizaciones trae otros incovenientes
debido a que en la etapa de pre-reduccion se forma nitrito que es una importante
fuente de interferencia en la determinacion analitica de especies que forman
hidruros.

El nitrito puede formar 6xidos de nitrégeno que causan una supresion de la senal
generada por el hidruro de selenio al reaccionar con éste (se explicd este tipo de
interferencia en la seccion 3.3.2). Para vencer esta interferencia se ha propuesto
el uso de varios compuestos entre ellos sulfanilamida, acido sulfamico y urea
(Cutter, 1983, Lopes Nunes et al., 2005, Bohrer et al., 2007, Muhniz-Naveiro et al.,
2006). En particular Lopes Nunes et al. compararon el efecto de varios de estos
compuestos evaluando cuanto decaia la sefial del hidruro de selenio en presencia
de nitrito y oxidos de nitrégeno volatiles. Estos autores reportaron que el acido
sulfamico fue el reactivo mas eficiente para vencer esta interferencia (Lopes

Nunes et al., 2005).

Mas recientemente se han reportado tratamientos de muestra sencillos y rapidos

que producen una emulsion (slurry samples). El tratamiento involucra el agregado
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de algun acido (o agua regia) a la porcion de muestra, un agente antiespumante y
posterior aplicacién de utrasonido. La emulsion resultante luego pasa a la etapa
de pre-reduccion (Vinas et al., 1999, Rdédenas-Torrealba et al., 2004, Cava-

Montesinos et al., 2004).

No se esperaba se pusieran en evidencia interferencias debidas a la presencia de
metales de transicibn en la matriz leche. Esto es debido a las bajas
concentraciones de los potenciales interferentes, este hecho ha sido confirmado
en la literatura (Pierce y Brown, 1976, Brown et al. 1981, Foster y Sumar, 1996,

Mindak y Dolan, 1999).
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5.3.2. Desarrollo de un sistema de analisis por inyeccion en flujo
(FIA)

5.3.2.1. Materiales, métodos e instrumentacion

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica. El reductor fue
tetrahidroborato de sodio (calidad para generacién de hidruros) Fluka.
Diariamente se prepard una disolucion de NaBH4 cuya concentracion dependia
de la que etapa del proceso de optimacion en que se estuviera (varié en un rango
de 0.2 a1 % (m/v)) en NaOH 0.05% (m/v).

Se utilizé agua purificada (ASTM Tipo 1), obtenida de un purificador Millipore (Sao
Paulo, Brasil) Simplicity 185 alimentado con agua destilada en destilador de vidrio.
La disolucion patron stock de selenio de concentracion 1000 mg.L™" se prepard a
partir de selenio metal (Aldrich, 99.99%), disuelto en acido nitrico y se llevo a
volumen final con acido clorhidrico al 10% (v/v). Se prepard diariamente una
disolucién intermedia (0.8 mg.L'1) realizando diluciones sucesivas a partir del
patron stock con &cido clorhidrico 1.5% (v/v). Todas las disoluciones de
calibracion se prepararon a partir de la disoluciéon intermedia.

Para el sistema en flujo se utilizd una bomba peristaltica multicanal Gilson
(Villiers-le-Bel, Francia) Minipuls 2, con tubos de Tygon o Viton dependiendo el
reactivo que circule por ellos. Para HCI se utilizé6 tubos de Viton para el resto
tubos de Tygon.

Para inyeccion de la muestra en el sistema FIA se utilizé una valvula Valco

Cheminert de 6 puertos con actuador microeléctrico, controlada con un PC
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mediante un programa escrito en lenguaje QuickBasic 4.0 bajo DOS 6.0, via
puerto serial RS232.

Todas la conexiones y las bobinas de mezclado de tipo doble helicoidal fueron
construidos con tubos de Teflon PFA de 0.8 mm de diametro interno.

Se trabajo con dos separadores gas-liquido de vidrio del tipo hidrostatico en forma
de U, uno fue construido en el taller de vidrio de la Facultad de Quimica (se
muestra en la figura 48 de la seccion 3.3.2).El otro era parte de un sistema
automatico generador de hidruros comercial (GBC modelo HG3000, se muestra

en la figura 49 de la seccién 3.3.2).

Como gas portador se utilizé nitrégeno (seco y purificado mediante una trampa
combinada con Drierite/ tamiz molecular)

Las medidas se realizaron en un espectrometro de absorcion atomica Perkin-
Elmer (Norwalk, CT, USA) modelo 5000, provisto de un quemador de 10 cm
(lama aire-acetileno) y una celda de atomizacion de cuarzo en forma de T
(Precision Glassblowing, Centennial, CO, USA), y se operd a 196.0 nm longitud
de onda correspondiente a la linea analitica de selenio. La fuente utilizada fue una
lampara de catodo hueco de emisién intensificada Photron tipo “Superlamp”
(Narre Warren, Australia) que fue utilizada siguiendo las recomendaciones del
fabricante.

La adquisicion de datos se realiz6 conectado a una salida analdgica del
espectrometro un registrador Cole Parmer® mediante un conector (1 V a plena
escala). El registro de datos se realizé6 en papel durante la primera etapa del

trabajo. Posteriormente la senal analitica (absorbancia), se obtuvo de dicha salida
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analdgica del espectrometro mediante un conector (1 V a plena escala) y se
digitalizé via una interfase analdgica-digital Measurement Computing, (Norton,
MA, USA) de 12 bits (modelo USB 1208LS) conectada a un puerto USB y oper6 a

una frecuencia de muestreo de 1 s™.

Otros instrumentos utilizados fueron: balanza analitica (Precisa XB 220 A, minima
division 0.1 mg) y placa calefactora con agitador magnético (Thermolyne modelo

Nuova).

Calibracion

En el trabajo de rutina las disoluciones de calibracion se prepararon en el rango
de 2.0 a 10.0 pg.L'1. Se realiz6 una toma exacta de alicuotas de la disolucion
intermedia de 0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 mL. A cada una de las tomas se le agrego en
erlenmeyer 20 mL de agua y 10 mL de acido clorhidrico concentrado . Cuando se
realizé la validacion se prepararon disoluciones en el rango de 2.0 a 50.0 pg.L™".
La mezcla se calentdé en una placa calefactora durante 1 hora a ebullicién
controlada para completar la reduccion de Se(VI) a Se(IV). Luego de este paso de
pre-reduccion se dejé enfriar a temperatura ambiente y se completé el volumen a
30 mL con agua (pre-reduccion segun APHA, Clesceri et al., 1998, p. 3-59).

Para la validacion se utilizo material de referencia certificado de leche
descremada (NIST 1549, Non-Fat Milk Powder) y férmula infantil (NIST 1846

Infant Formula).
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Todo el material de vidrio se traté con acido nitrico 10% (v/v), para su

descontaminacion y antes de usarlo se lavd exhaustivamente con agua destilada.
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5.3.2.2. Diseio de los sistemas en flujo y optimizaciéon

Sistema en flujo continuo

El primer sistema construido fue un sistema de flujo continuo, similar a los
sistemas comerciales. El esquema del mismo se muestra en la figura 106, donde
una bomba peristalitica impulso el flujo de tres lineas (muestra, NaBH4 y HCI). La
muestra acida (fue tratada con HCI en la etapa pre-reduccién, fuera del sistema
en linea) se mezclé con una corriente de flujo constante de HCI mediante una
confluencia en forma de “T”, posteriormente se mezcld con una corriente de flujo
constante de NaBH4 en un segundo punto de confluencia también en forma de
“T”. El liquido avanzé y paso por una bobina de mezclado doble helicoidal, lo que
favorecio el mezclado. Como a esta altura se generaban muchas burbujas debido
a la descomposicion de NaBH4, se produjo un flujo segmentado.

La bobina de mezclado retraso la llegada de la muestra al atomizador, esto fue
conveniente para dar tiempo suficiente a la liberacion del hidruro.

El gas portador utilizado fue nitrégeno y la corriente del mismo fue introducida a
favor de la corriente de flujo luego de la bobina de mezclado.

El liquido y el gas se separaron en el separador gas-liquido en forma de U, dando
lugar a dos flujos de salida, el del hidruro gaseoso con hidrégeno y el gas portador
fluyendo hacia el atomizador/detector, y el del efluente liquido que iba hacia un

descarte.
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Celda de
cuarzo
Medida EAAHG

Separador
muestra Bobina de Gas-
mezclado liquido
\ AAAA
HCI /
\
N2 A W
NaBH4

Bomba peristaltica

Figura 106- Esquema del sistema en flujo continio para la determinacion de
selenio (EAAHG= Espectrometria de absorcion atémica con generacion de

hidruros, W= descarte).

Este fue el primer sistema en flujo con separacién-gas liquido disefado en
nuestro laboratorio. Por lo tanto los caudales y concentraciones de HCl y NaBH,
se fueron probando tomando como referencia los manuales de los sistemas
continuos comerciales (Danby y Shaw, 1990, Hageman, 2002, PerkinElmer,
20009).

Estas pruebas permitieron adquirir experiencia en el comportamiento y
desempeno de este tipo de sistemas, pero el sistema de flujo continuo no llegoé a
operar bajo condiciones totalmente optimizadas.

Las condiciones experimentales ensayadas se resumen en la tabla 17, donde el
parametro evaluado para determinar las condiciones éptimas fue la altura de pico
(absorbancia) de la sefial generada a partir de una disolucion de selenio de

8 ugL™'y la forma del pico observada.
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Tabla 17- Resumen de las condiciones ensayadas en el sistema de flujo continuo.

En todos los experimentos el flujo de HCI y el de NaBH4 fue 1 mL/min.

Absorbancia
Largo del . y
Flujo de gas Flujo de | Concentracion | Concentracion disolucion
) reactor de
Experimento portador muestra de NaBH4 de HCI Se(lV)
mezclado ] ) 1
(cm) (mL/min) (mL/min) (% (m/v)) (% (vIv)) 8 (ug.L™)
cm
(n=3)
1 50 200 9.1 0.5 30 0.050
2 100 200 9.1 0.5 30 0.050
3 50 200 4.4 05 30 0.030
4 100 200 4.4 0.5 30 0.030
5 50 200 9.1 1 30 0.045
Picos muy
6 50 70 9.1 0.5 30
anchos

Como se observa en la tabla 17 las condiciones del experimento 1 y 2 fueron las

mejores.

Todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando el separador gas liquido de

vidrio en forma de U disefiado en el laboratorio. En la figura 107 se muestra dicho

dispositivo con las dimensiones reales.

(a) 0 Amlzzn
A
-
uQuID
- )

LUQuIo

TO WASTE

W

Figura 107- Separador gas-liquido. Se muestra una escala que indica las

dimensiones reales.
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No se continué trabajando con este sistema debido a que no tenia ninguna
innovaciéon respecto a los sistemas en flujo continuo comerciales y consumia
mucha cantidad de muestra y reactivos. Sin embargo sirvié como punto de partida
para disefar un sistema FIA, ya que las condiciones del experimento 1 antes
mencionados (tabla 17) fueron datos importantes para comenzar a trabajar con
un nuevo disefio. No se utilizé una bobina de mezclado de 100 cm como indica el
experimento 2 ya que no habia ganancia en la sensibilidad y aumentaba la

dispersion.

Sistema de inyeccion en flujo (FIA)

La figura 108 muestra el esquema del sistema FIA disefiado. En este tipo de
sistema la muestra se introduce en la corriente de flujo de un portador mediante
una valvula inyectora de dos posiciones. La forma de funcionamiento de éstas
valvulas y como se introduce el volumen de muestra (loop) al sistema fue
explicado en la seccién 3.2.2.

La valvula inyectora (Valco Cheminert) de 6-puertos con actuador microeléctrico
se controlé con un PC mediante un programa escrito en lenguaje QuickBasic 4.0
bajo DOS 6.0, via puerto serial RS232. De esta forma se programdé el tiempo de
carga del loop y posterior inyeccidn de la muestra cambiando la posicién de la
valvula en forma automatica. Una vez que termino de registrarse la sefial analitica
(senal transitoria en forma de pico) y que habia retorno a la linea de base
comenz6 nuevamente el ciclo, el numero de inyecciones consecutivas que se

quisieran realizar también se ingres6 en el menu del programa.
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La senal analitica (absorbancia), se obtuvo de una salida analégica del
espectrometro y digitalizada via una interfase analdgica-digital que operé a una
frecuencia de muestreo de 1s™.

Para la adquisicion de datos se desarrollé un programa compilado en Visual Basic
6.0 (Microsoft) usando el programa Softwire 3.1 (Measurement Computing). Los
datos se guardaron en archivos formato ASCIlI y posteriormente se utilizo el
programa Peak Simple (SRI, Torrance, CA, USA), para procesar los datos
(medida de altura de pico, suavizado, correccion de linea de base) que se

imprimieron para su almacenamiento.

Celda de cuarzo
Medida EAAHG

Muestra

Bobina de
Valvula inyectora mezclado 50 cm Separador
Gas-liquido
O
N> w

NaBH,4

Bomba peristaltica

Figura 108- Sistema FIA para la determinacién de selenio. (EAAHG=

Espectrometria de absorcién atdmica con generacion de hidruros, W= descarte).

Este sistema comenzé trabajando con las siguientes condiciones experimentales
ya probadas para el sistema de flujo continuo que resultaron aceptables:

Flujo de HCI: 1 mL/min
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Flujo de NaBH4: 1 mL/min

Flujo de N2: 200 mL/min

Concentracion de HCI: 30 % (v/v)

Concentracion de NaBHa: 0.5 %( v/v)

Bobina de mezclado: 50 cm (i.d: 0.8 mm)

El loop de muestra fue de 100 cm (i.d: 0.8 mm), por lo tanto en volumen de
muestra fue de 500 pL.

Se continud trabajando con un patrén de 8 ug.L” de Se(lV) (proveniente del
tratamiento de pre-reduccion) para poder comparar las respuestas (altura de pico
(absorbancia)) obtenidas respecto al sistema en flujo continuo. El resultado fue
que la absorbancia en estas condiciones experimentales cayé 5 veces
(absorbancia= 0.010).

Aun con baja sensibilidad se realizé una curva de calibracion en el rango de 0-30
ng.L”", con 5 niveles de concentracion, obteniéndose una linealidad aceptable

segun inspeccion visual (r > 0.99) y un s, (%) mejor que 7.

El uso de acidos en el laboratorio es un tema delicado, los vapores acidos afectan
no solo al operador sino al ambiente. En nuestro caso pesar de haber utilizado
siempre los extractores de aire, los equipos y material de laboratorio comenzaron
a mostrar sefiales de corrosion. Esto llevo a buscar alternativas para disminuir la
concentraciéon del acido usado como portador cuando se comenzé con la

optimizacién rigurosa.
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Para la optimizacion se planificaron experimentos multivariantes (central
compuesto), (Massart et al., 1997, pp 711) y algunos experimentos univariantes

(pocos experimentos para obtener conclusiones rapidas).

En la tabla 18 se muestra la influencia del caudal de portador (HCI), agente
reductor (NaBH,4) y largo de la bobina de mezclado, sobre la altura de pico
(absorbancia) de una disolucion de Se(lV) de concentracion 50 ug.L™". En este
experimento las variables que se mantuvieron fijas fueron: concentracion de
NaBHs 0.2% (m/v) concentracién de HCI 10% (v/v), loop 100 cm (500 uL de
muestra), flujo de nitrégeno 200 mL/min.

Las concentraciones de HCI y NaBH, se cambiaron respecto al sistema en flujo
continuo, considerando las condiciones indicadas por el método de referencia
manual de APHA (Clesceri et al., 1998, p. 3-59) ya que econdmicamente eran
mas convenientes, y el sistema comenzaba la etapa de optimizacion por lo que

solo eran condiciones de partida que luego fueron optimizadas.

Tabla 18. Estudio de influencia de variables del sistema FIA. Disefio multivariante.

Absorbancia
) Flujo HCI Flujo NaHB, Largo bobina de . .
Experimento disolucion Se(1V)
(mL/min) (mL/min) mezclado (cm) 4
50 pg.L” (n=3)

1 1.3 1.7 150 0.044
2 29 3.6 150 0.069
3 3.5 4.5 50 0.076
4 1.3 1.7 100 0.047
5 29 3.6 100 0.069
6 22 2.8 100 0.062
7 3.5 4.5 100 0.072
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De acuerdo a los resultados de la tabla 18, el experimento 3 determiné que las
mejores condiciones fueron: bobina de mezclado 50 cm, flujo de portador 3.5
mL/min y flujo de reductor 4.5 mL/min.

Para completar la optimizacién final se planific6 un disefio experimental central
compuesto de 4 variables y 3 niveles.

En la tabla 19 se muestran los 3 niveles de las variables a estudiar, en este
experimento se mantuvo un reactor de 50 cm, flujo de nitrégeno 200 mL/min, y

volumen de muestra 500 pL.

Tabla 19- Variables y niveles para el disefio de optimizacion del sistema FIA.

Variable Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Flujo HCI (mL/min) 1.3 2.8 5.9
Flujo NaBH, (mL/min) 1.7 3.7 4.5
Conc. HCI %(v/v) 5 15 30
Concentraciéon de NaBH,
0.1 0.2 0.5
% (m/v)

En la tabla 20 se muestran los resultados de los 17 experimentos del disefio
propuesto. ElI experimento numero 10 resultdé ser el 6ptimo, esto significd una
disminucién muy significativa de la concentracién de HCl y de NaBH,4 respecto a

las condiciones iniciales.
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Tabla 20- Disefio experimental compuesto, 4 variables y 3 niveles.

_ Concentracion Absorbancia
. Flujo Conc.
_ Flujo HCI de NaBH, disolucién
Experimento NaHB,4 HCI p
(mL/min) _ (% (m/v)) en | Se(lV) 50 ug.L
(mL/min) Y% (vIv)

NaOH 0.05% (n=3)
1 1.3 1.7 0.1 0.076
2 1.3 1.7 0.5 0.069
3 1.3 1.7 30 0.1 0.081
4 1.3 1.7 30 0.5 0.070
5 1.3 4.5 0.1 0.065
6 1.3 4.5 0.5 0.043
7 1.3 4.5 30 0.1 0.066
8 1.3 4.5 30 0.5 0.044
9 2.8 3.7 15 0.2 0.167
10 5.9 1.7 5 0.1 0.222
11 5.9 1.7 5 0.5 0.208
12 5.9 1.7 30 0.1 0.205
13 5.9 1.7 30 0.5 0.200
14 5.9 4.5 0.1 0.162
15 5.9 4.5 0.5 0.112
16 5.9 4.5 30 0.1 0.170
17 5.9 45 30 0.5 0.115

Una vez alcanzadas las condiciones

muestreo fue 70 hora™.

Optimas de trabajo, la frecuencia de
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5.3.2.3. Preparacion de las muestras

Todo lo explicado en la seccion 5.1.2.3 respecto al muestreo, manipulacion y
conservacion de la leche en polvo y férmulas infantiles se aplicé también para la
determinacion de selenio. El material de referencia certificado fue manipulado de

misma manera que se indico en las secciones 5.1.2.3y 5.2.4.

Para la determinacion de selenio no es viable realizar una calcinacion via seca, (el
selenio es un elemento volati y se perderia en el tratamiento a altas
temperaturas), por lo que solo se consideraron las alternativas de mineralizacién

via humeda.

La preparacion de la muestra también debid ser optimizada. Dicha optimizacion
comenzo6 cuando las determinaciones de selenio se estaban realizando con el
sistema en flujo FIA, y se completdé cuando ya estaba funcionando un sistema en
flujo multiconmutado (MCFA). Por este motivo y como se discutira en la seccién
5.3.2.5, se realizaron diferentes tratamientos de muestra hasta obtener resultados
satisfactorios que se describiran en esa seccion. Pero el procedimiento final
utilizado para determinacién de selenio en todas las muestras se describira en la

seccion 5.3.3.3.

La preparacion de la muestra debe ser cuidadosa. La materia organica es una
interferencia importante en la determinaciéon analitica y en la preparacion de la

muestra hay riesgo de pérdidas de analito.
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Las primeras pruebas consistieron en mineralizar muestras de material de
referencia leche descremada (NIST 1549, Non-Fat Milk Powder).

Se digirieron 2 g de la muestra en placa calefactora a 120°C (digestion abierta),
con agregado de 9 mL de HNO; concentrado y 11 mL de H»0, 30% (v/v), durante
2 horas hasta clarificacion. A los 20 mL de digesto se le realizé el procedimiento
de pre-reduccion de la misma forma que con los patrones (ver seccién 5.3.1.2).
La recuperacion aparente que se obtuvo, considerando como 100% el valor
certificado del material de referencia, fue 44%.

Como se discutira mas adelante esto llevo a proponer otra forma de preparacion
de la muestra.

En la busqueda de tratamientos de preparacion de muestra rapidos, simples y con
menor riesgo de contaminacién se comenzaron a realizar pruebas de digestion
con microondas (Kingston y Haswell, 1997).

El primer procedimiento empleado para mineralizar leche en polvo utilizando un
microondas domeéstico consistié en pesar exactamente 1g de muestra de leche en
polvo en un vial de Teflon de 60 mL con tapa rosca de Teflon PFA (Savillex®,
Minnetonka, MN, USA), se agregd 1 mL de HNO3 concentrado, el vial se tapo
pero solo con una vuelta de rosca. Se calenté 1 minuto a 30% de la potencia
maxima del horno de microondas doméstico (Ariston modelo MO991B). Luego de
transcurrido el minuto (1 ciclo), se abrid el microondas, se destapo el vial y se
agrego nuevamente 1 mL de HNOs3;, se tapd nuevamente con una sola vuelta de
rosca y se repiti6 el procedimiento anterior hasta completar 4 ciclos.
Posteriormente se realizaron 4 ciclos iguales a los anteriores pero con el

agregado de 1 mL de H;O, 30% (v/v) en vez de HNOs. Luego de terminado el
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ultimo ciclo, se dej6é enfriar el digesto obtenido que fue una disolucién clara, sin
turbidez y se realizo la pre-reducciéon como se indico en la seccién 5.3.2.1. Para
evitar interferencias debidas a los 6xidos de nitrébgeno remanentes se realizaron
pruebas agregando &cido sulfamico 10% (v/v) segun se reporta en la literatura (se
discute en la seccién 5.3.2.4).

Este procedimiento fue aplicado al material de referencia férmula infantil (NIST

1846 Infant Formula) con muy buenos resultados.
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5.3.2.4. Resultados y discusion

5.3.2.4.1. Validacion

Para la validacién se aplicaron los conceptos explicados en la seccion 3.5.

Los limites de deteccion y cuantificacion no se calcularon a partir de la desviacién
estandar del blanco, sino de la desviacion estandar de una disolucién patrén de 2
ng.L™ de Se (V).

Dos tipos de blanco fueron evaluados, uno estaba constituido por todos los
reactivos involucrados en la pre-reduccion en las mismas proporciones que se
utilizan en esta etapa. El otro tipo de blanco surgié de la mineralizacién. EI mismo
estuvo constituido por todos los reactivos que se utilizaron en la mineralizacién de
las muestras en las mismas proporciones y fue sometido al procedimiento de
mineralizacion y al de pre-reduccion.

La linealidad se verifico de 2 a 50 ug.L™. Para ello como se indicé en la seccién
3.5 se siguieron las recomendaciones de la guia Eurachem (Holcombe, 1998).

En la figura 109 se muestra un registro donde se observan las sefiales
correspondientes a una curva de calibracién donde cada concentracién se midioé
por triplicado, y sefales correspondientes a una muestra de leche en polvo

material de referencia.
Una vez que se establecidé el rango lineal, en el trabajo de rutina se realizé una

curva de calibracién de 2 a 10 pg.L™" ya que la concentracion de selenio en las

muestras luego de procesadas se encontro en ese rango.
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Figura 109- Registro correspondiente a curva de calibracién y muestras.

Para estimar la precision del método se realizd 5 veces la determinacién de
selenio sobre el material de referencia férmula infantil (NIST 1846) y se calculo el
+ (%) en condiciones de precision intermedia (definido en la seccion 3.5).
También se estimd la precision instrumental (inyecciones repetidas, n=10) en
condiciones de repetibilidad y de precision intermedia.

La veracidad se evalud realizando 5 determinaciones independientes sobre
material de referencia certificado y luego comparando el valor obtenido utilizando
el método propuesto con el valor certificado. Se compararon ambos valores
mediante un test de hipétesis (prueba “t”, a un nivel de confianza del 95%), (Miller

y Miller, 1993, pp.40).
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5.3.2.4.2. Cifras de mérito

En la tabla 21 se muestran los resultados de la validacién para la determinacion

de selenio mediante un sistema FIA.

Tabla 21- Cifras de mérito (FIA).

Parametro

Resultado obtenido

Limite de deteccion (calculado

calibracién, n=10)

como 3o sol. 2 uglL~'/pend. 0.59 ug.L™”
calibracion, n=10)
Limite de cuantificacion (calculado
como 100 sol. 2 ugL™"'/pend. 1.95 ug.L™

Linealidad (ug.L™")

2 - 50 (R*=0.9996)

Precision s, (%) (n=5)

<10

Frecuencia de muestreo hora™

70

Valores obtenidos
Mg/100g (base seca)
NIST 1846 (Infant
Formula)

8.297

7.753

8.221

9.271

7.634

Media = 8.235
sr(%)=17.9

Veracidad (n=5)

Valor informado en

certificado* 8 ug/100 g

t — critico (0=0.05, 4)

2.78

t - experimental (a=0.05)

0.81
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Como fue discutido en la seccion 3.5 se realizé una prueba de significancia t para
comparar los valores obtenidos con el valor certificado (Miller y Miller, 1993, pp
40) al 95% de confianza: Ho: R = 8, Ha: R # 8. t-experimental < t-critico, se acepto
Ho (R= valor informado en el certificado)

* Valor informado como se muestra a continuacion en el certificado de referencia.

Table 6. Information Concentration Values for Manganese and Selenium®

Mass Fraction (mg/kg) 11g/100 keal
Manganese 04
Selenium 0.08 1

@ Information values for manganese and selenium are the equally weighted means of results from the analysis by the USDA, the
NFPA FIACS interlaboratory comparison exercise, and laboratories listed in Appendix A. The information values have also
been converted to express concentrations relative to 100 kcal. Analytical methodology information is provided in Appendix C.

Discusion

Diseno del sistema y optimizacion

Utilizando el sistema en flujo continuo se verificd que la reaccion de reduccion se
lleva a cabo cuando se mezcla un exceso de volumen de muestra acidificada con
BH4 de modo tal que la mezcla de reaccion sea acida.

El reductor NaBH,4 se preparé diariamente en NaOH 0.05% (m/v), si se preparaba
con menor concentracion de NaOH se observd que la disolucion tenia muchas
burbujas lo cual es debido a la descomposicion del NaBH4 Esto no ocurrié si el
NaBH, se preparaba en disolucion de NaOH de concentraciones entre 0.05 y 1%,
en este medio el reactivo fue mas estable. Sin embargo cuando se preparé el
reactivo con NaOH 1%(m/v) comenzaban a aparecer senales de blanco medibles,

por lo que 0.05% fue la concentracion que se uso en todo el trabajo.
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La pre-reduccién con HCI no se realizé en linea, la muestra se introdujo en el
sistema en flujo ya pre-reducida. El selenio puede perderse durante la pre-
reduccion debido a la formacion de cloruros volatiles por lo que seria ventajoso
que este procedimiento se pudiera incorporar al sistema en flujo como posible
continuacion del trabajo. A pesar de esto los resultados fueron satisfactorios por lo

que si existieron pérdidas de este tipo no fueron significativas.

La muestra acida ingreso al sistema y encontré una corriente de portador también
acida, la acidez de la corriente del portador debié ser optimizada.

Al comienzo se trabaj6é con un portador muy acido (HCI 30% (v/v)) siguiendo las
recomendaciones de algunos manuales de equipos que venden sistemas en flujo
continuo para la generaciéon de hidruros. Pero como la muestra ya ingresaba en
medio acido fue razonable pensar se podia disminuir la acidez del portador.

La optimizacion en los experimentos anteriores demostré que se podia trabajar
con HCI 5%(v/v) sin pérdidas significativas de sensibilidad y precision. Esto fue
muy favorable para el ambiente de trabajo, y sin dudas generé6 mucho menos
residuos acidos.

Sin embargo no fueron buenos los resultados cuando se trabajo con HCI de
menor concentracion debido a que dentro del sistema comenzé a observarse la
formacioén de burbujas, los tubos comenzaron a tener mucha presion en su interior
y se zafaban las conexiones. Ademas el separador gas-liquido comenzd a
mostrar problemas para “sifonar” lo que traia como consecuencia que el liquido se

pasaba a la celda de cuarzo (atomizador).
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En el caso del sistema de flujo continuo el suministro de hidruro era constante,
cuando se alcanzo el estado estacionario, se obtuvo una meseta como sefal.
Segun la ecuacion 3.3.2 (15), si el flujo de suministro de hidruro es constante una
vez que alcanza el estado estacionario, el volumen muerto del separador gas-
liquido solo influye en los bordes ascendentes y descendentes de la sefal, no en
la meseta.

Sin embargo cuando se pasoé a trabajar con un sistema de inyeccién en flujo (FIA)
existia un suministro de hidruro dado por el volumen inyectado de muestra (loop
de muestra). El volumen muerto tanto del separador gas-liquido como del
atomizador tenia un impacto en la forma del pico debido a la dispersion que alli
ocurre. El sistema de flujo FIA operando en condiciones semejantes al sistema
continuo (flujo de reductor, fluo de HCI, flujo de gas portador y misma
concentracion de patrén), con un volumen de muestra tal que en el sistema
continuo se hubiera alcanzado el estado estacionario mostréo una sensibilidad 5
veces menor.

Esto obligd a que, para sistemas FIA el volumen de muestra debiera ser
aumentado para mejorar la sensibilidad. Asi mismo debia asegurarse el exceso
de NaBH..

El laboratorio contaba con otro separador de vidrio gas-liquido comercial (figura
49) cuyos volumenes muertos eran mucho menores que en el separador en forma
de U. Este separador se probd pero sin buenos resultados, no se logré optimizar
un sistema FIA para trabajar con este separador. Por este motivo el separador en

forma de U mostrado en la figura 48 fue elegido para continuar el trabajo.
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El flujo de gas portador es muy importante en la generacion de hidruros pues
influye en el transporte del hidruro hacia el atomizador, esta variable también se

optimizé.

Preparacién de las muestras

Los tratamientos que involucraron calentamiento en placa calefactora resultaron
complicados debido a las proyecciones que ocurrian. Ademas llegar a obtener
digestos que fueran disoluciones limpidas llevd en alguna oportunidad hasta 9
horas.

Los primeros resultados obtenidos indicaron que o la mineralizacién era
ineficiente o existian otras interferencias que hacian que las recuperaciones
aparentes fueran bajas.

Estos inconvenientes llevaron a que se probara con un sistema cerrado, donde se
pudiera trabajar con aumento de temperatura y presion, y de esta forma obtener
una digestién mas rapida. Sin embargo este cambio no resulté sencillo al no
disponer de un sistema comercial para digestibn con microondas que pueda
trabajar a presion. Se debié trabajar con pequenas cantidades de muestra y eso
podia hacer que luego no se alcanzaran niveles cuantificables de selenio en las
disoluciones. Las pruebas realizadas en esta etapa para realizar medidas
utilizando el sistema FIA fueron parcialmente optimizadas, el procedimiento
totalmente optimizado concluyé simultaneamente con el disefio en flujo

multiconmutado y sera detallado mas adelante.
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Una vez establecida la minima masa que debia ser mineralizada para luego poder
cuantificar el analito, se probd6 una digestiéon con microondas doméstico.

En este tipo de sistemas cerrados (viales de 60 mL) sometidos a presion y
temperatura lo adecuado es realizar el tratamiento a muestras que no superen los
0.5 g, por razones de seguridad y para que la destruccion de la materia organica
sea completa.

La gran desventaja fue que también por razones de seguridad (evitar explosiones)
no se pudo tapar herméticamente los viales de Teflon, sino solo con una vuelta de
rosca. Esto hizo que practicamente se trabajara a presion atmosférica, de todas
formas un cierto aumento de la presion existio, pero igualmente existia el riesgo
de que la mineralizacion no fuera completa.

Este procedimiento de digestion llevé unos 20 minutos lo que resulté una muy
buena alternativa a la digestion en placa calefactora, con menor riesgo de
contaminacion y proyecciones. Las disoluciones asi mineralizadas fueron

totalmente limpidas.

Por otro lado el remanente de acido nitrico que quedd luego de la mineralizacion
produjo una interferencia que se tradujo en recuperaciones aparentes bajas.
Teniendo en cuenta el trabajo de Lopes Nunes et al. se probd el agregado de
acido sulfamico y urea. Cuando se utilizé urea la sefial del blanco fue alta y las
recuperaciones no mejoraron, con acido sulfamico en disolucion al 10% (m/v) se
obtuvieron sefales de blanco no significativas y recuperaciones cercanas al 100%

por lo que se decidio utilizar este reactivo en el resto del trabajo.
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La cantidad de muestra que se pudo procesar en las condiciones del laboratorio
en horno de microondas no superd los 0.5 g por lo que los volumenes de
reactivos debieron ser optimizados (evaluando las recuperaciones aparentes
sobre el material de referencia certificado) de manera que la concentracién final

de selenio en la disolucion luego de la pre-reduccion fuera cuantificable.

Validacion

Los limites de deteccion y cuantificacion se calcularon en este caso midiendo una
disolucién de 2 pg.L" de Se(lV). Esto se debié a que no se pudo medir la altura
de pico correspondiente ya que la sefal del blanco no fue significativamente

distinta del ruido instrumental.

Uno de los objetivos de esta tesis fue obtener datos de los niveles de selenio total
en leche, y para ello encontrar el sistema en flujo mas adecuado. Como
experiencia de aprendizaje sobre los sistemas en flujo con separacion gas-liquido
se disefaron los sistemas CF y FIA. Pero nuestra experiencia de otras
aplicaciones ya implementadas en nuestro laboratorio, indicaba que sistemas
MCFA y/o SIA mostrarian ventajas importantes frente a estos sistemas que si bien
eran adecuados, consumian mucha muestra y reactivos y no eran muy rapidos.
Por este motivo se decidi6 comenzar con el desarrollo de un sistema en flujo
multiconmutado buscando confirmar aquellas ventajas ya explicadas en la seccion

3.2.3.
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5.3.2.5. Conclusiones

El sistema en flujo continuo disefiado permitié generar experiencia y comprender
como influyen las variables en la generacién de hidruros, en particular en la

generacion del hidruro de selenio.

Se optimizé un procedimiento de preparacion de muestra sencillo y rapido con

microondas adecuado para leche en polvo.

El sistema FIA fue optimizado y parcialmente validado, resultando adecuado

(exacto y rapido) para la determinacion de selenio total en leche en polvo.
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5.3.3. Desarrollo de un sistema por Inyeccioén en Flujo
Multiconmutado (MCFA).

5.3.3.1. Materiales, métodos e instrumentacion

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica. El reductor fue
tetrahidroborato de sodio (calidad para generacion de hidruros) Fluka.
Diariamente se prepard una disolucion de NaBH4 cuya concentracién dependia
de la etapa del proceso de optimacion en que se estuviera (varié en un rango de
0.2a1 % (m/v)) en NaOH 0.05% (m/v).

Se utilizé agua purificada (ASTM Tipo 1), obtenida de un purificador Millipore (Séao
Paulo, Brasil) Simplicity 185 alimentado con agua destilada en destilador de vidrio.
Una disolucién patron stock de selenio (1000 mg.L '1) se preparé a partir de
selenio metal (Aldrich, 99.99%), disuelto en &cido nitrico y llevado a volumen final
con acido clorhidrico al 10% (v/v). Se preparé diariamente una disolucion
intermedia (0.8 mg.L™") realizando diluciones sucesivas a partir del patrén stock
con acido clorhidrico 1.5% (v/v). Todas las disoluciones de calibracion fueron

preparadas a partir de la disolucion intermedia.

La calibracién y la etapa de pre-reduccion ya fueron descritas en la seccion
5.3.2.1, no habiendo cambios con respecto a lo ya explicado en dicha seccion.

Para la validacion en la etapa de evaluacién de la veracidad se utilizé material de
referencia certificado leche descremada (NIST 1549, Non-Fat Milk Powder) y

férmula infantil (NIST 1846 Infant Formula).
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Todo el material de vidrio se traté con acido nitrico 10% (v/v), para su
descontaminacion y antes de usarlo se lavd exhaustivamente con agua destilada.
Para el sistema en flujo se utilizd una bomba peristaltica multicanal Gilson
(Villiers-le-Bel, Francia) Minipuls 2, con tubos de Tygon o Viton dependiendo el
reactivo que circule por ellos. Para HCI se utilizé tubos de Viton y para el resto
tubos de Tygon.

Todas la conexiones y las bobinas de mezclado de tipo doble helicoidal fueron
construidos con tubos de Teflon PFA de 0.8 mm de diametro interno.

Las valvulas solenoide utilizadas (12V) fueron de 3 vias (NResearch, West
Caldwell, NJ, USA, modelo 161T031). Las mismas fueron controladas por medio
de una interfase hecha en el laboratorio en base a un circuito integrado ULN-2803
que a su vez era controlada por un computador personal via un puerto paralelo
LPT1.

Como gas portador se utilizé nitrégeno (seco y purificado mediante una trampa
combinada con Drierite/tamiz molecular).

Las medidas se realizaron en un espectrometro de absorcion atdomica Perkin-
Elmer (Norwalk, CT, USA) modelo 5000, provisto de un quemador de 10 cm
(lama aire-acetileno) y una celda de atomizacion de cuarzo en forma de T
(Precision Glassblowing, Centennial, CO, USA). Se operé a 196.0 nm longitud de
onda correspondiente a la linea analitica de selenio. La fuente utilizada fue una
lampara de catodo hueco Photron (Narre Warren, Australia) Superlamp, de
emision intensificada que se utilizé siguiendo las recomendaciones del fabricante.
La senal analitica (absorbancia), se obtuvo de una salida analégica del

espectrometro mediante un conector (1 V a plena escala). La misma se digitalizd
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via una interfase analégica-digital Measurement Computing, (Norton, MA, USA)
de 12 bits (modelo USB 1208LS) conectada a un puerto USB y operdé a una
frecuencia de muestreo de 1s™.

Para la adquisicion de datos y operacion del sistema se desarroll6 un programa
compilado en Visual Basic 6.0 (Microsoft) usando el programa Softwire 3.1
(Measurement Computing). El programa control6 los tiempos de activacion de las
valvulas solenoide utilizando parametros que se ingresaban en un menu antes de
comenzar el programa. En la seccién 3.4 se explicé con mas detalle el tipo de
software usado y se muestra en la figura 110 una vista de impresién de pantalla
del programa.

Los datos se guardaron en archivos formato ASCII y posteriormente utilizando el
programa Peak Simple (SRI, Torrance, CA, USA), se procesaron los datos
(medida de altura de pico, suavizado, correccion de linea de base). Finalmente se

obtuvo un reporte impreso.

Otros instrumentos utilizados fueron: balanza analitica (Precisa XB 220 A, minima

division 0.1mg) y placa calefactora con agitador magnético (Thermolyne modelo

Nuova).

343



Aplicacion de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del analisis quimico de la leche y
sus derivados.

Para la evaluacion de interferencias se realizaron las diluciones correspondiente a
partir de: disolucién de cobre 1.000 g + 0.002 g (Titrisol®, Merck), de hierro 1000
mg.L™ (DILUT-IT®, J.T.Baker) y de zinc 1000 mg.L™” (preparada en el laboratorio a
partir de granallas metélicas de zinc 99.99%, Sigma-Aldrich).

Las muestras de leche en polvo fueron proporcionadas por una empresa nacional
de productos lacteos. Las muestras de férmulas infantiles fueron adquiridas en el
mercado local.

La leche fluida fue recolectada en tambos de Florida y Libertad en el mes de
noviembre de 2008. Las mismas fueron provistas por la Facultad de Veterinaria a
través del Departamento de Rumiantes a cargo del Dr. Luis Barros. Algunas
muestras fueron compradas en el mercado local como ya se explico en la seccion

3.1.7.
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5.3.3.2. Disenio de los sistemas en flujo y optimizacién

En la figura 111 se muestra la primera configuracién disefiada. Este sistema

contaba con 3 valvulas solenoide de 3 vias controladas desde un PC.

R1=100 cm

R2=25 cm

vi
HCI P
_/ \
Muestra
v2
NaBH4

Bomba peristaltica

(;1 v3

N2 A

Celda de
cuarzo
Medida EAAHG

Separador
Gas-
liquido

S
W

Figura 110- Sistema multiconmutado de 3 valvulas con dos confluencias.

En la figura 111 se muestra un diagrama simplificado que indica el sentido de las

senales eléctricas desde el puerto paralelo del PC hacia el circuito ULN-2803 y

finalmente hacia las valvulas solenoide.
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Figura 111- Esquema eléctrico, direccion de las sefales. Puerto paralelo del
computador, circuito ULN-2803, V1, V2, V3: valvulas solenoide.

Para evaluar el largo de los tramos del sistema en la etapa de disefio del mismo,
se utilizaron disoluciones de colorantes de manera de poder visualizar el recorrido
de la muestra a lo largo del sistema.

Las condiciones de partida surgieron del experimento de optimizacién que se
mostro en la tabla 20, flujo HCI 5.9 mL/miny flujo de NaHB4 1.7 mL/min El flujo de
la linea de la muestra fue 8 mL/min. Se trabajé evaluando la respuesta a los
cambios de una disolucién de selenio de concentracion 50 pg.L™” y se probaron
diferentes secuencias de operacion. Las secuencias (desde la A hasta la J) se
modificaron cambiando solamente tiempos en el menu del programa disefiado en
el laboratorio segun se describe en la tabla 22. Este experimento se realizé para
evaluar el comportamiento del sistema cuando se programaban secuencias con

muestreo binario (ya explicado en la seccion 3.2.4).
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Tabla 22- Variacion de secuencias de analisis en el software.

Secuencias

prueba A B C D E F G H | J

Duracion del
segmento v1 - 0.5 0.75 1 15 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
HCI (s)

Duracion del
segmento v2 - 0.5 0.75 | 0.75 1 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Muestra (s)

Duracion del
segmento v3 - 1 1 1 1 1 0.5 1 1 1.5 1.5
NaBHj, (s)

N° de ciclos de 8 8 8 8 8 8 10 20 20 30
muestreo

N° de
repeticiones 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
analiticas

Respuesta

o 0.020 | 0.050 | 0.043 | 0.082 | 0.095 | 0.095 | 0.094 | 0.093 | 0.100 | 0.101
promedio (n=3)

Cabe destacar que cuando todas las valvulas permanecieron apagadas (estado
normal) por el sistema circul6 el portador HCI, mientras la muestra y el NaBH, se
recirculaban. A modo de ejemplo se explica la secuencia A:

(antes de comenzar la secuencia todas las valvulas estaban apagadas)

Etapa 1: V1 y V2 se activaron durante 0.5 s (V1 + V2 encendidas): se interrumpio
el pasaje de HCl y se inserté un segmento de muestra durante 0.5s (equivalente a
0.06 mL), el NaBH, se recirculaba.

Etapa 2: V1 y V2 se apagaron y se activd V3 durante 1s: volvié a circular HCI, y
se insertdé un segmento de NaBH4 de 1 s (equivale a 0.03 mL), la muestra se
recirculaba.

Las etapas 1 y 2 se repitieron consecutivamente 8 veces lo que completé una
secuencia (parametro “N° de ciclos de muestreo”).

Etapa 3: todas la valvulas permanecieron apagadas (pasaje so6lo de HCI) hasta

que se registro la sefial y se retorn6 a la linea de base.
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La secuencia se repiti6 3 veces en este caso (parametro “N° de repeticiones
analiticas”).

Posteriormente se realizd el procesamiento de los datos obteniéndose la altura de
pico (absorbancia). Analogamente se pueden interpretar el resto de las
secuencias.

Este tipo de experimentos se pudieron realizar en forma rapida variando
solamente parametros de software. Comparando los resultados obtenidos con el
sistema FIA (teniendo en cuenta que las condiciones de flujo y volumen de
muestra se mantuvieron similares) la sensibilidad fue mucho menor. Esto sucedio
en todas las secuencias ensayadas (A hasta J).

Por este motivo se diseid otro sistema buscando al menos igualar la sensibilidad
obtenida por el sistema antes mencionado.

En la figura 113 se muestra el segundo disefio. El mismo consistia en una red de
3 valvulas solenoide con una confluencia en forma de cruz. En este sistema se
prob6 también el muestreo binario. Como ejemplo de una de las secuencias
ensayadas se muestra el diagrama de tiempos (su interpretacion ya se explicé en
la seccion 3.2.3) de la figura 113. En esta nueva configuracion, la estrategia
consistio en insertar segmentos de muestra en una corriente de NaBH,

interrumpiendo el pasaje de HCI durante la introduccién de dicho segmento.
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Celda de cuarzo
Medida EAAHG

v1
HCI
\_/
muestra R1=100 cm Separador
TN\ Gas-liquido
vzﬁf
NaBH, \
Nz 4 W
v3

Bomba peristaltica

Figura 112 - Sistema multiconmutado de 3 valvulas con una confluencia en forma

de cruz.

Diagrama de tiempos

Y O

V2: Muestra

V3: NaBH4

Nivel 1= estado ON (valvula activa)

Nivel 0= estado OFF (valvula apagada)
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Tabla 23- Secuencia de analisis, sistema con confluencia en cruz.

Secuencia tiempo

(s)

Duracion del segmento v1 - HCI 1

Duracion del segmento v2 -

Muestra 1

Duracion del segmento v3 - NaBH4 8

N° de ciclos de muestreo 8

N° de repeticiones analiticas 3

En la tabla 23 se muestra una secuencia ejecutada. Siempre antes de comenzar
una secuencia todas las valvulas estaban apagadas (circulaba HCI por el sistema
mientras la muestra y NaBH, se recirculaban).

Etapa 1: V1, V2 y V3 se activaron, (V1 + V2 + V3 encendidas): se interrumpid en
pasaje de HCI 1 s y se inserté un segmento de muestra durante 1s (equivale a
0.12 mL) y un segmento de NaBH, de 8s (equivale a 0.23 mL).

Etapa 2: V1 y V2 se apagaron, mientras V3 continuaba encendida: volvia a
circular HCI durante 1s y la muestra se recirculaba.

Las etapas 1 y 2 se repitieron consecutivamente 8 veces lo que completé una
secuencia (parametro “N° de ciclos de muestreo”).

Etapa 3: todas las valvulas permanecian apagadas mientras se registraba la sefal
y se retornaba a la linea de base.

La secuencia completa se repiti6 3 veces en este caso (parametro “N° de
repeticiones analiticas”).

Las condiciones de flujo continuaron siendo las optimizadas anteriormente para
HCl y NaBH4 (5.9 mL/min y 1.7 mL/min respectivamente), pero fue necesario
disminuir un poco el flujo de la muestra para evitar que se zafaran las conexiones

por sobrepresion en el sistema (7.2 mL/min).
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Figura 113- Fotografia del sistema de 3 valvulas con confluencia en forma de

cruz.

Los resultados obtenidos mostraron una mejora en la sefal para una
concentracion de 50 ug.L™" alcanzandose valores de hasta 0.198 de absorbancia.
Mientras que con la configuracion anterior no se pudo superar el valor de 0.100
para la misma disolucién aun insertando muestra durante mas tiempo.

Sin embargo aun no resultaba satisfactorio el desempeno ya que los limites de

deteccion eran muy altos.

En la figura 114 se muestra una tercera configuracion que resulté ser la definitiva
pues mostré el mejor desemperio.

La operacion del sistema (ver figura 166 (a la derecha)) comenz6 con la
activacion de V2 (NaBH.) durante un periodo de 15 s. , 5 s después de la

activacién de V2, se activd V1 durante 5 s para introducir el segmento de muestra
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(equivalente a 0.6 mL) y luego se apagd. Para asegurar que la disolucion de
NaBH. estuviera pasando antes, durante y después de la introduccién del
segmento de muestra es que V2 permanecié encendida 5 s mas completando un
periodo de 15 s (equivalente a 0.425 mL). Luego que V2 se apagd, se continud
con todas las valvulas apagadas durante un periodo adicional de 7 s. Esto
permitié la adquisicion de los datos correspondientes a la senal de medida y
retorno a linea de base, para posteriormente comenzar una nueva secuencia. El

tiempo total para completar un ciclo analitico fue de 22 s.

Qc
—
F)
S 6 V1
R
[ PS
HCI MW \ " L
\
N, W
NaBH, g V2
o V1
-
5s

Figura 114- Sistema multiconmutado de 2 valvulas y confluencia en forma de cruz
(a la izquierda) y diagrama de tiempos (a la derecha). S: muestra, R: reactor de
mezcla de 50 cm, PS: separador de fases, QC: celda de cuarzo, W: descarte, P:

bomba peristaltica
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Figura 116- Fotografia del sistema en flujo acoplado al sistema de deteccion.
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Las sefales analiticas se presentaron en pantalla en tiempo real, posteriormente
se escalaron y se guardaron en el disco duro del PC en formato ASCII. Los datos
brutos se procesaron con el software Peak Simple (SRI, Torrance, CA, USA). Con
este programa fue posible realizar el suavizado de la sefal, correccién de linea de

base, y medida de altura de pico. Finalmente podia obtenerse un reporte impreso.

#% SISTEMA DE ADQUISICION ¥ CONTROL

v MULTICONMUTACION
0200 —
0185
o110
ooes|—
oozo[—
.onzsl
1 ] | ] I I ] 1 ] ] 1 ‘ I 1 ]
2000 4000 6000 8000 10000 12000
% [108.4373
0 ’ﬂ'x{ MINuzs ,ﬂﬁ v L7z
S RN i CURSTR
GENERAR
FLIAR J ARCHIVD
SETUP | SECLENCIA |
i EDMDANDD DIRECTO g o e
SR EJECUTAR (SIN EXTENSION]
SALIR ‘ DI ‘ oicLo

—

4 Inicio o %@ 7 | & muTiconuTAcIon #% SISTEMA DE ADGLIS. .

Figura 117- Impresién de pantalla del programa para control de secuencias y

adquisiciéon de datos.

Se estudio la influencia de 3 variables (concentracion de HCl y NaBH4 y largo de
la bobina de mezclado) mediante un disefio experimental central compuesto de 3
niveles. La maxima sensibilidad (pendiente de la curva de calibracion de rutina),
con buena precision y linealidad se observé cuando se utilizaba HCI 5%(v/v),

NaBH4 0.5 %(m/v) y una bobina de mezclado de 100 cm.
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Los flujos de HCl y NaBH; se mantuvieron segun fueron optimizados en los
sistemas en flujo disefiados anteriormente. En el caso del flujo de HCI fue
necesario disminuirlo a 3.2 mL/min, debido a sobrepresiones que se generaban

en el sistema. Este cambio no afectd la sensibilida en forma significativa.

Finalmente las condiciones de flujo y concentracion de acido y reductor
seleccionados fueron: HCI 5%(v/v), NaBH4 0.5 % (m/v) con flujos de 3.2 mL/min y
1.7 mL/min respectivamente.

El flujo de la muestra fue 7.2 mL/min y la bobina de mezcla de 100 cm.

También se realizé una prueba para evaluar si era factible cambiar el portador
HCI por agua. Se compararon las pendientes de las curvas de calibracion de
rutina (sensibilidad) utilizando agua y HCI 5% (v/v) como portador. Los resultados

se muestran en la figura 118.
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Comparacioén pendientes usando HCl y H,O como
portador

0.060 ~

0.050 H = 0.0040 C - 0.0005
Cha R’ = 0.9905
§ 0.040 |
2
§0.030 A
Q
.2 0.020
g H =0.0031 C + 0.001 e Agua
30010 R =0.9974 = HCl
< ——Lineal (Agua)

0.000 « —— Lineal (HCI)

0.00 5.00 10.00 15.00
Concentracion (ug.L™)

Figura 118 - Comparacion de pendientes de la curva de calibraciéon utilizando

agua y HCI como portador. H: altura de pico, C concentracién en ug.L'1.

No solamente se observo la disminucion de la sensibilidad cuando se utilizaba
agua como portador, sino que dentro del sistema se formaron una gran cantidad
de burbujas. Esto hizo que se zafaran las conexiones y se formé espuma en el
separador gas-liquido. Incluso se observé que el liquido pasaba hacia la celda de
atomizacion de cuarzo. Debido a esto se decidié continuar trabajando con

HCI 5 % (v/v) como portador.

También se estudio la influencia del caudal del gas portador (nitrogeno).

En la tabla 24 se muestran los resultados de dicho experimento y en la figura 119

su representacion grafica. El flujo de gas portador 6ptimo fue 0.32 mL/min.
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Tabla 24 -Influencia del caudal del gas portador.

Nitrégeno Absorpanma s: (%)
) patrén 10 M
(L/min) 1 n=3
pg.L

0.22 0.074 12.3
0.32 0.077 0.8
0.48 0.072 3.7
0.81 0.050 4.2
1.0 0.050 4.2
1.3 0.049 5.9
1.6 0.047 2.5

Influencia del caudal de N,

0.10

0.08 A

0.06 -

0.04 -

Altura de pico (absorbancia)

0.02 A

0.00 T T T
0.200 0.600 1.000 1.400

Caudal No (L.min™")

Figura 119- Influencia del caudal del gas portador.

357



Aplicacion de técnicas de Analisis en Flujo a la automatizacion del analisis quimico de la leche y
sus derivados.

El volumen de muestra se optimizé variando el tiempo de muestreo. La respuesta
medida como absorbancia (altura de pico) de una disolucién patrén varié en un
rango de 0.061 a 0.106 cuando el volumen de muestra se varié en el rango de
0.24 a 0.60 mL, pero no mostré cambios significativos cuando se aumenté a 1.2 y
a 2.4 mL. Se escogié un volumen de 0.6 mL (correspondiente a un tiempo de
muestreo de 5 s) ya que permitia una alta frecuencia de muestreo, que en
condiciones optimizadas alcanzé las 160 muestras por hora (160 hora™).

Para minimizar el efecto carry over se disefid una secuencia de “purga” o limpieza
del sistema que operd cuando se realizaba un cambio de disolucion patrén o
muestra. La misma se ejecutd desde el mismo programa disefiado para esta

aplicacién.
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5.3.3.3. Preparacion de las muestras

El muestreo y almacenamiento de las leches en polvo y férmulas infantiles ya fue
discutido en la seccién 5.1.1.4

En la seccion 5.3.1.4 se explico como se fueron optimizando diferentes
tratamientos para la preparacion de las muestras para leche en polvo. El

procedimiento definitivo se detalla a continuacion.

Leche en polvo: preparaciéon de la muestra

Cada vez que se realizé un analisis previamente se tomaron sub-muestras del
polvo de diferentes sitios del recipiente que contenia el producto. Se
homogeneiz6 por mezclado antes de hacer la toma en peso.

Se pesaron exactamente 0.50 g de leche en polvo comercial o material del
referencia certificado en un vial de Teflon PFA (Savillex, Minnetonka, MN, USA)
de capacidad 30 mL con tapa rosca. Luego se agregaron 6 mL de acido nitrico
concentrado. El vial se tapd pero solo con una vuelta de rosca y se coloco en un
recipiente de polipropileno modificado (del tipo olla doméstica para cocinar en
horno de microondas). Dicho recipiente se colocé en un microondas doméstico
(Ariston modelo MO991B) y se calenté para proceder a la digestién de la muestra.
El microondas utilizado se usé para digestion de cementos en trabajos anteriores
por lo que se contd con un mapeo de energia realizado en dichos trabajos
(Pignalosa, et al., 2001). Esta informacion se utilizé para colocar el recipiente que

contenia los viales con las muestras (olla de polipropileno) de forma de
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aprovechar las zonas de mayor temperatura. La olla se modific6 de forma de
poder evacuar vapores acidos generados durante la digestion. Para ello se le
colocé un tubo flexible que condujo los vapores acidos directo a un recipiente con
hidroxido de sodio. De esta manera los vapores fueron alli neutralizados. El
recipiente actuaba entonces como trampa para los mismos.
Se optimizé6 un programa con varias etapas para la digestion con microondas
como se detalla a continuacion:
Etapa 1 - Calentamiento durante 5 minutos a 30% del maximo de potencia.
Etapa 2 - Calentamiento durante 3 minutos a 40% del maximo de potencia.
Etapa 3 -Se retird la olla del microondas y se dejo enfriar a temperatura
ambiente, se abrié cada vial y se colocé 1 mL de perdxido de hidrogeno, se volvid
a cerrar cada vial (con una sola vuelta de rosca pues cerrar completamente podia
ocasionar una explosion) luego del agregado, se cerré la olla y se coloco
nuevamente en el microondas.
Etapa 4 - Calentamiento durante 2 minutos a 40% del maximo de potencia.
Al finalizar el proceso se dej6 enfriar la olla y luego se retiraron los viales de su
interior (en la olla se podian colocar hasta 6 viales cada vez).
El contenido de los viales se inspecciond visualmente, si se obtenia una
disolucion clara, limpida de color caramelo era un indicador de que la digestion
procedié en forma adecuada. Si el digesto era turbio o con restos de materia
grasa en suspension, la digestion debia repetirse. Sin embargo luego de la
optimizacién si se seguian los pasos ya descritos en forma cuidadosa el resultado

era una correcta mineralizacion.
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El contenido del vial posteriormente se transfiri6 cuantitativamente a un
erlenmeyer de capacidad 50 mL. Este recipiente contenia 10 mL de una
disolucién de acido sulfamico al 10% (m/v) y 10 mL de HCI concentrado. A
continuacion se realizé la pre-reduccion calentado en placa calefactora hasta
alcanzar ebullicion suave durante 1 hora. Luego se dejé enfriar a temperatura
ambiente y finalmente se completd, en los casos que fuera necesario por la
evaporacion, un volumen final de 20.0 mL con agua destilada.

Las muestras ya mineralizadas y pre-reducidas como de la forma descrita se
introdujeron al sistema de medida. En ningun caso fue necesario un paso previo
de filtracion.

En todas las corridas se incorporaron 2 blancos de reactivos para evaluar la
posible contaminacién en la etapa de mineralizacién. Estos blancos también

fueron sometidos al proceso de pre-reduccion igual que las muestras y patrones.
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El las figuras 120 y 121 se muestra la olla dentro del microondas doméstico y una

vista de la disposicion de los viales dentro de la misma.

Figura 120- Horno de microondas y olla para digestion de muestras de leche en

polvo.

Figura 121- Disposicion de los viales dentro de la olla para digestion de muestras

de leche en polvo.
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Leche fluida: preparacion de la muestra

Las muestras de leche fluida obtenidas de tambos se guardaron en recipientes
descontaminados de polipropileno con tapa a presion y en heladera a temperatura
entre 4-7 °C. Antes de ser usadas para un analisis se retiraron de la heladera y se
dejaron a temperatura ambiente hasta que la leche alcanzé dicha temperatura.
Posteriormente se agitd el frasco para homogeneizar la muestra antes de tomar la
alicuota para el analisis. En el caso de leches comerciales se compro en bolsitas
en supermercados de Montevideo y se guardaron en heladera a 4-7 °C. Antes de
ser usadas para el analisis se retiraron de la heladera y se dejaron a temperatura
ambiente hasta que la leche alcanzé esta temperatura, luego se agitdé para
homogeneizar el contenido de la bolsa antes de tomar la alicuota para el analisis.
Una alicuota de 2.0 mL de leche fluida homogeneizada se mezclé6 en un
erlenmeyer de 50 mL con 5 mL de agua regia (HCI/[HNO3; 3+1 en volumen), y se
llevdo a volumen 10.0 mL con agua destilada. Posteriormente se sonicé por 20
minutos en un equipo de ultrasonido (Cole Parmer® modelo 8890). Los
erlenmeyers se taparon con un film para evitar las proyecciones acidas durante
los minutos de sonicacion.

Luego de la etapa de sonicacidén se obtuvo una suspensién de color rojizo. A esta
suspension se le agregd a continuacion 10 mL de &cido sulfamico al 10% (m/v),
0.5 mL de butanol que actué como antiespumante y 10 mL de HCI concentrado.
Se calent6 en placa calefactora a ebullicion lenta durante 1 hora y posteriormente

se dej6 enfriar (pre-reduccion). El volumen final luego de este procedimiento fue
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aproximadamente 19-20 mL, por lo que todos los digestos fueron llevados a 20
mL en caso de haber quedado con menor volumen.

Luego de todo el proceso de mineralizacién y pre-reducciéon no se obtuvo una
disolucion limpida sino una suspensién que no pudo ser introducida directamente
en el sistema en flujo. Por la tanto fue necesario filtrar. Para ello se utilizé6 una
membrana de 25-mm de diametro, 0.45- ym de PTFE descartable montada en
una jeringa por la que se hizo pasar la muestra.

Se realizaron adiciones estandar a dos niveles de concentracion para las
determinaciones de selenio en leche fluida. Para ello de cada muestra de leche
fluida se tomaron tres alicuotas de 2.0 mL y se colocaron en tres erlenmeyers. A
una de ellas no se le adicion6 patrén y se preparé tal cual se indicd anteriormente
(Co). A las otras dos porciones se les agregé 0.1 mL (C41) y 0.15 mL (C;) de la
disolucion estandar de selenio de 0.8 mg.L'1 (respectivamente para el primer y
segundo nivel de adicion). Las tres porciones se trataron con agua regia como ya
se explicd. De esta forma se construyeron curvas de calibracion de adiciones

estandar. Este procedimiento se realizé por duplicado para cada muestra.
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5.3.3.4. Resultados y discusion

5.3.3.4.1.

Validacion

Todos los conceptos explicados en la seccidn 3.5 se aplicaron para la validacion

Linealidad

Para evaluar la linealidad se midié un blanco y 8 disoluciones patrén en el rango

de1-27.5 pg.L‘1 (n=5 en todos los caso excepto para el nivel 1y 10 donde n=10

para evaluar también precision instrumental).

Curva de calibracion

0.250

0.200 4

0.150 4

0.100 4

Altura de pico (absorbancia)

0.050 4

H = 0.0082 C + 0.0033

R? = 0.999

0.000
0.0

5.0

10.0 15.0
Concentracion (ug.L™")

20.0

25.0

30.0

Figura 122- Curva de calibracion para la determinacion de selenio mediante

MCFA-HGAAS. H: altura de pico, C: concentracion.
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En la figura 123 se muestra el registro correspondiente al estudio de linealidad y

precision instrumental.

Curva de calibracién- seiales analiticas

0.30

-1
025 1 110's 27.5 ug.L
=
e
4 -1
g 020 19.2 ug.L
5 __
73
.% -1
< 015 13.6 ug.L
(2]
a 10.7 ug.L"
Q
T
£ 010 7.87 g L
2 5.24 pg.L"
-1
005 4 1.38 ugL" 2.77 pg.L
blanco u LA‘HP u L‘ LM

0.00 T T T T 1

Tiempo

Figura 123- Registro de sefiales analiticas. Evaluacion de linealidad y precision.

Se indica la escala de tiempos con un segmento equivalente a 110 s.

La curva de calibracién de rutina abarcé un rango menor debido a que las
concentraciones de selenio esperadas luego de la preparacion de la muestra no
superaron los 5 pg.L'1. Por este motivo una curva de calibracién de rutina de 1-10
ug.L™ resulté adecuada.

La recta de mejor ajuste surgié de tratamientos estadisticos y de la aplicacion de
un test de hipotesis (lack of fit). Los criterios aplicados ya fueron explicados en la

seccion 3.5.
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Dependiendo del tiempo uso de la celda de cuarzo la pendiente de la curva de

calibracién varié hasta un 20 % de un dia a otro.

De la validacién surgié que el modelo de mejor ajuste fue H = 0.0082 C + 0.0033

(H= altura de pico, C= concentracion en pg.L™").

La variacion de la pendiente de la curva de calibraciéon de rutina fue un parametro

utilizado para aseguramiento de la calidad y control para evaluar cuando sustituir

la celda de cuarzo. El criterio adoptado fue: si la pendiente disminuia mas de 20%

respecto al valor 0.0082 no debia realizarse el

acondicionaba o se reemplazaba.

0.120
0.100;
0.080;
0.0601
0.040
0.020

Altura de pico (absorbancia)

Curva de calibracién (rutina)

H = 0.0095 C + 0.0042
R =0.999

0.00
0.00

200 400 6.00 8.00 _110.00
Concentracion ug.L

andlisis y la celda se

Figura 124 - Curva de calibracion realizada en el trabajo de rutina para la

determinacién de selenio. H: altura de pico, C: concentracién
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Precision

La precision instrumental se evalu6 calculando el s, (%), para 10 repeticiones de la
secuencia de analisis sobre una disolucién patron de 1 pg.L'1 y de 10 pg.L'1.

La precision del método se evalud realizando 5 determinaciones analiticas
independientes sobre el material de referencia certificado (muestras sélidas) y
sobre 7 determinaciones independientes utilizando el método de adiciones
estandar para leche fluida. Estas determinaciones se realizaron en condiciones de

repetibilidad intermedia.

Limites de deteccion vy cuantificacion

Los limites fueron estimados midiendo la dispersion del blanco (3s y 10s para
limite de deteccion y cuantificacion respectivamente, n=10) y refiriéndola a la
curva de calibracion. Debido a que el software utilizado no pudo informar el dato
de altura de pico para las senales del blanco se trabajé directamente con los
datos de los archivos ASCII generados por el programa de adquisicion de datos.
Del procesamiento de estos datos generados por la inyeccion de 10 disoluciones
blancos se calcul6 la desviacion estandar para calcular los limites de deteccion y

cuantificacion.

Veracidad

Para establecer la veracidad del método propuesto se utilizaron dos materiales de
referencia certificados en el caso de la leche en polvo y férmulas infantiles (NIST

1549 Non-fat milk powder y NIST 1846 Infant Formula). Estos materiales fueron
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adecuados ya que coinciden con el tipo de muestras para las que se propone el
método.

En el caso de la leche fluida no se conté con material de referencia certificado. Se
decidi6 comenzar entonces evaluando la existencia de posibles interferencias
multiplicativas comparando la pendiente de la curva de calibracion directa con la
pendiente de la curva de calibracion de adiciones estandar. Como ya se explico
en la seccién 5.3.3.3 se realizaron dos adiciones.

La comparacién estadistica de las pendientes indicd que en algunas muestras
existia efecto matriz, por lo que se decidié aplicar el método de adiciones
estandar para todas las muestras. Los resultados obtenidos se muestran en la

tabla tabla 25

Tabla 25- Comparacion de pendientes de calibracion de calibracion directa y

adiciones estandar. La diferencia se expresa con respecto a la calibracion directa.

Pendiente (L.ug”) (adiciones | Pendiente (L.ug™) Diferencia

estandar) (calibracioén directa) %
0.0074 0.0089 -16.9
0.0077 0.0089 -13.5
0.0105 0.0089 18.0
0.0083 0.0089 -6.7
0.0093 0.0089 4.5
0.0072 0.0104 -30.8
0.0077 0.0104 -26.0
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Interferencias

La influencia de los concomitantes afecta casi exclusivamente o la eficiencia de la
generacion del hidruro o la liberacion del mismo. Los mismos se encuentran
generalmente en exceso respecto a la concentracion del analito. El proceso en el
que interfieren es entonces de primer orden, esto significa que la interferencia no
depende de la concentracion del analito o de la relacion analito/interferente, sino
de la concentracién en la que se encuentra el interferente en la matriz (Welz y

Sperling, 1999).

A pesar de no existir evidencia de posibles interferencias debidas a la presencia
de metales de transicion se realizé de todas formas un experimento sencillo para
confirmar este hecho.

Se muestra en la tabla 26 las concentraciones de tres potenciales interferentes en
la matriz leche para la determinacion de selenio mediante generacion de hidruros.
Hierro, cobre y zinc fueron considerados los tres de mayor relevancia en esta

matriz.

Tabla 26 - Concentraciones de potenciales interferentes en las muestras

analizadas segun se indica en la literatura.

Material Qe Formulas Material (_Jle
_ Le_che Leche en referencia Infantiles referencia
Analito fluida polvo (Non — fat . (Infant
(mg.L'1 ) (mg.kg'1)a milk powg%r) C?r;n:[(cglﬁl)%s Formul1a{
(mg.kg" ) ' (mg.kg™)
cobre 0.07 0.9 0.7 3.1 5.04
zinc 4.5 45 46.1 46 60
hierro 0.1 1.0 1.78 89 63.1

2 valores obtendidos de la literatura (Flynn y Cashman, 1997), ® valores informados en los

certificados del material de referencia, ° valores informados por el fabricante en el rétulo del

producto.
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En la tabla 27 se muestran las concentraciones de los mismos interferentes pero
al nivel que se encuentran una vez que se completa toda la preparaciéon de la
muestra ya descrito. Son las concentraciones finales en las disoluciones de

medida que ingresaron al sistema en flujo.

Tabla 27 - Concentraciones de potenciales interferentes en las disoluciones.

Material de Formulas Material de
Leche Leche en | referencia Infantiles referencia
Analito fluida polvo (Non - fat ales (Infant
(mg.L'1) (mg.L'1) milk p10wder) ?grgeLf?;a Formu1la)
(mg.L”) ' (mg.L")
cobre 0.007 0.022 0.018 0.08 0.126
zinc 0.45 1.15 1.15 1.15 1.5
hierro 0.01 0.044 0.044 2.22 1.58

Se prepararon dos disoluciones patrén de Se(VI) (a partir de la disolucion stock de
Se 1000 mg.L") de 1y 10 pg.L" con y sin agregado de los interferentes. Las
concentraciones agregadas fueron aquellas que coincidian con la situacion mas
desfavorable (similares a las de las formulas infantiles). Luego del agregado de
las alicuotas de cada disolucidon stock de cobre, hierro y zinc correspondientes se
realizé la pre-reduccién como fue descrito en la seccién 5.3.3.3.

El mismo experimento se realizé agregando 10 veces mas la concentraciéon de
interferentes antes seleccionada. En todos los casos se prepard también un
blanco con y sin agregado de interferentes.

En todos los casos la amplitud de la senal no varié en mas de un 8% comparado
con los patrones sin agregado de interferentes. Se consideré que esto era una
variacion no significativa teniendo en cuenta que la precision instrumental estaba

en el rango de 1.4 a 11.7%.
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Las interferencias debidas al la presencia de 6xidos de nitrégeno volatiles o nitrito
se resolvieron con el agregado de acido sulfamico 10% (v/v) a las muestras

durante la etapa de pre-reduccion.

Cuando se ha desmostrado que el proceso analitico esta en estado de control
estadistico, la desviacion estandar del proceso puede usarse para evaluar el
intervalo de confianza para la media de n mediciones. Para demostrar que el
proceso esta bajo control estadistico se evalué la pendiente de la curva de
calibracién diaria y la precision.

Se realiz6 ademas una evaluacion de las posibles fuentes de incetidumbre del
método propuesto. Para ello se identificaron las fuentes posibles de incertidumbre
a saber: preparacion de los patrones (pureza del patron, pesada, errores por
preparacion de diluciones), preparacion de los reactivos (pureza de los reactivos,
pesada, erores por preparacion de diluciones), preparacion de la muestra
(pesada), proceso de medicion (precision instrumental, repetibilidad, medida de
altura de pico, incertidumbre de adquisién de datos).

Las diluciones se prepararon por peso por lo que el error inherente a las pesadas
estuvo relacionado con la incertidumbre informada en el certificado de calibracion
de la balanza. La incertidumbre en la pureza del patrén y reactivos fueron poco
significativos frente otros factores.

La mayor fuente de incertidumbre surge de la repetibilidad del método. La misma
fue del mismo orden de la incertidumbre informada en el certificado del material

de referencia.
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5.3.3.4.2. Cifras de mérito

En la tabla 28 se muestran los resultados de la validacion.

Tabla 28- Cifras de mérito de la determinacion de selenio mediante un sistema
MCFA.

Parametro Resultado obtenido

Limite de deteccion (calculado como | 0.08 pg.L™ en disolucion, 0.8 pg.L™
3o sol. blanco/pend. calibracion, en leche fluida, 3.2 pug.kg ™' en

n=10) muestras solidas

Limite de cuantificaciéon (calculado | 0.27 pg.L™ en disolucion, 2.7 pg.L™

como 100 sol. blanco/pend. en leche fluida, 10.8 pg.kg ™' en
calibracién, n=10) muestras solidas
Rango lineal (ug.L™) 0.27 a 27 pg.L" (¥ = 0.999)
Precision s (%) (n=5) <10 (rango de 4.2 a 9.3)
Precision instrumental s, (%) (n=10) 14-11.7
Frecuencia de muestreo (hora™) 160

En la tabla 29 se muestran los resultados de la evaluacion de veracidad. Se
realizd6 una prueba de significacién t segun se explico en la seccion 3.5. La
comparacion estadistica de los valores obtenidos y el valor informado en el
certificado indicaron que ambos son equivalentes (valor absoluto t -experimental <
t -critico).

El método propuesto no presenta sesgo. Considerando la incertidumbre
informada por el material de referencia NIST-1549 y la precisién obtenida con el

método propuesto, el mismo se puede considerar exacto.
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Tabla 29. Contenido de selenio total obtenido en los materiales de referencia

certificados.
Material de referencia Valor Valor obtenido
certificado certificado (media + s) (te)-(perimental
(mg kg™) (mg kg™) (n =5)

NIST 1549 (Non-Fat Milk
Powder)
NIST 1846 (Infant

Formula)

0.11£0.01 0.1065 +0.0045 | -1.78

0.08 (*) 0.0807+ 0.0075 | 0.21

Se compararon los resultados obtenidos mediante una prueba -t (Student) con el valor
informado en el certificado del material de referencia (u):Ho: X = y, Ha: X = y; s = desviacion
estandar; t-critico (0.05, 4) = 2.78 (Miller y Miller, 1993, pp 40)

(*) Valor informado NIST (no informa incertidumbre, no es un valor certificado). Los

resultados se expresan en base seca.

En la tabla 30 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de veracidad
para leche fluida. Se muestran los datos de concentracion agregada y
concentracién obtenida para dos niveles de adicion realizados como se explicé en
la seccién anterior. Para concluir se evalué medidante una prueba de
significaciéon la diferencia entre el porcentaje de recuperacion obtenido, a dos
niveles de concentracion y el valor teérico 100%.

Los resultados obtenidos indicaron que los porcentajes de recuperacion obtenidos

no difieren significativamente del valor 100%.
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Tabla 30. Evaluacién de veracidad para la determinacion de selenio total en leche

fluida.
NIVEL 1
Conc. agregada Conc. hallada

Muestral (ug.L'1) (ug.L'1) %R Media (%) sy %
1 3.381 3.353 99.2 97.8 5.2
2 3.014 2.642 87.7 t exp (0=0.05) 1.112
3 3.111 3.111 100.0 |t tabla (0=0.05, 6)| 2.447
4 3.013 3.112 103.3 MEDIA ES IGUAL AL 100%
5 3.676 3.676 100.0  |Ho: %R =100
6 3.274 3.100 94.7 Ha: %R = 100
7 3.338 3.338 100.0

NIVEL 2
Conc. agregada Conc. hallada

Muestra (ng.L") (ug.L™ %R Media (%) s, %
1 6.514 6.529 100.2 102.2 5.3
2 5.928 6.117 103.2 |t exp (0=0.05) -1.116
3 6.498 6.502 100.1 |t tabla (0=0.05, 6)| 2.447
4 6.991 6.599 94.4 MEDIA ES IGUAL AL 100%
5 6.219 6.225 100.1  Ho: %R =100
6 6.045 6.468 107.0  |Ha: %R = 100
7 6.596 7.297 110.6

Nota del autor:

El sistema en flujo multiconmutado fue validado también para la determinaciéon de arsénico y
selenio en agua de consumo humano. Si bien esto no formé parte de los objetivos de esta tesis
nos parecio importante destacarlo ya que se demostré que el sistema puede utilizarse para la
determinacién de selenio en otras matrices y para determinar otros analitos.

Estas aplicaciones fueron difundidas segun se detalla a continuacion:

e “Método automatizado para la determinacion de arsénico total en muestras de agua
mediante HG-AAS”. 8vo Simposio Latinoamericano de Quimica Analitica Ambiental y
Sanitaria, llevado a cabo del 16 al 20 de febrero del 2009 en San José, Costa Rica (se
presentd un poster).

¢ “Automated method for total selenium determination in drinking water samples by HG-AAS”.
3rd Hemispherical Conference on Medical Geology, a realizarse del 13 al 16 de octubre de
2009 en Montevideo, Uruguay (trabajo aceptado).

En el anexo Il se encuentran las constancias y resumenes correspondientes.
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Habiendo validado la metodologia analitica se analizaron una serie se muestras
de leche. Del total de las muestras analizadas 10 de ellas fueron de leche fluida.
De estas muestras 4 fueron de un tambo de Florida y 4 de un tambo de Libertad.
De cada tambo se extrajeron 10 muestras correspondientes a 10 vacas
individuales. Tres de esas muestras fueron analizadas en forma individual y con
las restantes 7 se realizé un pool ya que se consideraron muestras de la misma

poblacion. Los resultados se presentan el la tabla 31.

Expresion de resultados

Se analizaron 17 muestras de leche en polvo entera y 2 muestras de suero en
polvo proporcionadas por una empresa lactea.
Los resultados obtenidos para leche en polvo y férmulas infantiles se informaron

en pg.kg™ y se expresaron en base seca.

Los resultados de las muestras de leche en polvo se expresaron estimando la
incertidumbre como la desviacion estandar (s). Se realizaron las determinaciones
independientes por triplicado y en los casos en que la precision s(%) fue menor a
10 % se promediaron los valores obtenidos y se informé: promedio + s.

Este criterio surgié de considerar la precision en condiciones de repetibilidad
intermedia del método. Cuando el valor de s,% fue mayor a 10% se realizd un
tratamiento de datos para muestras muy pequefias, sin promediar los valores
(Ramis et al., 2001). Para ello se estimé la desviacion estandar (s*) a partir del

intervalo intercuartilico y el resultado se expresé como la mediana (mediana + s*).
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En algunos casos no fue posible realizar triplicados y se realiz6 la determinacion
por duplicado. En ese caso se informd el rango y la diferencia entre ambos
valores (rango * diferencia entre duplicados). Los resultados se muestran en la

tabla 32 y 33.

Ademas se determiné la concentracion de selenio total en 6 formulas infantiles.
En todos los casos se realizaron las determninaciones por triplicado. Debido a
que en ningun caso la dispersion entre triplicados superd el valor de s; % del
método, los resultados se promediaron y se informaron con su desviacion
estandar (promedio * s).

En la tabla 34 se muestran las caracteristicas (informacién de la rotulacion) de las
muestras disponibles en el mercado Uruguayo y en la tabla 35 los resultados

obtenidos.

Las concentraciones de selenio total se expresaron en pg.L'1 para leche fluida.
En todos los casos se realizaron las determninaciones por triplicado. Debido a
que en ningun caso la dispersion entre triplicados super6 el valor de s; % del
método, los resultados se promediaron y se informaron con su desviacion

estandar (promedio * s).
Como ya se discutié en la seccion anterior se consideraron las fuentes de

incertidumbre que tienen mayor contribucion en el resultado final de las

determinaciones analiticas.
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La incertidumbre entonces se expresd en términos de desviacion estandar,
considerando las condiciones de repetibilidad intermedia. De esta manera se

contempld el factor de mayor peso en la contribucién a la incertidumbre total.

Tabla 31- Contenido se selenio en leche fluida.

Leche de tambo de Florida extraidas en i‘iﬁ::gg C‘:”:’z:l:ra]f;é,r"sde
diciembre del aiio 2008 asignado (ug.L"") (n=3)
Vaca individual 2362 259+1.6
Vaca individual 1647 19.8 +1.2
Vaca individual 2224 15.2+1.8
pool 2065,2420,925 16.1+1.0
Leche de tambo de Libertad extraidas i(:::::'?\g C%’:’gglngffsde
en diciembre del aino 2008 asignado (ug.L™") (n=3)
Vaca individual LA 20.1£1.2
Vaca individual L2 19.9+1.6
Vaca individual L3 14.3+1.0
pool 4,1,118 11.5+£1.1
Leche comercial comprada en el codigo C°"°e""a?'°+" de
do local |r!terno de se[$n|o s
mercado asignado (ug.L) (n=3)
Leche descremada Pili LP 18.9+1.8
Leche entera Conaprole LC 34.1+2.5
Rango (ug.L'1) 11.5 - 34.07
Media (ug.L")(n=10) 19.56

Resultados de la determinacion de selenio total en 10 muestras de leche fluida uruguayas
(mg.L™" utilizando un sistema en flujo multiconmutado con generacién de hidruros.
s: desviacion estandar. El cédigo interno asignado se refiere a una marca (caravana) que

se le coloca al ganado para su idenfificacion.

Si bien son pocas las muestras de leche fluida analizadas, los datos indicaron que
estas muestras se encuentran dentro de la media mundial (10 ug.L™") segun se

comento en la seccion 3.1.5.
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Tabla 32- Contenido de selenio en suero en polvo.

Mu’es_tra Concentracion .
E
(cédigo K + Observaciones
interno) (Mg-kg') +s
S1(n=3) 33.8+6.1 (mediana + s*)
_ (promedio + s)
S2 (n=3) 35.3+3.0 st (%) = 9.0

Resultados de la determinacion de selenio total en 2 muestras de suero en polvo (ug.kg™)

utilizando un sistema en flujo multiconmutado con generacién de hidruros.s: desviacion

estandar, s* = estimacién de desviacion estandar a partir del Intervalo intercuartilico. Los

resultados de expresan en base seca.

Se analizaron solamente dos muestras de suero en polvo por lo que de los

resultados obtenidos no se puede extraer ninguna conclusion significativa.

En las muestras de leche en polvo el rango varié de 31 a 130 ug.kg™ lo cual

estuvo acorde a los datos reportados en la literatura (ver seccion 3.1.5).

Los resultados de muestran en la tabla 33.
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Tabla 33- Contenido se selenio en leche en polvo entera.

Mu’es_tra Concentracion .
(codigo ka'l) + Observaciones
interno) (H9-kg") £
L1 (n=2) 51-67 Minimo-maximo
L2 (n=3) 71+£6 sy (%) =8.3
L3 (n=2) 105-128 Minimo-maximo
L4 (n=3) 8045 (promedio + s)
- s (%) =57
L5 (n=3) 33.8+6.0 (mediana * s*)
L6 (n=2) 55-80 Minimo-maximo
L7 (n=3) 7515 (promedio £ s)
sr (%) =6.9

- promedio + s
L8 (n=3) 80+6 s (%)=7.8
L9 (n=3) 93+15 (mediana £ s*)

_ (promedio £ s)
L10 (n=3) 9% +7 s (%) =7.3

_ (promedio + s)
L11 (n=3) 100+ 2 s (%) = 2.2

_ (promedio £ s)
L12 (n=3) 66 £ 4 s (%) = 6.7

_ (promedio £ s)
L13 (n=3) 7416 s (%) =76
L14 (n=3) 72+14 (mediana * s*)

_ (promedio £ s)
L15 (n=3) 493+1.0 s (%) =2.0

_ (promedio £ s)
L16 (n=3) 30.8+0.1 s, (%) =0.5
L20 (n=3) 3614 (mediana * s*)

Resultados de la determinacion de selenio total en 17 muestras de leche en polvo
uruguayas (ug.kg™) utilizando un sistema en flujo multiconmutado con generacién de
hidruros.Cuando n=2 se informa el rango de valores (minimo-maximo) obtenido.

s: desviacion estandar, s* = estimacion de desviacion estandar a partir del Intervalo

intercuartilico. Los resultados se expresan en base seca.
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Tabla 34. Contenido de selenio en formulas infantiles

Se total kg™ Muestra
(ng kg™) =z = = o — —
Valor declarado 150 150 ND ND 40 120
Valor obtendido * s 138+10 | 135£3 | 8446 56114 4212 116+3
Apartamiento
relativo (%) 8 10 - - 48 33

Resultados de la determinacién de selenio total en 6 muestras de formulas infantiles del
mercado Uruguayo (mg.kg™") utilizando un sistema en flujo multiconmutado con
generacion de hidruros.ND: no declara (estas muestras contienen solo el selenio

intrinseco de la base lactea) s: desviacion estandar. Los resultados se expresan en base

seca (n=3).

Tabla 35- Caracteristicas de las formulaciones infantiles analizadas.

caodigo
interno

Caracteristas de la muestra segun informacion del fabricante en la
rotulacion.

F3

Foérmula lactea en polvo con hierro para lactantes de inicio. Fabricado en Brasil
Nifios de 1y 2 semanas: 13.2 g + 90 mL agua (6 veces por dia)

7 meses en adelante: 30.8 g + 210 mL agua (3 a 4 veces al dia)

Se considera solo se alimentan con la formula infantil

F5

Formula lactea en polvo sin lactosa para lactantes, nifios y adultos. Fabricado en Holanda
Nifos de 1y 2 semanas: 13.3 g + 90 mL agua (6 veces por dia)

7 meses en adelante: 30.8 g + 210 mL agua (3 a 4 veces al dia)

Se considera solo se alimentan con la formula infantil

F1

Formula lactea de inicio en polvo con hierro para lactantes (6-12 meses). Fabricado en Argentina
Nifos de 1y 2 semanas: 13.5 g + 90 mL agua (6 veces por dia)

7 meses en adelante: 30.8 g + 210 mL agua ( 4 veces al dia)

Se considera solo se alimentan con la férmula infantil

F2

Formulacién de continuacion en polvo con hierro para lactantes. Fabricado en Argentina
Nifos de 6meses: 14.3 g + 90 mL agua, 36.4g + 220mL agua (4 veces por dia)

7 meses en adelante: 30.8 g + 220 mL agua ( 3 veces al dia)

Se considera solo se alimentan con la formula infantil

F6

Foérmulacion infantil con hierro. Fabricado en Irlanda

Nifos de hasta 1 mes: 12.9 g + 90 mL agua, (6 veces por dia)
7 meses en adelante 25.68g + 240 mL agua ( 5 veces al dia)
Se considera solo se alimentan con la formula infantil

F4

Producto de Conaprole discontinuado
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Nota del autor:

La difusion de este trabajo esta en proceso al momento de completar esta tesis segun se detalla a
continuacion (las constancias correspondientes se muestran en el Anexo Il):
¢ “Determinacion de Selenio total en leche y formulas infantiles mediante Analisis en Flujo
multiconmutado con deteccién HG-AAS”. 15° Encontro Nacional de Quimica Analitica e 3°
Congreso Iberoamericano de Quimica Analitica, a realizarse del 18 al 21 de octubre de
2009 en Salvador, Bahia, Brasil (trabajo aceptado).
e “Determination of total selenium by multicommutated-flow hydride generation atomic
absorption spectrometry. Application to cow’s milk and infant formulae”. Articulo enviado el

18 de junio a la revista “Analytical Methods” (en etapa de evaluacion).
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5.3.3.5. Conclusiones

El sistema en flujo multiconmutado desarrollado fue exitoso para la determinacion
de selenio total mediante la generacion del hidruro de selenio en muestras de

leche vacuna fluida, en polvo y en formulas infantiles.

El método propuesto fue optimizado y validado resultando exacto para la
aplicacion propuesta. El sistema presentd las ventajas de un sistema
automatizado que ademas consume poca muestra y reactivos con la consiguiente
reduccion de los residuos quimicos generados.

Se trata de una técnica muy rapida y flexible ya que las modificaciones en los
parametros de operacion pueden realizarse mediante software sin la necesidad

de cambiar el sistema.

Se optimizd y validé un método de preparacion de muestra sencillo y rapido.

Los resultados obtenidos indican que el contenido de selenio total en las muestras
analizadas se encontré en concordancia con los datos reportados en la literatura.
Las férmulas infantiles sin agregado de selenio no satisfacen los requerimientos
minimos de nutricién para la poblacién a la que estan dirigidos. Por otro lado las
que tienen agregado de selenio (selenito de sodio) apenas cumplen el

requerimiento minimo de ingesta diaria.
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5.3.4. Consideraciones nutricionales respecto a los valores de
selenio obtenidos en leche vacuna y féormulas infantiles de
Uruguay.

Segun las recomendaciones de consumo de los fabricantes de las férmulas
infantiles y considerando que los nifios solo reciben esa alimentacién, el rango de
ingesta de selenio diario es de 5 a 19 ug/dia.

La ingesta diaria recomendada para nifios de corta edad es del orden de los 20
pg/dia y la literatura indica que este tipo de productos deberian proveer de 10 a
45 pg/dia de selenio (Flynn y Cashman, 1997).

Los resultados obtenidos indican que las formulaciones infantiles que no
contienen selenio agregado no cumplen con los requerimientos minimos para la
nutricion en cuanto a niveles de selenio. Siempre considerando que esta
poblacion solo se alimenta de este producto.

Las formulaciones que contienen agregado de selenio (como selenito de sodio)

apenas llegan al valor minimo para cubrir dichos requerimientos.

Cabe destacar que luego del proceso industrial de secado los componentes de la
matriz leche se concentran un factor de 10 aproximadamente. La leche en polvo
analizada fue leche entera comun secada, por lo que los resultados de leche en
polvo pueden ser considerados también para concluir sobre contenido de selenio

en leche uruguaya.

En la figura 125 se muestra un diagrama de cajas resumiendo los resultados para

las tres series de muestras analizadas.
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Figura 125 — Diagrama de cajas (contenido de selenio en leches uruguayas).
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6. Conclusiones finales y perspectivas

El trabajo desarrollado en esta tesis ha cumplido con los objetivos propuestos.

Se disefiaron optimizaron y validaron sistemas en flujo para la determinacion de
cobre, zinc, nitrato, nitrito y selenio total en leche en polvo, leche fluida y formulas

infantiles.

Los sistemas en flujo abarcaron diversas técnicas de Analisis en Flujo: flujo
continuo (CF), inyeccion en flujo (FIA), inyeccion secuencial (SIA) vy
multicomnutacion (MCFA). Asimismo se realizaron algunas pruebas de
preconcentracion en linea con resultados auspiciosos para la determinacion de

cobre y zinc.

En todos los casos los sistemas funcionaron en forma automatizada controlados

desde un PC.

En el caso de la determinacion de cobre y zinc, el sistema FIA propuesto sin
preconcentracion fue adecuado para la determinacion de dichos analitos en leche
en polvo y formulas infantiles. El método propuesto arrojo resultados equivalentes
a los obtenidos por el método de referencia.

Para la determinacion de zinc también se desarrollé un sistema SIA que fué mas

rapido y consumidé menor cantidad de muestra y reactivos que el sistema FIA.
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Este método también arrojé resultados equivalentes a los obtenidos por el método
oficial para leche en polvo y férmulas infantiles.

Por lo tanto se concluye que el sistema SIA puede proponerse como método
alternativo al método oficial. Esto surge no solo porque arrojé resultados
equivalentes al método de referencia sino también porque resulté mas productivo,
rapido, econémico y generd menor cantidad de residuos quimicos.

Para la determinacion de cobre el sistema FIA sin preconcentracion puede ser
propuesto como método alternativo al método oficial para la determinacion en
leche en polvo y férmulas infantiies por las mismas razones expuestas
anteriormente. Para realizar la determinacion de cobre utilizando un sistema SIA
debe modificarse el sistema propuesto en este trabajo. Una alternativa seria
realizar preconcentracion. Este desafio queda planteado para continuar el trabajo.
Asimismo para determinacion de cobre y zinc en leche fluida debe optimizarse un
sistema que presente menores limites de deteccion y cuantificacion. Para ello se
propone como continuacion el disefio de un sistema SIA con preconcentracion

para la determinacion de cobre y zinc en leche fluida.

La determinacion simultanea de nitrato y nitrito se realizé utilizando un sistema
SIA con una reduccion en linea de nitrato a nitrito. El sistema resulté adecuado
para dicha determinacién en leche en polvo y férmulas infantiles arrojando
resultados equivalentes al método de referencia con mayor productividad.
Asimismo consumié menor cantidad de muestra, reactivos y generé6 menor

cantidad de residuos quimicos.
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La determinacion de nitrato y nitrito utilizando la reaccién de Griess ha sido
ampliamente estudiada. Muchos trabajos realizando estas determinaciones en
flujo se han publcado pero solo unos pocos se refieren a la aplicacion propuesta

en esta tesis.

Para la determinacién de selenio total en leche en polvo, leche fluida y formulas
infantiles se desarrolld, optimizé y validé un sistema en flujo multiconmutado.

El mismo tal como se presenta en esta tesis y para la aplicacion propuesta tiene
un cierto grado de innovacién en el area.

El método propuesto resulté adecuado para la aplicacion propuesta y puede
proponerse como método de rutina para determinacion de selenio en leche fluida
y en polvo. Ademas el sistema resulté adecuado para la determinacion de selenio
y arsénico en agua de consumo humano. Esto ultimo fue mas alla de los objetivos
de esta tesis e indica que pueden realizarse determinaciones de Se en otras
matrices.

También en importante destacar que el sistema puede utilizarse para realizar
especiacion de Se(lV) y Se(VI). Esto dependera del tratamiento previo que reciba
la muestra. Otra alternativa para futuros trabajos seria optimizar la preparacion de

las muestras de forma tal de poder llevar adelante ensayos de especiacion.

Se obtuvieron datos sobre la concentracion de selenio en leche de nuestro pais. A
partir de ellos se pudo concluir que las muestras analizadas contienen niveles de
selenio comparables con la media mundial. Ademas se confirmé el hecho de que

la leche y las formulas infantiles sin agregado de selenio que se encuentran en
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nuestro mercado son fuentes pobres de selenio para la nutricion. Aunque en el
caso de las formulas infantiles con adicién de selenio si se llega a cubrir los
requerimientos para los lactantes y nifios de corta edad que solo se alimentan de

este producto.

Seria muy importante para fortalecer estas afirmaciones realizar la determinacién
en un mayor numero de muestras, sobre todo en el caso de la leche fluida. En
particular seria muy interesante para futuros proyectos vinculados al sector
productivo realizar un muestreo en diversos puntos del pais. Ademas realizar
estos muestreos en diferentes épocas del afo para cubrir la variabilidad
estacional.

En este trabajo quedan documentados los datos obtenidos para ofrecer a la

sociedad y para contribuir a completar las tablas nutricionales.

En cuanto a los sistemas de analisis en flujo disefados se adquirid gran
experiencia y se pudo investigar el desempeno de varias técnicas. Todas las
técnicas resultaron exitosas para las aplicaciones propuestas, pero tanto SIA
como multiconmutacion son sin duda las mas rapidas y flexibles.

En el caso de SIA resulta un técnica muy robusta, si el sistema se desmonta
completamente y se vuelve a montar un tiempo después se puede esperar
resultados equivalentes. En cambio si un sistema multiconmutado complejo se
desmonta completamente y un tiempo después se vuelve a armar habra que tener

especial cuidado en armarlo exactamente igual al original. Pequefias variaciones
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por ejemplo en el largo de los tubos puede traducirse en resultados muy
diferentes, esto se pudo comprobar en este trabajo.

Sin embargo un sistema multiconmutado resulta sencillo de automatizar y es muy
flexible en cuanto a que una vez construido el sistema se pueden cambiar
parametros de operacion desde el software sin modificar el sistema. Ademas de
ser muy rapidos, dificiimente un sistema SIA pueda superar en esto a la

multiconmutacion.

A nivel personal considero que el trabajo realizado ha contribuido a mi formacion
para poder ser un investigador independiente. Asi mismo se han dejado
planteadas varias posibilidades de continuacion para generar nuevos proyectos

en el futuro.
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8. Anexos

8.1. Anexo |

Determinacién de humedad de las muestras de leche en polvo, formulas infantiles

y material de referencia certificado.

Se determiné el porcentaje de humedad de las muestras sélidas segun la norma
IDF Standard 26A:1993. El valor obtenido del contenido de agua se consideré en
la toma en peso de las muestras de forma tal de que el resultado final obtenido
quedo expresado en base seca (M pesasa — M agua)-

En la tabla A1 se muestran los resultados obtenidos. Las determinaciones se

realizaron por duplicado.
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Todas las masas expresadas en Estufa 102-104 °C controlada, 2hs IDF
gramos hasta masa constante. 26A:1993
2a
pesada
i 1a (1 hora dif o %
. crisol + masa masa masa %
Muestra | Crisol pesada | despues | masa L . Humedad humedad
muestra const | inicial final humedad .
(2hs) de la 1-2 promedio
primera
pesada)
F6 12.0108 12.5057 12.4919 | 12.4917 -0.0002 S| 0.4949 0.4809 0.0140 2.91 291
11.5302 12.1159 12.0995 12.0994 -0.0001 Si 0.5857 0.5692 0.0165 2.90 )
F1 16.6926 17.2344 17.2114 17.2110 -0.0004 SI 0.5418 0.5184 0.0234 4.51 4.45
16.2258 16.7965 16.7729 16.7725 -0.0004 SI 0.5707 0.5467 0.0240 4.39 )
F2 3.9720 4.3225 4.3082 4.3080 -0.0002 SI 0.3505 0.3360 0.0145 4.32 4.7
4.3045 4.5909 4.5792 4.5793 0.0001 Sl 0.2864 0.2748 0.0116 4.22 )
F3 16.6936 17.1496 17.1415 17.1410 -0.0005 Si 0.4560 0.4474 0.0086 1.92 1.87
16.2264 16.7058 16.6977 16.6972 -0.0005 Si 0.4794 0.4708 0.0086 1.83 )
Fa 12.6449 13.1220 13.0949 13.0947 -0.0002 ]| 0.4771 0.4498 0.0273 6.07 6.16
14.5106 15.0598 15.0276 15.0275 -0.0001 Si 0.5492 0.5169 0.0323 6.25 )
F5 11.5302 12.1285 12.1095 12.1096 0.0001 Si 0.5983 0.5794 0.0189 3.26 3.29
11.2179 11.7573 11.7403 11.7400 -0.0003 Si 0.5394 0.5221 0.0173 3.31 )
L1 12.0110 12.4856 12.4621 12.4621 0.0000 Si 0.4746 0.4511 0.0235 5.21 5.23
11.3961 11.8477 11.8258 | 11.8252 -0.0006 S| 0.4516 0.4291 0.0225 5.24 '
NIST 12.7411 12.9291 12.9227 | 12.9222 -0.0005 S| 0.1880 0.1811 0.0069 3.81 3.85
1549 12.6455 12.8883 12.8798 | 12.8792 -0.0006 S| 0.2428 0.2337 0.0091 3.89 '
L5 17.9957 18.5615 18.5305 18.5299 -0.0006 Sl 0.5658 0.5342 0.0316 5.92 5.91
16.5914 17.1626 17.1309 | 17.1308 -0.0001 S| 0.5712 0.5394 0.0318 5.90 :
L7 11.5295 12.0374 12.0083 | 12.0081 -0.0002 S| 0.5079 0.4786 0.0293 6.12 6.15
12.0102 12.5223 12.4927 | 12.4925 -0.0002 S| 0.5121 0.4823 0.0298 6.18 :
L8 12.0106 12.5160 12.4957 | 12.4958 0.0001 S| 0.5054 0.4852 0.0202 4.16 4.18
11.3956 11.9070 11.8865 11.8864 -0.0001 Sl 0.5114 0.4908 0.0206 4.20 )
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Todas las masas expresadas Estufa 102-104 °C controlada, 2hs  IDF
en gramos hasta masa constante. 26A:1993
2a
pesada
, 1a (1 hora dif o %
, crisol + masa | masa masa %
Muestra | Crisol pesada | despues | masa L . Humedad humedad
muestra const | inicial final humedad .
(2hs) de la 1-2 promedio
primera
pesada)
NIST 16.5915 17.0017 16.9956 16.9953 -0.0003 Si 0.4102 0.4038 0.0064 1.58 1.59
1846 17.9956 18.4290 18.4226 18.4222 -0.0004 Si 0.4334 0.4266 0.0068 1.59 )
L12 11.3953 11.8961 11.8739 11.8736 -0.0003 Si 0.5008 0.4783 0.0225 4.70 4.69
11.2173 11.7284 11.7060 11.7056 -0.0004 Si 0.5111 0.4883 0.0228 4.67
L6 16.5910 17.0534 17.0295 17.0290 -0.0005 SI 0.4624 0.4380 0.0244 5.57 5.56
17.9946 18.5259 18.4982 18.4980 -0.0002 Si 0.5313 0.5034 0.0279 5.54 i
St 16.6943 17.1609 17.1435 17.1435 0.0000 Si 0.4666 0.4492 0.0174 3.87 3.82
16.2269 16.7337 16.7159 16.7153 -0.0006 Si 0.5068 0.4884 0.0184 3.77 )
L2 11.5300 12.0432 12.0196 12.0190 -0.0006 Si 0.5132 0.4890 0.0242 4.95 4.86
12.0110 12.5134 12.4906 12.4905 -0.0001 Si 0.5024 0.4795 0.0229 4.78 i
L3 11.3960 11.9082 11.8820 11.8818 -0.0002 Si 0.5122 0.4858 0.0264 5.43 5.39
11.2180 11.7237 11.6982 11.6980 -0.0002 Si 0.5057 0.4800 0.0257 5.35 :
L14 12.6455 13.1065 13.0858 13.0852 -0.0006 Si 0.4610 0.4397 0.0213 4.84 4.76
14.5110 15.0268 15.0042 15.0038 -0.0004 Sl 0.5158 0.4928 0.0230 4.67
L15 16.9056 | 17.4497 | 17.4272 | 17.4268 | -0.0004 S| 0.5441 0.5212 0.0229 4.39 4.46
12.7417 | 13.1717 | 13.1535 | 13.1531 -0.0004 S| 0.4300 0.4114 0.0186 4.52
L16 11.5299 | 12.0406 | 12.0167 | 12.0162 -0.0005 S| 0.5107 0.4863 0.0244 5.02 5.06
12.0109 | 12.5188 | 12.4946 | 12.4941 -0.0005 S| 0.5079 0.4832 0.0247 5.11 )
L4 11.3963 11.9653 11.9392 11.9389 -0.0003 Sl 0.5690 0.5426 0.0264 4.87 4.82
11.2180 | 11.7308 | 11.7075 | 11.7074 | -0.0001 S| 0.5128 0.4894 0.0234 4.78 )
L9 12.6454 | 13.1158 | 13.0976 | 13.0974 | -0.0002 S| 0.4704 0.4520 0.0184 4.07 3.89
14.5112 15.0184 15.0008 15.0003 -0.0005 Sl 0.5072 0.4891 0.0181 3.70 )
L10 16.9055 | 17.4441 17.4245 | 17.4242 -0.0003 S| 0.5386 0.5187 0.0199 3.84 4.07
12.7411 | 13.2065 | 13.1878 | 13.1873 | -0.0005 Sl 0.4654 0.4462 0.0192 4.30 )
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Todas las masas expresadas en Estyfa 102-104 °C controlada, 2hs  IDF
gramos hasta masa constante. 26A:1993
2a
pesada
i 1a (1 hora dif o %
M t Crisol crisol + esada | despues | masa Mmasa ma s.a m_asa Humedad % humedad
uestra P P
muestra const | inicial final humedad \
(2hs) de la 1-2 promedio
primera
pesada)
L11 16.5916 17.0726 17.0518 17.0512 -0.0006 Si 0.4810 0.4596 0.0214 4.66 4.68
16.9956 17.4570 17.4368 17.4363 -0.0005 Si 0.4614 0.4407 0.0207 4.70 )
L13 16.6931 17.1452 17.1260 17.1258 -0.0002 Si 0.4521 0.4327 0.0194 4.48 4.46
16.2267 16.7669 16.7443 16.7440 | -0.0003 S| 0.5402 0.5173 0.0229 4.43
L20 11.5298 12.0165 11.9908 11.9903 -0.0005 Sl 0.4867 0.4605 0.0262 5.69 5.64
12.0108 12.5120 12.4856 12.4855 | -0.0001 S| 0.5012 0.4747 0.0265 5.58
2 11.3957 11.8607 11.8425 11.8423 | -0.0002 S| 0.4650 0.4466 0.0184 4.12 477
11.2177 11.7180 11.6921 11.6923 0.0002 S| 0.5003 0.4746 0.0257 5.42 :
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8.2. Anexo Il

Trabajos presentados

Como se indico en las “Notas del autor” se presentan en este anexo las

constancias de los trabajos presentados a partir de esta tesis.
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Introduction

Nitrate may have a negative impact on health
because it may be reduced to nitrite which is
toxic and may cause methemoglobinemia,
which presents symptoms of cyanosis and
anoxia. Young children are more prone to this
condition, thus it is important to control the
levels of nitrate and nitrite in milk and infant
formulas consumed by the children and infants
during lactation period. specially those without
breast-fed.

An automated system based on Sequential
Injection Analysis (SIA) [1] was developed for
the determination of nitrate and nitrite in these
products for quality control purposes.

Experimental

Nitrite is determined by reaction with N-(1-
Naphthyl)ethylenediamine and sulphanilamide
and measurement of absorption at 540 nm.
Nitrate is reduced on-line to nitrite in a Cd
minicolumn and the nitrite  determined
colorimetrically as explained before. Control of
the system and data acquisition were carried out
from a personal computer fitted with an
analogue-to-digital (A/D) interface card and a
program compiled in Visual Basic 6. The system
comprised a syringe pump. a 10-port selector
valve, reactors and connectors made in 0.8-mm
ID PFA tubing, a Cd reducing minicolumn and a
flow cell installed in a spectrophotometer.

Previously to introduction to the SIA system, fat
and protein in the samples were precipitated
according to the official IDF method [2]. This
method was also used as the reference method
for validation.

14" Enconiro Nacional de Quimica Analitica

Results and Discussion

The proposed method exhibits good linearity (r*
= 0.999) and precision (sg %, n = 5) < 3%. In
the analysis of commercials samples. the
agreement between the results provided by the
proposed and the reference method was found to
be appropriate for the purpose.

Sampling frequency was 30 samples/hour
(nitrate) and 45 samples/hour (nitrite).

Conclusions

A successful application of a SIA system
automated and controlled via software is
presented. This technique presents multiple
advantages as opposed to the tedious traditional
methods of dairy product analysis.
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DETERMINATION OF NITRATE AND NITRITE IN MILK POWDER AND INFANT
FORMULA USING A SEQUENTIAL INJECTION ANALYSIS (SIA) SYSTEM.
Mariela Piston* (PG), Alicia Mollo (PQ), Jeannette Araujo (PQ) and Moisés Knochen (PQ)

mpiston@fq.edu.uy.
Universidad de la Reptiblica. Facultad de Quimica. DEC - Céledra de Quimica Analitica
Av. Gral. Flores 2124. 11800 Montevideo, Uruguay.

INTRODUCTION METHODS
The objective of this work was the development of an automated Fat and protein in the samples were precipitated according to the official IDF
system based on Sequential Injection Analysis (SIA) for the method (118:1984).

determination of nitrate and nitrite in milk and infant formulas for quality Nitrite was determined by reaction with sulphanilamide and N-(1-Naphthyl)
control purposes. ethylenediamine and measurement of absorption at 540 nm.

Nitrate may have a negative impact on health because it may be Nitrate was reduced on-line to nitrite in @ Cd/Cu minicolumn and the nitrite
reduced o nitrite which is toxic. Young children are more prone to this  determined colorimetrically as above.

condition, thus it is important to control the levels of nitrate and nitrite in SIA System
milk and infant formulas consumed by the children and infants during
lactation period, specially those without breast-feeding.
c HE2
MATERIALS Fl=
Syringe pump, Cavro XP-3000 Ll it bl
10-port selector valve, Valco Cheminert ¥ HO

Reactors and connectors made in 0.8-mm ID PFA tubing sy

Beckman B modified spectrophotometer with flow cell L R —
" i G i g C1: mixing coil (50 cm x 0.8 mm), HC1: 100 cm x 0,8 mm, HC2: 110 cm x 0.8 mm, S: sample,

lBM compat_IbIe PC (pe""””’.‘ P” 600 M.IHZ) with 2 serial ports, fitted R1: chromogenic reagent, V1: selector valve, Sy: syringe pump (2.6 mL), D: detector,

with @ 12-bit analogue-to-digital (A/D) interface card (Measurement €: Cd/Cu minicalumn, W: waste

Computing CIO-DAS08Jr) and a program compiled in Visual Basic & o

RESULTS
The contents of nitrate and nitrite in the samples were below the detection limit, thus the accuracy was evaluated with spiked samples.
The results were also compared with the official IDF method.

Official IDF

= method SIA bl
[ Nitrate (NOy-N) Nitrite (NO,-N) il Anaigte | rathec Recovary (%}
LOD (malL), (3, n=10) 017 0025 s, [18:+5,M(C-C,}] x100
LOQ (mgiL), {105, n = 10) 085 0084 Infant I;u:mui. | Nitrate (mg/L) 5.555 | 5573 wa |
< 8 = T T ——=1 2 105.
Precision (sr{%), n=10) <2% <2% ] :mlm, zf;: ::‘): g;:
Linearity range (mgiL) 055-15.0 (2>0999) 0,084 - 1.01 (7>0.999) Infantt Formula | Nitrate (mgiL) A i -4
8 Nitrite (mg/L) 0.202 0200 1037
Sampling rate {samples/hour] 30 80
g e (e & '""::'":ﬂ‘:".“:"' Nitrate (mgiL) 5520 5533 938
Aceuracy from0108 | irite (mgity | 0201 0186 wo
Racovery assay Nitrate Nitrite months
1~ critical {a%0 05, 5) 257 267 Infant FOrmula | yjerate (mgi.) 5416 5380 %3
t =0.05,5) 019 058 for chicean
i (2=0.08.5], =t from 6 to 12
Results indicate that there is no significant difference between months Nitrite (mgiL) 0.188 0.210 I 1043
the 100%.
Method comparison = umwrl:llnln e Nondfat milk | Nitrate (mg/L) i _ & _toe
PO . - powder N
1~ critical (2=0.05, 5) — am itrite (mgi) 0200 0191 546
| ¢ -oxporimental (0=0055) | 034 I Milk powder |t (mgl)} 8632 .
Results indicate that there is no between the Nitrite {mg.) 0211 0219 1085
Jwith both methods. Found concentrations in spiked samples: §,, S,
Added nitrate (mg NO,-NIL) C,= 3.36 , C,= 6.58; added nitrite (mg NO,-NIL) C,=0.10, C,=0.20

CONCLUSIONS

A successful application of a SIA system automated and controlled via software is presented. The results provided by the proposed and the reference method
were found to be statistically equivalent. This method presents multiple advantages as opposed to the tedious traditional methods of dairy product analysis.

Acknowledgements The authors thank UdelaR — CSIC and PEDECIBA (UNDP Project URU/97/016) for economic support, Gramon-Bagé Uruguay and
CONAPROLE for providing samples, and Ramiro Pérez and Cecilia Rimoldi for their collaboration in the experimental work,
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DETERMINACION SIMULTANEA DE COBRE Y ZINC EN LECHE EN POLVO Y FORMULAS
INFANTILES MEDIANTE UN SISTEMA DE ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO (FIA).

Pistdn, M. y Knochen, M.

Universidad de la Reptblica - Facultad de Quimica — Citedra de Quimica
Analitica. Av. Gral. Flores 2124, Casilla de Correo 1157. CP 11800 Montevideo
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Se propone la automatizacién en la determinacién de cobre y zinc en leche en polvo y
formulaciones infantiles de base lictea mediante un sistema de andlisis por inyeccién en flujo
(FIA) controlado desde un PC.

Se trata de una determinacién simple basada en la variacidn de la estabilidad de los
complejos formados entre el 2-carboxi-2"-hidroxi-5 ‘sulfoformazilbenzol (zincon) y los metales
a diferentes pH y posterior deteccién espectrofotométrica a 612 nm.

Un dnico sistema en flujo permite la determinacién de Cu(ll) a pH 5 dado que a ese pH el
complejo Cu (i1)-zincon es estable, y la determinacion de Zn (I1) a pH 9, agregando un agente
enmascarante (citrato de sodio) a las soluciones buffer. De este modo es posible enmascarar
casi completamente el Cu(ll) a pH 9, asi como evitar la formacién de complejos con otros
metales constitutivos de la matriz. La mineralizacién de las muestras se realiza segin el
método AOAC 985.35 [1].

Este método, basado en espectrometria de absorcién atémica de llama fue usado también

‘como método de referencia para la validacidn.

En las muestras analizadas el apartamiento de los resultados entre ambos métodos fue
menor al 5%.

Se verifico linealidad hasta 1 mg/L para Cu y hasta 10 mg/L para Zn, la precisién (RSD) en
ambos casos fue mejor que 3%. La frecuencia de muestreo fue 60 muestras/hora.

El método automatizado propuesto es mucho mads econémico que los basados en
espectrometria ICP o AAS y arrojé resultados equivalentes con una mayor productividad.

1. Official Methods 985.35. Minerals in Ready to Feed Milk Based Infant Formula and Pet Foods
(Atomic Absarption Spectrophotometric Method},.lnlam Formula and Medical Diets, 50.1.14.
16th Ed. AOAC INTERNATIONAL, Gaithersburg, MD (1996).

2. ). Ruzicka, E. Hansen. “Flow Injection Analyses. Part |. A new concept of fast continuous flow
analysis”, Anal. Chim. Acta 78 145-147 (1975).
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INTROD

Muchos de los procesos vitales son dependientes de ciertos elementos esenciales y de su correcta distribucién y balance en este sentido las formulaciones
infantiles son alternativas para aportar a lactantes y nifios de corta edad los nutrientes que necesita cuando la lactancia materna no pueda llevarse a cabo o

resulta deficiente por diferentes razones,

n@fq.edu.uy

UCCION

Las determinaciones quimico analiticas de cobre y zinc se realizan habitualmente empleando una variedad de técnicas y métodos clésicos, costosos y tediosos.

Se propone la automatizacién en la determinacion de cobre y zinc en leche en polvo y formulaciones infantiles de base ldctea mediante un sistema de andlisis

por inyeccién en flujo (FLA) controlado desde un PC.

MATERIALES

Bomba peristdltica Gilson Minipuls 2.
Vélvula Valco Cheminert de 6-puertos con actuador microeléctrico , controlada
con un PC mediante un grcégmma escrito en lenguaje QuickBasic 4.0 bajo DOS
6.0, via puerto serial RS232.

Espectrémetro Hewlett Packard HP 8453 UV-Vis con celda de flujo de 200 ulL.
Reactores helicoidales y tubos de PFA de 0.8 mm de diémetro interno.

Reactivos de calidad analitica para la preparacién de buffers.
Los patrones se prepararon a partir de zinc y cobre metdlicos.

Para la formacién de complejos se utilizé sal disédica de zineén p.a para
determinacidn espectrofotométrica de Cuy Zn,

METODOS

Se trata de una determinacién basada en la variacién de la estabilidad de los
complc\gus formados entre el 2-carboxi-2’-hidroxi-5° sulfaformazilbenzol
(zgnﬁzdn y los metales a diferentes pH y posterior deteccion espectrofotométrica
a 612 nm.

Un dnico sistema en flujo permite la determinacién de Cu(II) a pH 5 (30% en
etanol) dado que a ese pH el complejo Cu (II)-zincén es estable, y la
determinacién de Zn (II) a pH 9, agregando un agente enmascarante (citrato de
sodio 0.3 M) a las soluciones buffer.

De este modo es posible enmascarar casi completamente el Cu(II) a pH 9, asf
como evitar la formacién de complejos con otros metales constitutives de la
matriz.

La mineralizacién de las muestras se realiza segln el método AOAC 985.35.

Este método, basado en espectrometria de absorcién atémica de llama (AAS) fue
usado como método de referencia para la validacién.

Bomba

Bomba: bomba peristditica; P: portader, agua destilada (1.4 mL/min); B:
buffer de reaccién (1.7mL/min). R: reactivo para desarrollo de color, zincén;

(1.7mL/min);

RESULTADOS

M: muestra (450 uL)RI: reactor helicoidal de 50 cm; R2:
reactor helicoidal de 100 cm; D: descarte.

Las muestras analizadas representan las formulaciones infantiles de mayor consumo en el pais, también fueron analizadas las leches en polve comunes
entera (LE) y descremada (LD). La precisién en todos los cases fue mejor que 3% (S,,% n=5). Los resultados del test - ¢ indican que el método oficial

(AAS) y el propuesto (FIA) son comparables.

AGRADECIMIENTOS: UdelaR - CSIC, PEDECIBA - Qui

Pardmetro Cobre : Zine
e D mgly |
MUESTRA | Analito | Co o Coclente | o 5 (np) 3 bhkfw:;-v(- w;?)d- calibrucidn 0010 ooz |
| (mgs300 g | . mg
L 9 | m/1009) 105 blanco/pandiente curva de calibracidn dicxa SaOR
Férmula cu 0393 | 0365 093 24 e T ]
Infantil A zn 378 289 103 15 Rango lineal ‘[’f et L | 01-10mgn (m0998)
[ 0377 0359 09 e
irm, i | 5 | 81 | Frecuencia de muestreo
a n 400 416 104 [0 (muestras./hora) 20 @
Férmula
Ifentipara | & | O3 | 0370 ol 12 Exactitud | cobre Zine
""""m‘::” zn 459 458 098 03 = |
_mases €~ eritico (u00s.%) 257 257
i e | 0313 0318 095 28 - — —_
Whededn [ i 3" =5 o t - experimental (s00s) L 058 19 ,
s Cu 0.134 6.137 102 L7 uS/uR = promedio (para n muestras) de los cocientes entre el valor obtenido por
= Y7 T e o €l método FIA y el valor obtenido por el método de referencia,
Cu 0094 0098 104 i1 E
e | s
R CONCLUSIONES

El método automatizado propuesto requiere una menor inversién que los
basados en espectrometria atémica y arrojé resultades equivalentes
con una mayor productividad,

mica.
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METODO AUTOMATIZADO PARA LA DETERMINACION DE ARSENICO TOTAL
EN MUESTRAS DE AGUA MEDIANTE HG-AAS
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EIarsénkosepresentaenhnatwalezaenba)asmMmdonesporbquepamsu
determinacidn se necesitan técnicas muy sensibles. Se trata de un elemento importante
mdesdebel punto de vista ambiental por su toxicidad para el ser humano tanto aguda como

Se propone un I:;étoduautwatizadoparalaﬁetemhaddndeaménicoen agua. Se emplea
un sistema en flujo multiconmutado con deteccién mediante espectrometria de absorcidn
atdmica con generacién de hidruros (HG-AAS).

El sistema emplea una bomba peristaltica y dos valvulas solenoide controladas desde un
computador personal que realiza también la adquisicidn y procesamiento de los datos,

Las cifras de mérito fueron: LD 0.46 pg L, LQ 1.54 pg L™, s(%) < 3%, rango lineal h
10pglL?, frecuencia de muestreo 60 muestras hora™, o cual es adecuado parrEbS requl;i.::
de cuantificacion segin normas intemnacionales para agua de consumo humano. Se evalud la
exactitud mediante dos ensayos interlaboratorio utilizando muestras de agua siendo la
recuperacion aparente 96.0% y 98.8%. Comparado con el método manual (APHA 3114) el
sistema consume 5 veces menos muestra y utiliza el agente reductor 5 veces mas diluido
con la consiguiente disminucion en la generacién de residuos contaminantes.
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Método automatizado para la determinacion de arsénico total

en muestras de agua mediante HG-AAS
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Objetivo

Desarrollo de un método automatizado para la determinacién de
arsénico en muestras de agua de consumo humano, mediante un
sistema en fluo multiconmutado y deteccion mediante
espectrometria de absorcién atémica con generacién de hidruros
(HG-AAS).

Sistema
i
m| T ik

Fig. 1a: Esquema del sistema para la determinacion de As mediante MCFA-
HG-AAS

P: bomba peristaltica. V1, V2: vélvulas solenoide. R: bobina de reaccion. PS:
separador de fases. QC: celda de cuarzo. W: descarte. S: muestra, 7.2 mL
min-'. HCI: disolucién al 5% (viv), 3.2 mL min-'. NaBH,: disolucion al 1.2%
(m/v) en NaOH 0.05% (m/v), 1.7 mL min’. N, 0.32 L min‘',

Fig. 1b: Secuencia de tiempos de activacion de las valvulas solenoide V1 y V2
para un ciclo de medida.

Para el control del sistema y adquisicién de los datos se desarrollo
un programa en el laboratorio.

Se presenta la pantalla del computador con el sistema de
adquisicion de datos funcionando.

v MULTICONMUTACIN

i)

Referencias
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Resultados

Se realizé la optimizacién mediante dos disefios centrales
compuestos. Se demostr6 que las variables de influencia son:
concentraciones de HCl y de NaBH,,

0
Superficie de respuesta estimada para @ sefal de Iﬂ

G desviacion esténdar relativa de la sefal de

' - ®
14 Superficie de respuesta estmada para la EE:

¥ NaBH, de acuerdo a un diser

absorbancia en funcién de la concentracion de HCI E

gpece

Gone. HE1 Wviv)
Grafico de contorno de respuesta estimada para
la_sefial de absorbancia en funcion de la
concentracion de HCl y NaBH, de acuerdo & un
disefio cantral eompussto

00 en funcion de la

HCI y NaBH, de acuerdo a un disafio central
compuesto

ene. WOV
Grafico de contomo de respuesta estimada pars la
desviacién estindar rolativa (de Is selal de
‘absorbancia) en funcidn de la concentracion de HCl y
NaBH, de acuerdo a un disefic central compuesto

| Frecuencia de | Frecuencia de |
Cifras de mérito | muestreo | muestreo 120 ;‘f::?;:ﬁ;ﬁ
[ o B | 60 h! h1 |
LD (pg L) 0.5 0.3 03
LC (ug L) 1.5 1.0 1.0
Sr muestra (%) | <3 <5 <6
Recuperacion aparente
material de 9% 2 115
“Elementos Téxicos en ™ oo S
Agua” (CENAM) (%) %8 BT Hoe
Rango lineal (ug L") 0-10 0-10 El ajuste es
cuadrético en el
[ o rango de trabajo
R 0.9995 0.9999 requerido
Consumo de muestra por
determinacién (mL) 25 1.0 10
Consumo de HC| T K
concentrado por 0.16 0.08 25
determinacién (mL) . .
Consumo de NaBH, por |
determinacién {m‘q) i 60 20 | 320

Conclusiones

El sistema automatizado propuesto es adecuado para la
determinacién de As en muestras de agua de consumo humano. Es
rapido, presenta bajo consumo de reactivos y genera pocos

desechos quimicos.
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Automated method for total selenium
determination in drinking water samples by HG-AAS.
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Selenium occurs in nature at low concentrations, therefore the analytical determination requires highly sensitive
techniques. From the environmental point of view it is important because of its toxicity to humans due to the narrow
range between dietary deficiency and toxic level."

An automated method for the determination of selenium in drinking water is proposed. It is based on a
multicommutated flow system with detection by hydride generation - atomic absorption spectrometry (HG-AAS)”. The
system uses a peristaltic pump and two solenoid valves. A personal computer controls the valves and the acquisition and
processing of the data.

Detection and quantification limits were 0.08 pg L™ and 0.27 pg L respectively, linear range was up to 27 g Lt
sampling frequency was 160 hour. The accuracy was evaluated by spiking various water samples, with recoveries in
the range 95% -116%. Compared with the manual method (APHA 3114) the system consumes 15 times less sample and
the reducing agent used is 6 times more diluted with the consequent reduction in the generation of pollutants and waste.

As an additional advantage the system is very fast and efficient.
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Introduccion

El rol que los elementos traza juegan en la salud y la
nutricién, ha adquirido relevancia en los ultimos
tiempos. La correcta dosificacion de selenio en la
dieta es de suma importancia debido al estrecho
rango entre la deficiencia y el nivel téxico para el ser
humano.’

Los valores recomendados son del orden de 20
pgfdia para nifios menores de 3 afios a 55 pg/dia
para adultos. Dichos requerimientos nutricionales
pueden ser satisfechos por la alimentacion y por la
ingesta de agua. Tanto la leche como las formulas
infantiles comerciales son de especial importancia
por su contribucién a la nutricion infantil.

Se presenta un sistema en flujo multiconmutado®
para la determinacion de selenio en leche fluida,
leche en polvo y férmulas infantiles con deteccién
mediante espectrometria de absorcion atémica con
generacion de hidruros.

Resultados y Discusion

El sistema en flujo utiliza una bomba peristaltica y
dos valvulas solencide de 12 V de 3 vias. Esta
ultimas fueron controladas por una interfase
construida en el laboratorio sobre un circuito
integrado ULN-2803 que a su vez fe controlado por
un computador, via el puerto paralelo LPT1.

El volumen de muestra puede ser facimente
modificadoe cambiando el tiempo de activacion de
una valvula solenoide, via software, permitiendo
trabajar con diferentes rangos de concentracion.

Como portador se utilizé HClI 5% (viv). Por cada
determinacion se consumen 0.6 mL de muestra y
1.2 mL de NaBH.: 0.5% (m/v) en NaOH 0.05% (m/v).

Las muestras de leche en polvo y las formulas
infantiles, fueron mineralizadas mediante digestion
en microondas con HNO:/H;0,. La leche fluida fue
digerida agregando agua regia y sonicada 15
minutos. La prerreduccién se realizé con HCI 30%(v/
v) y se agregd dacido sulfamico para evitar la
interferencia generada por los 6xidos de nitrégeno
remanentes de la mineralizacion.

Tabla 1. Validacion

Cifras de Mérito Resultado
Precision (s) <10%
Rango Lineal 0.3a27 pg.L"'

Limite de deteccion leche en
polvo-leche fluida
(3o/pendiente)

Limite de cuantificacion leche
en polvo-leche fluida
(10c/pendiente)

3.2 pg.kg'-0.8 pg.L"!

10.8 pg.kg'-2.7 pg.L"’

Frecuencia de muestreo 160 h'

Para evaluar la exactitud para leche en polvo y
férmulas infantiles, se utilizé material de referencia
certificado, NIST-1549 Non-fat milk powder y NIST-
1846 Infant Formula. Al nivel de confianza 95%
(n=5), se realizd un test t que indico que los
resultados obtenidos por el método en flujo no
difieren significativamente del valor certificado. Para
leche fluida se realizaron adiciones estandar
obteniéndose una recuperacion media de 95.8%.

El método fue aplicado para la determinacién de 10
muestras de leche fluida de diverso origen, 17
muestras de leche en polvo y 6 muestras de
formulas infantiles representativas del mercado
Uruguayo.

Los valores obtenidos estuvieron en el rango de 11.5
- 34.1 pg L' para leche fluida, 29 — 110 pg kg™ para
leche en polvo y 29 - 110 pg kg' para férmulas
infantiles comerciales.

Conclusiones

El sistema multiconmutado propuesto demostro ser
adecuado para la determinacion de selenio total en
este tipo de muestras. Es un sistema rapido,
consume poca muestra y reactivos y genera menos
residuos quimicos.

UdelaR-CSIC, PEDECIBA-Quimica

Selinus, O: Alloway, B: Centeno, J.A; Finkelman, R.B; Lindh, U;
Smedley, P. Essentials of Medical Geology, Impacts of the Natural
Environment on Public Helarh: Editora Elsevier, 2005
! Feres, M.A., Fortes, P.R., Zagatto, E.A.G.. Santos, J.L.M., Lima, J
L.F.C. Analytica Chimica Acta, 2009.618, 1.
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Introduccion

La determinacién de zinc en alimentos es importante
debido a que es un elemento esencial para el
hombre.

Los métodos de analisis en flujo son ampliamente
usados para el analisis de alimentos. El analisis en
flujo con inyeccion secuencial (SIA) surgié en un
principio para dar soluciones a algunas de las
desventajas del analisis por inyeccién en flujo (FlA).'
Se presenta una comparacioén entre el desempefio
de un sistema FIA y un sistema SIA tomando como
ejemplo la determinacion de zinc en leche en polvo.

La determinacién esta basada en |a formacion de un
complejo entre el 2-carboxi-2 " -hidroxi-
5'sulfoformazilbenzol (zincon) y el zinc a pH 9
agregando un agente enmascarante para evitar
interferencias y posterior deteccion
espectrofotométrica a 612 nm.

Resultados y Discusion

Tabla 1. Cuadro comparativo

Para evaluar la veracidad para leche en polvo y
formulas  infantiles, los  resultados  fueron
comparados con los obtenidos mediante el meétodo
de referencia’ AOAC mediante absorcién atémica
de llama, ademés se utilizd material de referencia
certificado, NIST-1549 Non-fat milk powder y NIST-
1846 Infant Formula.

Al nivel de confianza 95%(n=5), se realizo un test t
que indicé que los resultados obtenidos por el
método en flujo no difieren significativamente del
obtenido utilizando el método oficial ni del valor
certificado.

El sistema SIA presentd limites de deteccion y
cuantificacién mayores gque FIA, pero son
adecuados para la aplicacion. Ambos sistemas son
adecuados para la determinacion con desempefos
semejantes en cuanto a linealidad, precision y
veracidad. Las ventajas del sistema SIA se revelan
en cuanto a una mayor velocidad de muestreo y
sobre todo el bajo consumo de reactivos (16 veces
menor) y muestra para alcanzar igual desempefio
que el sistema FIA.

Conclusiones

Resultado | Resultado
Parametro . :
tema FIA | Sistema SIA " . ; .
ol Tanto el sistema de inyeccion en flujo (FIA) como el
Limite de deteccian en sistema con inyeccién secuencial (SIA), fueron
disolucién 0.032 0.130 exactos y eficientes para la determinacion de zinc en
(30aanco/pendiente) mg.L’ leche. El sistema en flujo SIA mostré u desempefio
equivalente al del sistema FIA siendo mas rapido y
Limite de cuantificacion en consumiendo menor cantidad de muestra y
disolucién 0.107 0.433 reactivos r
. -1 ¢
(100siance/pendiente) mall
Agradecimientos
Rango lineal (mg.L") 0.1-10 0.4-10 o
t (r>0.998) (r>0.99) UdelaR, CSIC, PEDECIBA-Quimica
Frecuencia de muestreo h™ 60 75
! Economou. A.. Trends in Analytical Chemistry. 2008, 2415416
Precision (sr %) <4 <5 * Bueno M. P. (Ed.). AQAC, Official methods of analysis. 985.35.
Minerals in Ready-ro-Feed Milk-Based. Infant Formula and Per Food.
Consumo de mussta (ML) W3 R Arlington, VA, USA: Association of Official Analytical Chemist, 1996,
Consumo de reactivos
(zincon y tampdn) (mL) B2 0.2
determinacién
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