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I. INTRODUCCION



Para que un organismo funcione normalmente, reduie-
re congsumir una serie de sustancias llamadas nutrimentos.
Estos sons carbohidratos, lipidos, proteinas, vitaminas,
minerﬁles Y agua. Dependiendo de su estructura, unos cum=
plen funciones energéticas, otros plasticas y otros cata-

11ticas.

. a) Aguat
| Después del oxigeno, el agua es el factor mias impor-
tante pafa la sobrevivencia. Se le necesita para realizar
todoé los procesos bioquimicos. Sus principales funciones
se fundamentan en su capacidad para transportar diferen-
tes sustancias a través del cuerpo y de disolver otras,
manteniéndolas tanto en solucién como en suspensidn coloi
dal (12). |

La ingestion diaria minima de agua debe ser para un
adulto 800 ml, ya que la mayor parte de ella se elimina
eﬂ la orina, heces, sudor y vapor expirado. E1 consumo
diario de agua se puede obtener dé diferentes fuentes:
bebidas, sopas, alimentos sélidos (que pueden contener
en algunos casos hasta 96% de agua, como la lechuga) y

por el metabolismo de aziueares, lipidos o proteinas (126).

b) Proteinass
Las proteinas ocupan la mayor parte de nuestro cuer

po después del agua. Actualmente se sabe que son polime~



ros de aminoécidos con un elevado peso molecular. Sus
funciones son importantes y variadass: contribuyen en el
transporte de nutrientes a las células corporales (hemo-
globiné,’mioglobina). actlian como enzimas catalizando
reacciones bioldgicas (lipasas, proteasas), realizan fun
ciones dé tipo hormonal (insulina) y trabajan como anti-
cuefpos (gamma-globﬁlina).

Por michos anos se ha sabido que las proteinas son
indispensables en la dieta, el por qué una proteina era
mejor que otra no se explico hasta que se conocieron los
aminodcidos esenciales y no -esenciales, Los primeros no
pueden ser sintetizados por el hombre y, por lo tanto,
debe obtenerlos dé la naturaleza (metionina, leucina, tirsing,
triptofano, valina, isoleucina, lisina y fenil-alanina).
Las proteinas de origen animal son buena fuente de estos
aminoacidos y por ello, se dice que son proteinas de bue
na calidad, La deficiencia en el consumo de éstas es pro
bablemente el problema nutricional.mas extendido en el
mundo, conociéndose la enfermedad como Kuashiorkor, la
due se caracteriza por pérdida de peso, fatiga, cara hun
dida, pelo quebradizo y puede provocar la muerte.

Los requerihientos proteinicos de las personas varian
con la edad, sexo y actividad. Durante el embarazo, lac~-
tancia, nifez y adolescencia, se deben ingerir elevadas

cantidades de proteinas pues son etapas de crecimiento



en la que dichos compuestos se emplean para constiruir te
jido nuevo. En la edad adultz, las personas no deben con
sumir menos de 1 g de proteina por kilogramo de peso coxr
poral al dia (21).

Ademas del punto de vista nutricional, tecnologica-
mente pueden utilizarsé las propiedades especiales de las
proteinas para interactuar con otros constituyentes de
los alimentos y darles a éstos caracteristicas tales como

mayor viscosidad, color especifico, sabor, etc.

c) Carbohidratoss

Ocupan una posicidn clave en la economia de la natu
raleza. Son la principal fuente de energia para el cuer-
po, la cual es su funcidn mis importante; también faclli
tan la oxidacidn de las grasas, forman parte de compues=-
tos vitales como los acidos nucléeicos, ete. (12, 21).

S6lo las plantas que realizan la fotosintesis tienen
la capacidad de producir sus propios carbohidratos, asi
que, ios demas organismos los obtenemos directa o indireg
tamente de ellas,

Las fuentes naturales de carbohidrafos son las fru-
tas, los vegetales y los cereaiea. Los requerimientos
diarios de estos compuestos varian de acuerdo a la acti=-
vidad muscular de la persona, pero si la cantidad que in
glere es insuficiente, el cuerpo'puede llegar a utilizar

las proteinas y las grasas para cubrir sus necesidades



energéticas, aunque recientes evidencias indican que una
dieta falta de carbohidratos produce sintomas semejantes
a los de una persona en estado de inanicidn, como son la

deshidratacidn, la fatiga y la pérdida de energia (21).

4) Lipidoss

Los 1{pidos se requieren en el organismo humano pae-
r~ tres cosas: 1) crecimiento y reemplazo de tejido; 2)
produccion de energia; y 3) secreciones.

En lo referente a la primera funcidn, los lipides
jaegan un papel importante en la‘estructura basica del
protoplasma, por ejemplo, 163 acetalfosfatidos y los pro
teolipidos., El citoplasma celular en los tejidos animales
contiene ciertas estructuras con cantidades significati-
vas de 1fpidos, principalmente fosfolipidos, como los ﬁn;
crosomas, las mitocondrias y el aparato de Golgi, los
cuales realizan funciones trascendentes en la vida de la
célula, Las membranas de @sta consisten también de molé~-
culas 1ipidicas y proteicas (21).;

Durante todos los periodos de crecimiento activo y
fprmacian de nuevas celulas hay una demanda de lipidos,
sobretodo acidos grasos de cadena larga.

Los 1lipidos tienen como principal funcidn el proveer
de energia, siendo empleados principalmente los acidos
grasos saturados y con una doble ligadura, desde el de

dos carbones hasta los acidos con cadena de dieciocho car
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bones.

Los lIipidos son sustancias capaces de formar hormo-
nas y prostaglandinas. Las principales fuentes que con=-
tienen 1ipidos de secrecidn exdcrina son la leche, la y@
ma de huevo y el sebo de res.

En general, la demanda necesaria de 1ipidos puede
_cubrirse de tres manerass por biosIntesis, por consumo
en la dieta y por redistribucion. Si no existen una serie
de constituyentes esenciales como los &cidos grasos con
varias dobles ligaduras, la colina, la tiaminag y la pifi
doxina, pueden presentarse problemas de metabolismo co-
mo son la obesidad, la ateroesclerosis, etc. Por otro la
do, una dieta mal balanceada, en donde sl consumo de grg
sas‘sea elevado y el de carbohidratos, por el contrario,
escaso, causara la cetolisis, acompaﬁada de niusea y vo-

mito (21).

e) Vitaminas:

En éantidades muy pequenas se requieren las vitami-
nas, las cuales son esenciales porque el hombre no puede
sintetizarlas y porque su carencia provoca enfermedades.
. Por ejemplo, la falta de vitamina C causa el escorbuto,
la de tiamina causa el bveriberi, etc.

Las funciones de las vitaminas son varliadas tanto
- porque algunas forman parte de sistemas enzimaticos, co-

mo porque otras estian presentes en tejidos, permiten la
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absorcidn de ciertos minerales o la sintesis de compues-
tos, etc, Para facilitar su estudio, las vitaminas se dj
viden de acuerdo a su solubilidad en cuatro liposolubles
y once vitaminas hidrosolubles. Las primeras son la A,
la D, la E y la K. Las hidrosolubles son las vitaminas
del complejo B (tiamina, riboflavina, piridoxiné Yy coba=
lamina), la vitamina C, la niacina, el acido fOlico, el
&cido pantoténico, la biotina, la colina y el inositol

| (12, 116, 125}.

£) Minerales:

Los minerales cumplen también con funciones especi
ficas. Estan asociadosva macromoléculas, contribuyen a
la formacidn de hormonas y tejidos, catalizan reacciones,
. ete, : |

Los miherales que deben consumirse en la dieta son
trenes calcio,‘f&aforo, magnesio, sodio, potasio, azufre,
cloro, hierro, cobre, cobalto, ziqp. yodo y manganeso,
Algunos de ellos no ocaslionan problemas nutricionales al
ser asimilados fdcilmente por el organismo, otros como
el hierro, el calcio y el yodo no tienen esta ventaja y
son causa de graves problemas de salud.

E1 presente trabajo se dedica al estudio de uno de
estos minerales, el hierro. Este elemento fue reconocido
como constituyente del cuerpo en 1713 (21)., Junto con

oitros mineralec covcnzo a estudiarse a principios del
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siglo por H, C. Sherman. Este elemento es componente de
la hemoglobiﬁa, la mioglobina, los citocromos y de vae
rios sistemas enzimaticos (catalasa, percoxidasa) inter-
viniendo principalmente en el transporte de oxigeno para
eféctuar la respiracidn celular (1156).

El metabolismo del hierro puede sintetizarse en el
cuadro I, .

La deficiencia de hierro es un problema comun pro=-
vocado por diversas causas, entre las que podemoé citar:
la baja disponibilidad bioldgica de las fuenteé de hiefro
que existen en la dieta, la presencia de fitatos y otros
agentes secuestrantes, la presencia de parasitos, proble
mas de mala absorcidn, hemorragias y las pérdidas obliga
torias que se presentan en las mujeres de edad fértil.
En la tabla I se muestran.las recomendaciones de hierro
diarias en la dieta humana, en la que se puede obgervar
que éstas varian dependiendo de la edad, el sexo y las
condiciones fisiologicas de las personas (40). _

La anemia por falta de hierro se caracteriza porque
los eritrocitos de la sangre son pequenos y pilidbs; 1s
concentracion de hierro en el plasma sanguineo es menor
a 40 4g/100 ml siendo normal de 90 a 180 4g/100 ml en los
varonés y de 70 a 150/\3/100 ml en las mujeres. Esto pro
voca una sintesis defectuosa de compuestos hemo y la dig
minucidn de ciertas metaloenzimas (125).

Una deficiencia de hierro puede ser la causa de fa-



CUADRO I

Fe{11I) .
\ Metabolismo de! Hiarro

. Fe(IX)-» ODuodenc
alimento

12-20mgq

Colon

'
Yeyuno !  Tie0n

N 4 ST

”
Hierro del plasma (- 4 mg) ¥

Fe (IIX)+ Transterrina (35-40 mg/dia)

/'7 |
Medula Osea

20-25 mq/dia

~ — Hemoglobina

Todas tas ceiulas
dei cuerpo.

[y
N\
&
&
&

|

|

| Catabolismo de 1o —mu- Almacen de Hierro <ag— Muerte de ias
|  Memogtobine (300-1000 mq). celuias

| Sistema RE, higado, bozo,
| medula dsea.
|

l

|

|

|

Orina , sudor, bilis ,
heces.

P (0.5+1.0 mg/dia) '

Hemorragias, perdidas
en orina, etc.
Perdidas menstruales

(0.3+1.0 mg/dia)

Oescomacion de
cdiuias.




TABLA I

Nifios menores a 1 afo
Nifios de 1 a 16 ahos

Nifios de 16 a 19 anos
Adultos (Hombres y Mujeres)
Mu jeres embarazadas

Lactancia

Cantidad recomendada de hierro

por dia (*)

10 -~ 15 ng Fe‘
‘15 mg Fe
18 mg Fe
12 mg Fe
18 mg Fe
10 - 15 mg Fe

(*) Segln la F.A.O.

- 4T -
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tiga y cambios epiteliales en la persona. La terapla a
seguir consiste en administrar al paciente dosis de 40
8 50 mg de hierro absorbible al dla (125).

La anemia es mas frecuente en aquellas areas donde
la dieta es baja en proteina animal, donde las infeccio-
nes con parasitos intestinales son comunes y el cuidado
medico inadecuado, Logicamente, la anemia provocada por
deficiencia de hierro es alta en las clases pobres.

En diversas partes del mundo se han encontrado de=-
ficienclias de hierro, ya que es un problera que se pre-
senta en muchos paises. En Estados Unidos la incidencia
de anemia en ninos es del 20% y del 5 al 10% én mujeres
de 15 a 45 anos. La ocurrencia en hombres y mujeres adul
tos es menor (125).

. En México, las encugstas realizadas por el Insti-
tuto Nacional de la Nutricidn revelan que existe anemia
generalizada en amplias zonas del pals. Los mayores pro
blemas se encuentran en la costa, en el sur y sureste,
en donde es posible tener un porcentaje importante de
personas con bajos niveles de este elemento (58).

Existen varias formas de erradicar la anemia, en-
tre las que podemos citars 1) la mejora de la dieta a
través del consumo de alimentos con buen contenido de
hierro; 2) el reparto de preparaciones farmacéuticas en
forma de inyecciones o pastillas. Este tipo‘de solucio-

nes es altamente deseable aunque tienen sus inconvenien
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tiga y cambios epiteliales en la persona, La terapia a
seguir consiste en administrar al paciente dosis de 40
a 50 mg de hierro abscrbible al dia (125).

La anemia es mis frecuente en aquellas areas donde
1la dieta es baja en proteina animal, donde las infeccio-
nes con parasitos intestinales son comunes y el cuidado
'médico inadecuado. Ldgicamente, la anemia provocada por
deficiencia de hierro es alta en las clases pobres.

En diversas partes del mundo se han encontrado de-~
ficiencias de hierro, ya que es un problera que se pre-~
senta en muchos paises., En Estados Unidoslla incidencia
de anemia en ninos es del 20% y del 5 al 10% en mujeres
de 15 a 45 afos. La ocurrencia en hombres y mujeres adul
tos es menor {(125).

En México, las encugstas realizadas por el Insti-
tuto Nacional de la Nutricidn revelan que existe anemia
generalizada en amplias zonas del pais. Los mayores pro
blemas se encuentran en la costa, en el sur y sureste,
en donde es posible tener un porcentaje importante de
personas con bajos niveles de este elemento (58).

Existen varias formas de erradicar la anemia, en-
tre las que podemos citars 1) la mejora de la dieta a
través del consumo de alimentos con buen contenido de
hierro; 2) el reparto de preparaciones farmacéuticas en
forma de inyecciones o pastillas, Este tipo de solucio-

nes es altamente deseable aunque tienen sus inconvenien
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tes: el punto (1) implica cambiar los hdbitos alimen=
ticios en algunos casos, el (2) es costoso, pudiendo
ambos presentar otras dificultades como, por ejenmplo, la
absorcion,

Varios paises, como solucidn, han puesto en marcha
programnas de enriquecimiento introduciendo regulaciones,
en algunos casos voluntarias y en otros obligatorias pa-
ra la adicion de hierro en los alimentos. Este progra-
ma surgid hace cuarenta anos en Estados Unidos e Ingla-
terra y, actualmente, la mayoria de los paises 1o han
adoptado incluyendo México. Por desgracia, en Latinoamé-
rica no se han estipulado controles, de manera que la
adicidn del mineral es con frecuencia al azar, sin con-
siderar que la abgorcidon de este mineral es baja, sblo
se aprovecha del 5 al 20% de &ste por existir factores
que alteran el aprovechamiento (27). Es por ello que se
han realizado muchos estudios con el fin de incrementar
la absorcidn de hierro. Se ha encontrado que uno de los
compuestos que favorece tal abgorcidn es el acido ascor
bico debido a su accidn reductora en el lumen intestinal,
previniendo o retardando la formacidn de compuestos de
hierro insolubles que evitan su absorcidn (22).

Agentes.acomplejantes como el cltrato ferroso, el
citrato férrico amdnico y 1la sal disddica de Fe(III)-
EDTA facilitan la absorcidn, pues cuando el hierro esta

presente en forma de quelato, se mantiene en solucidn y
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es relativamente mejor absorbido porgque esta protegido
de los ligandos inhibidores (84).

Por el contrario, los investigaroes han comprobado
que, productos gque contienen taninos, fitatos, fosfatos
y oxalatos, impiden la absorcidn del mineral al combinar
se con parte del hierro formando compuestos insolubles
(13).

Por lo anterlor, muchas empresas e instituciones de
salud piblica se interesan en la evaluacidn de los alimen
t0s8 en base a su contenido de hierro principalmente ab-
sorbible. Ademas del punto de vista nutricional, los pro
ductores de alimentos deben controlar tal contenido pues
el hierro es un indice de contaminacidn, ya sea de la ma-
quinaria, el empaque, etc., que puede provocar la descom-
‘posicion mas rapida del alimento, problemas con el sabor
y otras inconveniencias. Es aqui cuando adquieren una im-
portaneia primordial los métodos analiticos para la deter
minacidén de hierro en alimentos. La bibliografia sobre
éstos estd muy dispersa, por lo que para el analista se-
ria de gran ayuda contar con una recopilacidn de los dig
tintos trabajos realizados sobre el tema con el fin de
agilizar el analisis eligiendo el método mas adecuaco a
sus necesidades. El presente trabajo pretende ser una
" gufa sobre los métodos de cuantificacién de hierro exis-
tentes. En algunos casos se ejemplifica su aplicacidn pa

ra el andlisis de ciertos alimentos confiando en que sea
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de utilidad ¥ cumpla con el objetivo antes mencionado.
En el cuadro II se muestra una clasificacion de los

métodos existentes para cuantificar hierro en alimentos

y bebidas, 1los cuales seran explicados con mas detalle

en el siguiente capitulo.
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CUADRO II

METODOS EXISTENTES PARA DETERVIKAR HIERRCO

EN

ALIL.LENTOS Y BEBIDAS

M. Gravimeétricos

T.

M. Volumétricos A

LT.

-

i, Instrumentales 4

M, Bioldgicos

B, stomica -

Oxido férrico

Salicilaldehido hidrazona

vy

T. Tricloruro Titanoso
T. Permanganimétrica
Ox~Red, < .
T. Dicrometrica

T. Ceriomeétrica

. N
Comple jométrica {: T. EDTA

Potenciometria

Colorimetria

Polarografia

Cromatografia de Intercambio Idnico
-Flama

A, Atémica
Horno de Grafito

~

Plasma
Arco Eléctrico

Fluorescencia de rayos-
X

Activacion de Neutrones




 II. METODOS
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II.1. CONSIDERACIONES PARA EL ANALISIS:

Para la determinacion de hierro en cualquier muestra
es importante seguir una serie de pasos y consideracio-
nes, todos ellos encaminados a obtener los resultados
mas exactos y reproducibles.

Desde el equipo de laboratorio, el tipo de muestra
Yy su preparacion hasta la determinacidn final,‘sea cual-
quiera el método que se utilice, el analisis debe traba-
jarse con gran cuidado pues la contaminacidn se puede
dar facilmente, ya sea por la maquinaria o el polvo (43).

Entfe las consideraciones que hay que tomar en cuen
ta en el analisis de hierro se encuentran

IT.,1.1., La limpieza del material.

II.l.Z; Los reactivos a utilizar,

II.1.3. El tipo de muestra y su preparacion.

II.1.4, El método de cuantificacion.

I7,1.1. LIMPIEZA DEL MATERIAL:

El material de laboratorio debe estar totalmente
limpio y libre de metales que por lo general, se depo-
sitan en las paredes de dicho instrumental, lo cual pue
de provocar valores elevados del elemento a analizér o]
interferir en su determinacidn., Se han sugerido diver-

sas técnicas de limpieza del material; a continuacidn
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se mencionan algunas:

i) Remojo de los recipientes y otros materiales de
vidrio durante la noche en HNO3 6N, se enjuaga doce ve-
ces con apua destilada y tres veces con agua libre de hie-
rro. Secado al aire (77).

ii) El1 instrumental de vidrio se conserva con HN03
1N mientras no se le utilice (117).

1ii) Todo el material de vidrio y plastico se lava per
fectaménte y se remoja en detergente (RBS35) al 2% por
no menos de 24 hs, Posteriormente se enjuaga con agua des
lonizada y se deja remojando en HN03 1N, tfes horas mini-
mo. Se enjuaga nuevamente y se seca en un horno (52).

iv) Remojo del material en HNO3 4N por un dia a tem=-
peratura ambiente, por dos dias en HCl 6M a 90% Y luego,
en HC1 0.1M tres dias a 90°C en tanque de teflén., Final-
mente se lava con agua destilada y se seca a presion re-
ducida a temperatura ambiente (118).

v) El instrumental de vidrio se remoja en }{NO3 al 6%
(v/v) durante una semana antes de emplearse (19).

vi) Se hierve el material de vidrio en HC1l puro duran
te 6 hs; posteriormente se enjuaga y se deja secar al ai-
re.

vii) Pipetas y otro instrumental de vidrio se mantiene

en HNOB al L0% (v/v) mientras no se les emplee (123).
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II,1.2. REACTIVGS A UTILIZAR:

La mayoria de los autores especifican que los reac-
tivos Que se emplean en las determinaciones deben ser
grado analitico (1, 6, 13, 15, 17, 2k, &5, 48, 52, 55,
57, 63, 65, 74, 79, 83, 88, 89, 90, 92, 96, 104, 109,
112, 115, 117, 118, 123, 129, 130). Otros recomiendan la
purificacion posterior de los reactivos y/o que se les
determine periddicamente el contenido de hierro; lo que
les facilita identificar y controlar posibles fuentes de
contaminacion (19, 36, 59, 72, 78, 103).

Para las determinaciones que requieren el empleo
de agua se especifica que &sta puede ser:

i) Agua destilada (13, 65, 69, 83, 112, 115, 117).

i1) Agua redestilada (57, 89, 106, 108).

111) Agua desionizada (19, 47, 56, 77, 90, 109).

iv) Agua destilada y desionizada (1, 52, 88, 119,
129, 130). .

v) Agua redestilada y desionizada (59, 74).

I1.1.3. PREPARACION DE LA MUESTRA:

Este es uno de los factores decisivos para llevar
a cabo el analisis de hierro con la meyor precisiodn y
exactitud posibles.

En la mayoria de los casos, los constituyentes or-
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ganicos preSentes en la muestra dificultan la determina-
cidn, por ello, la muestra sufre un tratamiento'previo
con el fin de destruirlos. En general existen dos técni-
cast

a) Las cenizas (9).

b) La digestidn himeda (9).

a) Cenizast
El método consiste en carbonizar la muestra con una
llama y, posteriormente, calcinarla en una mufla (500 -

' 8509C) hasta destruir todos los residuos de carbdn, que-
dando al final cenizas usualmente de color blanco o gri-
sdceo., A menudo es dificil y tardado obtener dichas ce-
nizas, por le que, para acelerar la calcinaéién se pue-
den anadir fundentes como el nitrato de magnesio, el ace

- tato de magnesio o el carbonato de amonio. No se reco-

mienda el nitrato de amonio porque forma mucha espuma y
puede causar perdidas (cfr. 97). Pearson recomienda el
emplec de Oxido de magnesio, carbonato de sodio o acido
sulfirico (95). Se puede también ahedir pequefas canti-
dades de glicerina o alcohol puros (97).

La seleccion del crisol dependera de la naturaleza
del producto a analizar y del mineral que se va a cuane-
tificar (97). Se ha demostrado que, el hierro determina=-

do en muestras bioldgicas como el higado se adsorbe en
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la superficie de los crisoles de porcelana y el lavado no
bagsta para separarlo y transferirlo al matraz, lo que
provoca resultados bajos (18). Es recomendable usar cri-
soles de platinc cuando el hierro se va a determinar co-
mo oxido (95, cfr. 97). .

Las muestras liquidas o muy himedas deben trabajar-
ge con especial cuidado durante el secado, pues algunas
salpican o forman espuma. Es recomendable evaporar, ya
&a con un bafo maria (114), con estufa a 90 -~ 95°C (47)

"0 con una lampara de infrarrojo (83) antes.de carbonizar
e introducir la muestra en la mufla.

En el manejo de alimentos ricos en carbohidratos

" (que tienden a esponjarse y producir espuma) es aconse-
jable adicionar una gota de aceite de olivo después de
gsecar y antes de calcinar. lLa muestra debe incinerarse
con una fiama pequeﬁa hasta que ya no espume, después se
incinera con llama mds fuerte y se calcina en la mufla
(97).

A pesar de las muchas ventajas que representa el pre
parar las muestras por cenizas como son el no requerir
especial atenciodn, su sencillez, la facilidad de manejar
se gran cantidad de muestras y el no emplear reactivos
ni blanco, la mayoria de los analistas prefieren la di-
gestidon humeda para evitar los problemas de disolucidn

de las cenizas, asi como posibles interacciones del hierro
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con el material del crisol (18, cfr. 97), las pérdidas

por volatilizacidon al haberse demostrado que el ¢loruro
férrico se evapora a 450°C (efr. 97) y la facilidad con
que puede contaminarse la muestra con otros metales por

“el polvo del ambiente (cfr. 97).

b) Digestidn Himedas

En este tipo de preparacidn de la muestra, se oxi=-
da la materié organica a través de una hidrdélisis cida
y temperatura. El uso de un solo dcido como el sulfidrico
_es muy deseable pero no es suficlente para lograr la des
composicion total de la materia organica pues este acido
no es un agente fuertemente oxidante y el tiempo reque-
rido para la descomposicidn es largo (97). E1 dcido ni-
trico es tambien empleado como oxidante pero se evapora
antes de completar la oxidacidn de la muestra (97). El
A.0.A.C. recomienda el empleo de ambos acidos, adicionan |
do pequefias cantidades de nitrico durante la digestidn
con el fin de mantener las caracteristicas fuertemente
oxidéhtes. El calentamiento debe continuarse hastavque
la materia.orgénica se destruya y/o cesen de producirse
vapores de NO2 y SOB. Finalmente, se anade oxalato de
amonio para remover la coloracidn amarilla debido a los
compuestos nitro, grasas, etec. (9, 95).

Por la diferente composicidon de los alimentos, el

tiempo requerido para la destruccion de la materia orga-
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nica puede variar, a la vez que el porcentaje de acido
requerido para la digestidn (39).

| Joslyn (68) recomienda el uso de acido percldrico
para la digestidn ya‘que el tiempb de descomposicidn de
la muestra se acorta, Otros investigadores reportén el
empleo de combinacidn de &cidos como 1los antes menciona=
dos (57, 111) y, en caso de analizar alimentos ricos en
grasa se acongseja un pretratamiento de la muestra con
dcido nitrico antes de adicionar el perclorico (68).

Otro agente oxidante ampliamente utilizado por ser
capaz de destruir la materia orgdnica mias resistente (de
ah{ su empleo en la digestidn de plantas) es el perdxido
de hidrdgeno (95) que, ademas, tiene la propiedad de de
colorar 1la solucidn a menos que 8sta esté pigmentada por
un exceso de metales (6). Frecuentemente el perodxido sus-
tituye al Acido percldrico porque no presenta los ries-
gos de explosiSn de este ultimo (6).

También puede emplearse el acido clorhidrico en la
digestidn de muestras (43). Se ha reportado el uso de una
mezcla de‘HCIsHNOB 5¢1 en almendras (110). En combina-
cidn con el peroxido de hidrdgeno ha' sido empleado en la
digestion de material biologico (123).

Una de las Gltimas innovaciones en este campo se ba
sa en la digestidn dcida de la muestra bajo presidn en
un reéipiente de poliestireno. Este procedimiento esta

siendo aceptado poco a poco por su baja contaminacion,
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 gran sinmplicidad y»sensibilidad‘(123).
En la tabla II se resumen algunos de los acidos uti
lizados en la descomposicion de muestras de alimentos y

bebidas,

II.1.4. METODOS DE CUANTIFICACION:
IX.1.4.1, METODOS GRAVIMETRICOSs

a) DETERNINACION GRAVIMETRICA DE HIERRO EN FORMA DE OXI-
- DO FERRICO:

La determinacidn gravimétrica dé hierrc en forma de
oxido férrico goz0 de mucha popularidad en un tiempo;
ahore ha sido desplazada por métodos mas ficiles y exac-
tos (4#1). Por otra parte, es raro que este elemento se
encuentre en los alimentos en cantidades lo suficientemen
te elevadas_para poder ser determinado por gravimetfia
(mas de 50 mg).

El método se fundamenta en lanprecipitacian del
hierro como hidroxido o, mejor dicho, como dxido férrico
'hidratado. que luego, por calcinacidn, se convierte en

dxido férrico anhidro, el cual se pesa directamente. Las

reacclones serfan como sigue:

 Fedt 4 Hy0 e Fe(or{)’z‘ + H

4+ Tyt
Fe(OH)) + H,0 ——— Fe(ou)Bj,+ H



- 8 -

TABLA II
Acidos Tipo de Muestra Referencins
Ac, Sulfirico Enlatados (37)
Ac, Nitrico Cérnicos (18)
Ac, Perclorico Varios (68)
Ac. Clorhidrico Especies (43)
Ac, Clorhidrico Leche (114)
Perdxido de Hidrdgeno Varios (95)
ClorhidricosN{trico Vegetales (65)
ClorhidricosNitrico Almendras (110)
(521)
Sulfurico;Nitrico Varios (9),(39),(95.!
SulfiricosNitrico Vinos (45)
SulfaricosNitrico Frutas (77)
ClorhfdricosPerdxido Varios (128)
30 vol. (50s1)
NitricosPerdxido Conservas de Peg (80)

cados y mariscos




TABLA II (CONT.)

Acidos

Tipo de Muestra Referencizas
NitricotPerclorico Varios (102)
(1743)
NftricoiPercldrico Vegetales (6)
NitricoiPerclorico Cerveza (56)
KitricosPerclérico Carnicos (57)
(5:1)
NitricoiPerclérico Cereales (122)
70% (10:3)
PercldoricosSulfirico Vegetales (65)
Perclorico:Sulfirico Leche (73)
PepcloricotSulfirico Conservas de Peg (80)
cados y mariscos
Fercl8ricoiSulfirico Varios (111)
SulfiiricosNitricosPer Vegetales (6)
oxido ;ou (5(36M)s20
Q62
SulfuricoxNitrlcoaPer Varios (61)

oxido

2



TABLA II (CONT.)

Acidos Tipo de Muestra Referencias

Percldrico;Sulfirico: Vegetales (6)
Nitrico

PergiéricosSulfﬁrico: Leguminosas (62)
Nitrico

PergléricoxSulfﬁrico: Cereales (69)
Nitrico

PercloricosSulfiricos Conservas de Pesca (20)
Nitrico dos y mariscos

PereloricoiSulfiricos Vegetales (112)

Nitrico
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2 Fe(OH)3 ___5;};___, Fe203 4+ 3 HO

. Durante esta determinacidn, se deben seguir una se-
rie de recomendaciones con el fin de eliminar errores cg
mo pueden ser la pérdida del mineral, la coprecipitacidn,
etc.s '

1) El1 {inico estado de oxidacidon que precipita total
mente es el hierro (III), por lo que hay que asegurar-
se que todo &1 sea trivalente. Esto se logra hirviendo
la solucidn problema después de agregar acido nitrico
(ul,.az) 0, paba mejores resultados, ahadiendo perdxido
de hidp&geno (42) porque el producto de reduccion del
peraiido es agua y porque el exceso se descompone facil
‘mente con 86lo hervir breve tiempo la solucidn (41).

ii) Se recomienda precipitar el oxido y separarlo
a bajos valores de pH, pues, aunque incluso precipita
cuantitativamente a partir de soluciones débilmente Aci
das, a dn pH entre 3 y 4 impide o reduce al minimo la
precipitacion de la mayoria de los doxidos e hidréxidos
de cationes metélicos con dos cargas positivas. El pH se
obtiene empleando un amortiguador de acetatos o de idon
piridina-piridinio, siendo este Gltimo el mejor porque
‘acompleja otros metales evitande la coprecipitacion (41),

iii) Ya formado el precipitado, es preferible decan-
tar la solucidn y luego filtrar a través de un papel

filtro grueso, sin usar vacio (41).



-32-

iv) El1 precipitado se puede lavar con agua caliente
o cloruro de amonio al 1%. Como el precipitado gelatino-
80 generalmente no es tan facil de lavar, se recomienda
redisolver (41).

v) El precipitado se debe calcinar sobre un meche-
ro con acceso de aire, en particular durante la combus-
tid6n del filtro de papel, con objeto de evitar la reduc-

cidn parcial del oOxido férrico a Fe Ob. Ya en la mufla,

la temperatura no debe exceder los 3000°c por la misma
razon (42).

vi) Si el alimento o bebida a analizar contiene ci-
tratos, tartratos, oxalatos, sulfatos o fosfatos, no es
recomendable este método pues el idn férrico forma com-
piejos con ellos evitando parcial o totalmente la preci
pitacidn del hierro como oxido.

Debido al mucho tiempo que se invierte en esta tég
nica y a que es un método poco sensible, los analistas
han preferido las técnicas instrumentales. Aln asi, no
deja de ser un método importante que’todavia se utiliza
en conjuncidon con otras determinaciones y en lugares
donde no se cuenta con el equipo pa;a aplicar técnicas

mas sofisticadas.

b) DETERMINACION GRAVIMETRICA DE HIERRO CON SALICILAL-
DEHIDO HIDRAZONA:

Un procedimiento que ultimamente esta siendo estu-
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diado, consiste en precipitar el hierro cuantitativamen-~
te con salicilaldenrido hidrazona formando un complejo ro
jo=naranja (C7H70N2)2Fe a un pH de 10-~11. Todo el hierro
presente en la muestrzs precipita sin importar el estado
de oxidacidn pues el reactivo es un buen agente reductor.
Algunos metales como el niquel, el cobre, el zinc
y el manganeso interfieren en la determinacion y deben
ser removidos. Por otra parte, se recomienda adicionar
tartrato de sodio y potasio antes de la precipitacidn

para dar estabilidad al complejo que se forme (63).
1I.1.4.2, METODCS VOLUNETRICOS:

11.1.4.2.1, DETERMINACIONES VOLUNETRICAS POR OXIDO-RE-
DUCCIONs

Cuando la técnica seleccionada para el anadlisis de
hierro es volumétrica, la eleccidn del oxidante adecuado
es muy importante. Este debe cumplir varlos requisitos:
1) ha de ser lo bastante fuerte para que la reaccidn con
el hierro sea practicamente completa; 2) no ha de ser
tan enérgico que pueda reaccionar con cualquiera de los
componentes de la solucidn que se valora, salvo la espe
cie deseada (hierro); y 3) ha de reacclonar rapidamente
con la sustancia que ha de determinarse (41).

La determinacidn volumétrica de hierro por oxido-

reduccion se resume en cuatro pasos fundamentales: a) la
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disolucidn de la muestra; b) la reduccidn cuantitativa del
hierro (III) a hierro (II) con un reductor adecuado, segui
ga de la eliminacion del agente reductor en exceso; ¢) la
adicidn, en caso necesario, de reactivos especiales para
asegurar que la reaccion se efectuarid apropiadamente du-
rante la valoracién subsiguiente; y d) la valoracion de

la solucidén que contiene el hierro (II) con la solucidn

estandar, ya sea de permanganato, dicromato, ete. (41).

a) TITULACICN CON TRICLCRURO TITANOSO:

Uno de los primeros métodos desarrollados para cuan=
tificar al hierro volumétricamente por oxido-reduccidn da
ta del ano 1903. El método se basa en reducir el cloruro
férrico a la forma ferrosa por accidn del tricloruro ti-
fanbso con la consecuente formacidn del tetracloruro tie
tanico.

El método presenta la desventaja de ser tardado ya
que el cobre y los fosfatos interfieren en la determina-
cidn y el removerlos implica pérdida de tiempo. Por otro
lado, la posibilidzd de contaminacidn es alta pues hay mu
cha manipulacion (cfr. 125). Por lo anterior, la técnica
fue desplazada poco a poco por métodos mas exactos y fa-

ciles de manejar.

b) TITULACION PERNANGANIMETRICA:

La determinacidn de hierro (II) con permanganato en
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disolucidn de la muestra; b) la reduccidn cuantitativa del
hierro (III) a hierro (II) con un reductor adecuado, segui
da de la eliminacion del agente reductor en exceso; ¢) la
adicion, en caso necesario, de reactivos especiales para
asegurar que la reaccidn se efectuara apropiadamente du-
rante la valoracidn subsiguiente; y d) la valoracion de

la solucidén que contiene el hierro (II) con la solucion

estandar, ya sea de permanganato, dicromato, etc. (41).

a) TITULACION CON TRICLCRURO TITANOSO1

Uno de los primeros métodos desarrollados para cuan=-
tificar al hierro volumétricamente por oxido-reduccidn da
ta del ano 1903, El método se basa en reducir el cloruro
férrico a la forma ferrosa por accion del tricloruro ti-
tandso con la consecuente formacion del tetracloruro ti-
tanico.

El método presenta la desventaja de ser tardado ya
que el cobre y los fosfatos interfieren en la determina=-
cion y el removerles implica pérdida de tiempo. Por otro
lado, la posibilidad de contaminacion es alta pues hay mu
cha manipulacién (cfr. 125). Por lo anterior, la técnica
fue desplazada poco a poco por métodos mas exactos y fa=-

ciles de manejar,

b) TITULACION PERMANGANIMETRICA:

La deterninacidn de hierro (II) con permangznato en



solucidn dcida se tundarenta en la siguiente reaccidn:

5 Fet « Mn0; 4 BHY ———sy 5 Fe*tt 4 untt 4 4 H,0

en la que el punto final de la titulacidn se determina vi

sual (con la aparicidn de una coloracidn rosada) o poten-

ciorétricamente (véase Figura 1).

Debido a que la reaccidn sdlo puede efectuarse con

el hierro (I1), el ion férrico debe reducirse, para lo

cual existen diferentes tratamientoss

£

1)

El uso de zinc metdlico, el cual se agrega en forma
de granzlla a la solucidn y se separa por filtracién
después de la reduccidn; también existe la posibi-
nic¢ad de amalgamar este mismo metal con mercurio y
enpacarlo con una columna vertical a través de la
cual se hace pgsar la solucidn problema. A esta amal
gama reductora se le conoce como "Reductor de Jones"
v fuc ideada por C. Jones entre 1888-1889 (41, 42,
70).

-1 i1ze de cloruro estanoso* para reducir el hierro

(II7) rmediarte la siguiente reaccidns

Ui exceso de cloruro estanoso producirda un precipitado

gris voluminoso que impedira la determinacidn, por lo

que debe tenerse un manejo cuidadoso de este reductor

(41, “+2, 70, 123).
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Fe+++ sn*'&f‘*

+ Snﬁ' —— Fe'" +

Ya que el 1on Sn (II) sobrante puede reaccionar con
el permanganato, se le destruye con cloruro merci-

ricos
sn** + 2 HgCl, ———» sSn****t 4 HgCl, + 2017

iii) El uso de plata como reductor ("Reductor de Walden"
en honor a su creador G.H. Walden Jr. en 1934).
la reaccidn del hierro (III) con plata es mas se-
lectiva que con otros reductores ya que el poder
reductor de ésta es moderado., sl igual que el re-
ductor de zine, la plata pura se coloca en una co-
lumna por donde se hace pasar la solucidn proble-
ma. Como en la mayoria de los casos la muesira se
disuelve en acido clorhfdrico haciendo que el po-
tencial de reduccidén varie debido a la concentra-
cion de cloruro, se ha observade que a una concen-
tracion 1N de acido clorhidrico en donde la acti-

~ vidad de los cloruros es aproximadamente 1.0, la

reduccion del hierro es practicamente cuantitativa
(70). La tnica desventaja es que la plata metali-
ca termina por recubrirse completanente con una
pelicula de cloruro de plata y la colunna debe tra
tarse con un reductor fuerte para regenerar la
plata elemental (41).

En las determinaciones de hierro (II) econ permangu-
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nato existe el inconveniente de que este Ultimo reaccio-
na con los ilones cloruro aumentando el volumen gastado de
titulante, lo que provocz resultados elevados, fste pro-
blema ﬁuede resolverse mediante el uso de una solucidn pro
tectora conocida como de Zimmermann-Reinhardt (41, &2, 70,
123). En el ano de 1881, Zimmermann descubrid que el uso
de sulfato de manganeso (Ii) disminuia el potencial redox
MnOEﬂKn(II) y, en consecuencia, no se producfa ninjzuna
reduccion intermedia aln cuando existieren altas concen-
traciones de cloruro en la muestra (cfr. 70)., Reinhardt
encontrd que la adicion de acido fosforico removia el co-
lor amarillo producido por el hierro (III) formando un

ién complejo incolorec con este Gltimo, ademis de disminuir
el potencial de reduccidn del sistema Fe(II)/Fe(III) y,
por lo tanto, facilitaba la oxidacidon del hierro (II) por
el permznzanato (cfr. 70). En la actualidad se emplea la
combinacidén de ambas contribuciones en una mezela de sule-
fato de manganeso (II), &Acido fosforico y Acido sulfirico,
a la que se conoce como solucion de Zimmermann-Reinhardt
(70).

Algur.os investigadores reportan el empleo de otras
soluciones protectoras como el sulfato de sodio en altas
concentraciones; la mezcla de fosfato de sodio, de potasio
y acido fosférico; el acetato de manganeso (II), etc., con

el inconveniente de que la estabilizacion del potencial



es tardada por posibles interacciones del manganeso (III)

con el fosfato, el acetato, ete. (70).

De acuerdo a lo anterior se concluye que este tipo

de determinaciones son eficientes y de facil ejecucidn

siempre y cuando se tomen en cuenta las siguientes precau-

ciones:

1.

2.

5.

6.

El método es adecuado para determinar cantidades
relativamente altas de hierro (1-10 mg o mas) (87).
Disolucién adecuada de la muestra para evitar re-
sﬁltados bajos. |

La solucidn debe ser llevada a la dilucidn adecug
daﬁantes de ser titulada.

La titulacidon debe realizarse en frio para preve-
nir la oxidacidén del dcido clorhidrico con el per
manganato.

El hierro (II) se puede oxidar a hierro (III) por
larga exposicidon al aire, por lo que, después de
anadir el reductor, se deben efectuar inmediata=
mente ¥y sin interrupcidén los demas pasos hasta
llegar a la titulacidn.

El punto final de la titulacion no es permanente,
Se considera que se ha llegado al punto final de
la titulacion cuando perdura por 30 segundos la
coloracidn rosada. Después de un tiempo comienza

a precipitar el 6xido de manganeso (IV):
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200, + 3 Mn** 4+ 2H0 —— 5in0, | ¢4 1

7. S los resultados obtenidos ho son consistentes,

" es recomendable refiltrar el permanganato y es-
tandarizarlo nuevamente (123).

La determinacidn permanganimétrica de hierro esta
siendo desplazada por nuevos métodos mis rapidos y preci-
sos o por el empleo de titulantes mas baratos que no re-
quieren precauciones especiales con los iones cloruro, co

ro €1 diecromato y el cerio (IV) (70),

Existe otro procedimiento en el que se determina el
contenido de hierro en la siguiente formas todo el hierro
se reduce a la forma hierro (II) con cobre metidlico en
solucidn de Acido fosfdrico, luego se adiciona acido fos-
fomolibdico formandose un complejo de fosformolitdato re-

¢icido que se titula con permanganato (cfr. 87).

¢} TITULACION DICROMETRICA:

El &cido crdmico y sus sales, aunque no son tan fuer
tes oxidantes como el vermanganato, producen buenos re-
sultados en la determinacidn volumétrica de hierro (II).

La reaccion que se verifica es la siguiente:

<+

6 Fe** + Cr,057 + W H' ——y 6 Fe*** 4 200" 4 7 HYO



- 4] -

Al igual que en la valpracién volurétrica del hierro
con permanganato, las sales de hierro (III) deben ser re
ducidas a hierro (II) por cualquiera de los métodos ya
mencionados en la seccidn dedicada a permanganimetria.

La deteccidn del punto final en este tipo de deter-
minaciones puede establecerse visual o potenciométricameg
te. Para la primera se requiere el uso de un indicador.,
Normalmente se emplea difenilaminasulfonato sddico o dife
nilbencidina sulfonato sédico (41). Los compuestos no sul
fonados del que se derivan {difenilamina y difenilbencidi
na) son recomendados por algunos autores (91) pero presen
tan el inconveniente de ser relativamente insolubles en
medios acuosos obteniéndose resultados menos satisfacto-
rios (41). Cuando no se disponga dé alguno de los indica-
dores antes mencionados se puede utilizar un indicador
externo como el ferricianuro de potasio (70, 91, 123). El
método de titulacidn con este Ultimo consiste en colocar
sobre una placa de porcelana blanca pequehas gotas de
una solucidn de ferricianuro de potasio y, junto a ellas,
ir colocando a medida que la titulacidn avanza, pequenhas
gotas de la solucidn que se titula, se mezclan ambas gotas
y se observa la coloracidn en el lugar de contacto de los
1{quidos., Al principio, la coloracidn es azul, y a medida
que ‘la solucion ferrosa va siendo oxidada, se obtiene un

color verde. Cuando este color deje de producirse se habra’
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llegado al final de la reaccidn. Este método es inexacto
debido a la relativa lentitud de la titulaciodn, lo que
puede favorecer la oxidaeion parcial de la sal ferrosa por
el oxigeno del aire y al error debido a las porciones de
la solucion que se utilizan en hacer la reaccion sobre la
placa de porcelana que no son consideradas para restarse
al volumen total (91).

Si la determinacidn se realiza potenciométricamente,
la curva que se observa es la que se indica en la PFigura
2.

La titulacidn dicrométrica ofrece varias ventajas sg
bre titulantes como el cerio y el permanganato., Este l-
timo tiene la desventaja de que los cloruros obstaculizan
la determinacion, requiriéndose el uso de la solucidn pro
tectora de Zimmermann-Reinhardt, mientras que el dicroma-
to tolera concentraciones de acido clorhidrico arriba de
3.5N (70). Con respecto al cerio (IV), éste ofrece mejo-
res resultados, sin embargo, para aplicaciones de rutina,
el bajo costo, la facil preparacidén de la solucion estan-
dar y su gran estabilidad, hacen al dicromato mis funcio-

nal (70, 123).

d) TITULACION CERIOMETRICA:
La determinacion de hierro se fundamenta en la oxi-

dacion del hierro (II) por el cerio (IV) en medio acidos
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Feﬂ' < Ce-t-b«H» 3 Fe**"l' Cett+

Esta titulacidn es aplicable a una gran variedad de
soluciones de hierro (II). Tiene la ventaja de poderse
trabajar con concentraciones de acido percldrico y sulfi-
rico de 0,5 a 8M (70).

Por lo general, las muestras problema suelen ser di-
sueltas en acido clorhidrico., El cerio tolera concentra-
ciones de 0.5 a éM de este dcido, el cual relne las con~
diciones mis adecuadas para efectuar la titulacion de hie-
rro (II), ya que permite el uso ya sea de cloruro estano-
g0 0 del reductor de Walden (ver Titulacion Permanganimé-
trica) como agentes reductores selectivos (70).

El punto final de la titulacidn puede detectarse con
la ayuda de un indicador como la ferroina (hierrc-1,10~
fenantrolina) (70, 91, 123); la 5,6-dimetil-ferroina (70)
oel a, d'-dipiridilo en solucidén de dcido clorhidrico
o sulfirico 1M (70), E1 final de la titulacidn puede tam-
bién determinarse potenciométricaménte (Pigura 3) (70, 91).

‘ Las sales de cerio (IV) son facliles de conseguir y
tienen clertas ventajas sobre el permanganato y el dicro-
mato como su estabilidad por largos perfodos de tiempo,
su fuerte poder oxidante, el hecho de no sufrir desviacip
nes al reaccionar pues sdlo existe un producto de reduccién

del 10n cerio (IV) en solucidn acida:
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Getttt Ce*t+

A pesar de la efectividad de este tipo de titulacio-
nes, se prefiere el uso del dicromato para analisis de ru-
tina por ser éste menos costoso y obtenerse resultados acep

tables (70, 123).

IT.1.4.2.,2., NMETODOS VOLUMETRICCS POR COMPLEJONETRIAs

a) DETERMINACION COMPLEJOMETRICA CON EDTA:

El 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) se ha em-
pleado en la determinacidn de hierro por fofmar comple-
jos muy estables con practicamente todos los iones de
los metales (41). La determinacidon es volumétrica. En pri-
mer lugar, se adicioné EDTA 0.005M en exceso y, el que no
se haya agomplejado se retitula con nitrato de plomo
0.005K usando como indicador visual anaranjado de xilenol
(37) o variamina blue B (70).

Sin embargo, la determinacidn de hierro con el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) no es muy usada. Eipeson
y Paulus la emplean en el analisis de alimentos enlatados

(37).
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*NOTA:

Dentro de los métodos electroguimicos, ademds de la po
tenciometria, existen otras técnicas de anilisis como son
la voltamperometria, la amperometria, la culombimetria, etc.,
las cuales no seran tratadas en este trabajo no porque ca-
rezcan de importancia sino por no encontrarse referencias
que relacionen dichos métodos con la determinacidon de hie-
rro en alimentos o bebidas; con la excepeidn de los traba-
joc reportados por Eipeson y Paulus (37) y Mohan y Rao (89)
quicnes emplean un tipo.de titulacidén voltamperométrica, la
polarografia, en la determinacidon de hierro en enlatados y

en hojas de maiz respectivamente.
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I1.1.4.3.1. DETERMINACIONES COLORIMETRICAS:

Muchas veces los métodos gravimétricos y volumétri-
¢cos ordinarios no sirven para determinar cantidades muy
pequetias de hierro en alimentos, por lo que se han desa-
rrollado varios métodos basados en la absorcidén de energia
radiante para la determinacion cuantitatiéa de este metal
(41).

Los métodos de absorcidn y emisidn atémica, por ejem
plo, son también rdpidos y sensibles, pero los colorimé-
tricos se prefieren generalmente ya que invelucran instry
mentacidn menos costosa y dan una sensibilidad muy grande
cuando los reactivos cromdgenos son empleados aproplada=-
mente (11).

Muchos reactivos que producen color han sido emplea-
dos para la determinacion espectrofotométrica de hierro,
En algunos se efectla la determinacidn directa del idn
férrico mientras que en otros, se aprovecha la formacidn
de complejos muy coloreados entre el hierro (II) y diver=-
sos ligandos organicos.

Entre las determinaciones mas comunes podemos-mencig
nars

a) Determinacidn colorimétrica con tlocianato.

b) Determinacidn colorimétrica con ferroclanuro,

c) Determinacidn colorimétrica con @, a'-dipiridilo.



d) Determinacidn colorimétrica con derivados del q,
g'-dipiridilo,

e) Determinacion colorimétrica con o-fenantrolina.

f) Determinacion colorimétrica con derivados de la
o-fenantrolina.

g) Determinacidn colorimétrica con dcido tioglicdlico.

h) Determinacidn colorimétrica con otros reactivos.

a) DETERMINACION COLORINETRICA CON TIQOCIANATO:

Uno de los primeros métodos que aparecieron para cuan
tificar hierro en alimentos fue disenado por Herapath en
1853. Este método se basa en la formacién del idn FeCNS**
en soiuciﬁn acida, el cual es un compuesto colorido que
puede determinarse a una longitud de onda de 480 nm (87,
98).

Esta determinacidén ha sufrido numerosas modificacio-
nes desde 1928, cuando Peterson y Elvehjem constataron que
los fosfatos, sobretodo pirofosfatos, interferian en gran
manera con el desarrollo del color rojo con el tiocianato
debido a la parcial desionizacidén del hierro; y estable-
cieron una serie de pasos adicionales para precipitar los
fosfatos con molibdato de amonio y asi separarlos (125).
Stugart adecud la técnica para determinar hierro en leche
mediante una extraccidn con alcohol isocamilico (114) pre-

viniendo asi 12 interferencia de los fosfatos y la desa-
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paricidn del color del tiocianato férrico, él cual tien-
de a reducirse en solucidn acuosa con la consecuente pér-
dida de color, Thompson empled una alta concentracion de
cido clorhidrico y de tiocianato de potasio, ademds de
extraer con alcohol isobutflico para evitar interferen-
cias (117). '

En la-literatura se reportan problemas de interferen
cia con oxalatos, tartratos, cadmio, 2zinc, cobalto, ni-b
quel, cobre y plata (120).

La cuantificacidn con tiocianato es una téenica que
ain se utiliza para analisis de rutina y sus resultados
concuerdan con los procedimientos colorimétricos de la

o-fenantrolina (111) y del d, @'-dipiridilo (49).

b) DETERNMINACION COLORIVMETRICA CON FERROCIANURO:

En 1925, Walker desarrolld un método para cuantifi-
car hierro colorimétricamente en cenizas de alimentos.
Las cenizas se disuelven en acido nitrico, se calienta la
solucidn para eliminar el exceso de Acido, se diluye y
‘tratan cbn ferrocianuro de potasio, produciéndose un co-
lor azul que podfé ser coﬁparado con los esténdareé.

Mummeri (1926) recomienda dcido clorhidrico para di-
éoiver las cenizas, pues, con dcido nitrico 1a>disoluc15n
no es completa (cfr. 87),

' El‘método no'es muy confiable ya que el cobre causa

interferencia, por lo cual, esta determinacién ha sido
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substituida por otras mas sencillas y precisas (87).

¢) DETERMINACION COLORIMETRICA CON a, '-DIPIRIDILC:

El reactivo fue introducido por Hill en 1930 (ecfr.
87). Produce un color intensamente rojo con el hierro (II),
que puede cuantificarse espectrofotométricamente a una
longitud de onda de 510 nm.

Su formula ess

Si la materia orginica es destruida por calcinacidn
u oxidac;én himeda, el ¢, q'-dipiridilo puede emplearse
Junto con un agente reductor para determinar el hierro to
tal, En la determinacidn interfieren los pigmentos amari-
1los y la alimina (87). En relacidn a los pirofosfatos,
muchos autores sostienen que no intervienen en'el anali-
sis, sin embargo, Howe (cfr, 87) afirma que los resulta-
dos bajan y que las cenizas deben ser calentadas por lo
menos 15 minutos con &cido clorhidrico (1il) para trans-
formar el piro- en orto=-fosfato.

El método es sumamente confiable y tiene la ventaja
de que, en solucidn acuosa, el color es estable, lo que
no sucede con el complejo formado entre el hierro y el

tiocianato. Este método (con @, d'-dipiridilo) es reco-



nocido como un método oficial por la Association of Offi-
cial Analytical Chemists (9); sin embargo, la sintesis del

reactivo es dificil y costosa.

d) DETERMINACION COLORIMETRICA CON DERIVADGS DEL q, a'~-
DIPIRIDILO:

El efecto de los substituyentes en los sistemas de
anillos aromaticos del q, A'-dipiridilo ha sido estudia-~
do ampliamente para incrementar la sensibilidad de los
complejos coloridos formados con el hierro (II). Se ha
encontrado que: a) casi cualquier substituyente incluyen-
do -CH3, -06H5, -Cl y -NO2 eieva la absorbancia molar y,
usualmente aunque no siempre, aumenta la longitud de onda
de le absorbancia mdxima; b) los grupos fenilo elevan la
absorbancia maxima mis que los grupos metilo (121).

Apoyandose en lo anterior, se han preparado nuevos
reactivos como el 2,2'-dipiridildietilditiocarbamato, el
cuzl sirve para determinar simultaneamente cobre y hierrc
en alimentos y bebidas (11), L

El 242°42' '~tripiridilo es también un reactivo muy

sensible para determinar hierro (87).

e) DETERMINACION COLORIMETRICA CON O-FENANTROLINA3:
Las primeras investigaciones que se efectuaron con
este compuesto fueron realizadas por Blau en 1898 (87),

quien observd que se producia un color rojo intenso entre
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la o-fenantrolina y el hierro’(II)ral formarse el com-

)t

plejo Fe(C 1oHgh 3

8'2

Este método se aplicd desde 1937 para determinar hie-
rro en productos como pan, frutas, vinagres, vinos y ju-
gos de fruta con muy buenos resultados (111). Numsey (1944)
deserrcllé una téenica para cuantificar hierro que apare-
ce en el A.0.A.C. como el primer método tentativo para la
determinacion del mismo (cfr. 125)., Se sugiere el uso de
la o-fenantrolina y/o del a, a@'~dipiridilo, que es ac-
tualmente el método oficial de la Association of Official
Analytical Chemists (9).

La o-fenantrolina, al igual que el @, Q'-dipiridilo,

presenta una elevada sensibilidad., Se prefiere la primera



porque se le requiere en menor cantidad, lo due disminuye
el costo del analisis.

La estabilidad del complejo coloridec formado en so=
lucion acuosa es alta, 1o que no sucede con el complejo
que se forma con el tiocianato, el cual tiende a decolorar-
se cuando esta expuesto al aire.

Los investigadores reportan que el cobre, el alumi-
nio y el magnesio no interfieren en la determinacidn (111)
mientras que la plata, el bismuto, el‘niquel, el cobalto,
el cianuro, el perclorato y el molibdato interfieren seria

mente (120),

f) DETERVMINACION COLORINETRICA CON DERIVADOS DE LA 0-FENAN
TROLINA:

Los derivados substituidos de la o-fenantrolina han
sido amplliamente estudiados con el objeto de aumentar la
sensibilidad de las determinaciones. Smith y Richter (1944)
realizaron una recopilacion de éstos (cfr. 121).

El derivado de la o-fenantrolina con el que ge ob-
tienen mejores resultados es la 4,7-difenil-1,10-fenantro
lina, mejor conocida como batofenantirolina. Este reacti-
vo se ha usado en la determinacién de hierro en leche (55)
y agua (121).

Otro derivado que se emplea para cuantificar simulta-
neamente hierro y cobre en alimentos es la 1,10-fenantro-

lina neocuproina (11).



- 55 =

Entre los agentes mas sensibles del tipo ferroina
que se han encontrado se encuentra la 3-(4-fenil-2-piri
dil)-S5-fenil-l,2,4-triazina. Las aplicaciones analiticas
de este reactivo estan limitadas a soluciones no acuosas
por su baja solubilidad en agua y por ello se ha dado pre
ferencia a otros compuestos del mismo tipo pero con menor
peso molecular. Entre ellos se pueden mencionar el [amonio-
3=(4-fenil-2-piridil}-5-fenil~l,2,4-triazina disulfonada
dihidratada] o PPTS (112).y el TPPTZ-S que se aplica al
andlisis de cerveza (56).

E1l PPTS forma un complejo colorido con el idn hierro
(II) que se lee a una longitud de onda de 565 nm. Dicho
comple jo presenta buena solubilidad en agua y gran sensi-
bilidad en 1a determinacidon del hierro. El cobre y el erg
mo interfieren en la determinacidon porque forman produc-
tos coloridos con el PPIS y deben ser removidos (112).

E1 TPPTZ-8 forma también un compuesto colorido con
~ el hierro (II) que tarda un poco eh desarrollarse (20 a
30 minutos) pero presenta una excelente estabilidad., La
longitud de onda en que se lee el comblejo formado es
607 nm. Muchos de los iones de los metales de transicidn
forman complejos con el TPPTZ-S pero sdlo acomplejado con
el hierro (II) tiene color. Si se agrega una cantidad en
exceso del reactivo, 1los otros iones no interfieren en la

lectura (56),
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La formula del complejo TPPTZ-S:Fe(II) es como si-

NON
SOs H

HO, S 0

¢) DETERMINACION COLORIMETRICA CON ACIDO TIOGLICOLICO (IEB
CAPTOACETICO) 1
- El método fue introducido por Lyons en 1927, Se basa
en la capacidad del Acido tioglicdlico de formar un com-
plejo color rojo con el hierro (II) en condiciones alca-
linas.

La primera parte de la reaceidn involucra una reduc-
cion del hierrc (III) a hierro (II) para luego reaccionar
este Ultimo con el Acido de la siguiente manera:

S-CH,-COOH

2 Pe***e 2HSCH,COOH™ ——p 2 Fo* & | 2
S-CH,~COOH
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Fe'™ + 2 (SCH,C007). —————p Fe (SCH,COCH),

incoloro

Fe (scazcocﬂ)2 -~y Fe (scuchOH);‘

incoloro rojo

Algunos autores recomiendan remover las protéinas an-
tes de la determinacidn precipitdndolas con dcido triclo-
roacéetico (8?)f

La presencia de pirofosfatos no interfiere en el desa-
rrollo de color, los metales pesados, aiin en cantidades re
lativamente altas (0.1%) no afectan la determinacidn-pudien
do, como precaucidn, adicionarse citrato de sodio (73).

La determinacidn con dcido tioglicdlico comparada con
las determinaciones permanganimétricas y con la de tiocia-
nato, producen resultados semejantes (73). E1 método ofre-
ce varias venfajas sobre el @, ¢'-dipiridilo y la o-fenan
trolina. En primer lugar, el &cido tioglicdlico es por si
mismo un agente reductor y no requiere la adiciodn de otros
reductores como el clorhidrato de hidroxilamina y, en segun
do, la poca interferencia que puede sufrir por la presencia
de varios metales pesados. Sin embargo, la mayoria de los
investigadores prefieren usar los dos anteriores, sobretodo
la o-fenantrolina porque ésta rinde resultados mas precisos
y porque el color que produce es mAs intenso y estable du-

rante considerables periodos de tiempo (111).
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h) DETERMINACION COLORILETRICA CON CTROS REACTIVCS:
El hierro puede formar complejos coloridos con gran

variedad de compuestos, entre los que se pueden citar:

1. La 3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazina o PDT. Es

| un reactivo que forma con el hierro un complejo colo=-
rido que se extrae en alcohol iscamilico y que puede
cuantificarse espectrofotométricamente a 561 nm.
En la determinacidén del hierro por este método pueden
interferir el niquel (II), el cromo (II) y el cobalto
(II) porque consumen PDT para formar sus respectivos
complejos. Para evitar este problena se recomienda em~
rlenr una alta concentracidn del cromdgeno.
El nitrato, el oxalato v el tioclianato afectan la de-
terminacidn., Se les evita con un tratamiento previo de
la muestra con el oxidante, E1l cobre (I) forma también
un complejo colorido con el PDT, el protlema puede so-
lucionarse al agregar cianuro de sodio. Esta adicidn
provoea 1a decolorzcil instantanea del complejo Cu(I)=-
PDT mientras que, con el Fe(II)-PDT la decoloracion es
mas lenta dando la oportunidad de efectuar la lectura
sin que el cobre presente afecte.
El método es simple y rdpido. La elevada sensibilidad
del PDT como un reactivo cromdgeno y la facilidad de
extraccion del complejo de hierro (II) permite la de-
terminacion de cantidades microgramicas en las muestras

[
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a analizar. E1 PDT no es costoso Yy se le sintetiza'féf

“ ¢ilmente (11),.

2.

3..

‘cromdgeno que forma un complejo colorido con el hierro

La 3-(4-fenil-2-piridil)-~5,6-difenil-1,2,4-triazina o

PPDT. Es un cromdgeno que funciona en forma semejante

~al PDT pero es mucho mas sensible, Sin embargo, el cog

to y la dificultad de su sintesis es una seria limita-

cidn para su empleo (11).

‘La tiosemicarbazona del piridoxal o PT, Es un ligando

(1II) a un pH &cido. E1 complejo formado se extrae con

alcohol bene {1ico y la absorbancia se mide a 430 nm

(96).

‘La 2,6-dihidroxiimino-3-metilenpiperidina o metilen~-

glutarimidiqxima. Es un compuesto perteneciente a la
agrupacidn imidoxima. Estos compdestos presentan gran
capacidad de formar complejos coloridos con el hierro.

El complejo Fe(III)-metilenglutarimidioxima se forma

" a~un.pH aproximado de 5.5. Tiene un color pardc y se

le puede determinar espectrofotométricamente a una

longitud de onda de 475 nm (100).

54

La 2,2'-~dipiridil-2-quinolilhidrazcna réacciona con el
hierro (II) formando un complejo muy insoluble en re~

dio acuoso pero soluble en varios solventes organicos
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como acetona, benceno, tolueno y clorobenceno.

Otomo y sus colaboradores (92) recomiendan reducir el
hierro (III) a hierro (II) con dcido ascbrbico, mante-
ner el pH entre 3.4 y 4.5 y leer a una longitud de on-

da de 644 nm.

El &cido l-hidroxi-4-sulfo-2-naftdico. Este compuesto
forma un‘complejo estable con el hierro (III})., L1 que-
lato formado presenta una amplia banda de abtsorciodn
(460-500 nm) con alta estabilidad a pH 8, La sintesis

del reactivo es sencilla.

"Como desventajas al uso de este reactivo hay que hacer

notar que, la solubilidad de éste en medio ucuoso es
baja y su concentracidon debe ser veinte veces m-yor

que la concentracidn del hierro en la muestra (71).

Ll complejo colorido azul formado entre el rojo dn bro
renirogalol(BPR)-cetiltrimetilamonin(CTI"AB) y el hierro
sin importar su estado de oxidacidn presenta una ai-
zorcidn maxima de 635 nm. El rancancso (II) y el vanao-

dio (V) interfieren en la detsrminacidn.

Se eree que la estructura del complejo formado es la

que se muestra en la siruiente pagina.
El método que emplen este reactivo es adecuado para de=-
terminar hierro total. No requiere agentes reductores

u oxidantes adicionalecs, por lo cual es una téecnica acce
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sible de manejar (129).

~ a
ReNT o~
Br OH
0
C 0-~.
::=Fe'+
ol
Br
RaNT
L J3

la piridin-2-hidrazina. Forma con el hierro (II) un
complejo color rosa con una abcorbancia maxima de 510
nm, La forracion del complejo s0lo se desarrolla en
medio alcalino siendo el pH optimo de 13.

Prra que el complejo formado sea mas estable se adi-
cionan agentes reductores como el dcido ascdrbico o el

clorhidrato de hidroxilamina (1).

El 4cido 5-cloroindol-2-carboxilico. Reacciona con el
hierro~IIl) produciendo un compuesto colorido que se
extrae en alcohol isoamilico y se lee a 339 nm.

El reactivo tiene poca selectividad, pero admite su
aplicacidn en presencia de alealinos, alcalinotérreos
y alruros otros iones que acompanan comunmente al hie-

rro (III) como el zinc (II) y el niquel (I) (104).
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El di(Z-pifidil)-N,N-di[(B-quinolil)aminé]metano o
DPQAN, Forma un complejo color verde con el hierro (II)
que se extrae con cloroformo en presencia de perclorato
y se mide su absorbancia a 685 nm con un pH entre 3.5

y €.5. Compuestos de este tipo apenas estan siendo uti-
lizados como reactivos analiticos para la determinacidn

de hierro (38).

La fenilbiguanidina en medio de cianuro reacciona con
el hierro (II) produciendo un complejo soluble color rg
jo. En presencia de reductores, el miximo desarrollo de
color se alcanza en 1 hora, La longitud de onda en la
que se obtiene la mixima absorbancia es de 520 nm., El
método presenta la gran desventaja que implica el ries-

go de trabajar con cianurc (79).

El 1,2,4=-triazolil-(3~-azo-1)-2-naftol o TRAN., Interactia
con el hierro (III) para formar un complejo de color
rojo en medio ligeramente &dcido. La formacidn de dicho
complejo es inmediata y su color estable durante por lo

menos 85 minutos (24).

En los Ultimos aflos se han desarrollado técnicas para

cuantificar cantidades traza de hierro. Esta consiste en
formar un complejo con el hierro y adsorber éste en naf
taleno, La mezcla de naftaleno adsorbido puede disolver

se en diferentes solventés como la N,N-dimetilformamida,
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cloroformo, benceno, tolueno o xileno, dependiendo del
complejo que se forme y se mide la absorbancia réxima
de la solucidn que dependeri asirmismo del solvente em-
pleado.,

En la tabla III se mencionan los reactivos, disolventes
y longitudes de onda requeridas para la cuantificacidn

del hierro.

El 1,2-dihidroxibenceno-3,5-acido disulfdonico o Tiron.
E: 'n reactivo que forma con el hierro (III), a un pH
10, un compleio color rojo intenso con un riximo de ab-
sorcidn a 470 nm,

El método puede usarse para deteraminar hierro (III) en
r»eccnelia de cantidades considerables de iones fluoruro
y fosTato, de los que se sabe son fuertes agentes acom-

plejantes del hierro (III) (13).

Iz 8-hidroxiquinolina, Forma con el hierro un complejo
verde obscuro que puede medirse éspectrofotométricamen-

te (877,

El &cido 7-iodo=-8-hidroxiquinolin-$-sulfdonico. Forma con
el hierro (III) un compuesto verde a un pi entre 2.7 y

3.2 que se determina colorimétricamente (87).

Entre los numerosos agentes quelantes analogos al EDTA

se encuentra el acido etilendiaminotetrametilenfosfdrico



TABLA III

Reactive Forma ionica de Disolvente Long. Interfe- Refe-
hierro con que onda rencias rencias
reacciona (nm) '
Oxina Fe (III) Dimetilfor Lé2 Oxalato,
mamida EDTA -
S-cloro-7- Dimetilfor hBo® h
iode-8-qui mamida, ben
nolinol ceno, tolue
no, xileno,
cloroformo,
clorobenceno
Amonio pi “Fq (I11) cloroformo 357** - Cu (II), (109)
rrolidin : Ca (II),
tiocarba- Ny {11),
mato focfatos
# pH 1.8 a 4.5 ** pH 4,7
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o AEDTYF. Forma con el hierro (III) a un pH 4, un
‘cémplejo que presenta un maximo de absorcidn a 255 nm.
En la determinacion deben ser removidos los siguientes

ioness:s Bi(III), Pd4(II), VOS' Cu(IIl) y Ce(IV).
El reactivo ha sido aplicado en la determinacion de

hierro en higado y rifidn de cerdo (16).

18, De los pocos compuestos que forman complejos con el
hierro a una absorbancia maxima dentro de la banda in-
frarroja se encuentra el 2~(2-triazolilazo)-5-dimetil
aminofenol o TAK con una absorcidén caracteristica a
760 nm y un pH alcalino de 9. E1 compuesto color café
se extrae con cloroformo.

El método se utiliza en el an3lisis de agua. Los resul=-

tados que se obtiznen concuerdan con los obtenidos por

absorcidn atdmica (119).

II.1.4.3.2, DETERMILACION DE HIERRO POR ESPECTROSCOPIA ATQ
MICA:

La espectroscopia de absorcion y emisidn atomica se
basan en un proceso de excitacidn y decaimiento al estado
fundamental de los electrones de los atomos. Por esta razdn,
ya sea la energia absorbida en el proceso de excitacidn o
la emitida en el proceso de decaimiento puede ser medida y

usada para propdsitos analiticos. Arriba de setenta elemen~

tos pueden ser determinsdos usando estas técnicas (30),



- 66 =

a) ESPECTRCSCOPIA DE ABSORCION ATCLICA:

La facilidad y velocidad a la cual se pueden hacer
determinaciones exactas utilizando la espectroscopia de ab-
sorcidn atdmica ha hecho que esa técnica sea uno de los
métodos mis populares para la determinacion de metales.
Entre las mas recientes aplicaciones de ésta se encuentra
la cuantificacidn de micronutrientes como el hierro en ma-
terial bioldogico y alimentos (28, 30). Se han investigado
diferentes flamas para su determinacidon, siendo la mis sa-~
tisfactoria la de aire-acetileno que parece estar libre
de interferencias quimicas, de matriz y de ionizacidn o,
que en todo caso, son ficiles de solucionar. Esta flama ale
canza temperaturas entre 2125°C y 2400°C (28, 30, 60).

Para evitar los errores debido, a menudo, a la falta
de control sobre la flama y al efecto de la dilucion
sobre la poblacidn de tomos, se realizaron una gerie de
investigaciones que condujeron a la invencion del hor-
no de grafito. Este es un aparato de muestreo que puede
determinar muchos elementos en concentraciones mil ve=-
ces mias bajas que las que se pueden detectar con la
llama. La energia requerida para la atomizacidn es ob=
tenilda aplicando una diferencia de potencial eléctrico
a través de un tubo de grafito dentro del cual se ha
colocado 1la muestra, Las inteferencias, ya sea es-

pectrales y/o de ionizacidn son relativamente raras en
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esta técnica pues, se usan monocromadores de alta resolu-
cidn y bandas de absorcidon muy estrechas.

La.elecciBn entre la llama y el horno de grafito se
determina en forma general de la siguiente manera: si al-
guna muestra puede ser analizada por cualquiera de los
dos sistemas, es mejor utilizar la llama. La absorcidn atg
mica con llama es mas rapida que con horno (5-10 segundos
por determinacidén con llama contra 2=-3 minutos para el
horrs). Generalmente son mis convenientes las medidas con
ilama (simple aspiracidn de las soluciones de la muestra
contra la inyeccidn volumétrica para el horno). Pero, cuan
do las concentraciones del analito empiezan a aproximar-
2 al 1imite de deteccidn los puntos fuertes del horno
¢mpiezan a primar. La alta sensibilidad de éste determina
su eleccidn para la determinacidn de ultratrazas de anali=-
to. El requerimiento de un pequeno volumen de muestra para
el horno de grafito puede también influir en su elecciodn,
cuando es limitado el volumen de muestra,

Isaac (60) reporta que, a una longitud de onda de
2483.3 i puede detectarse de 2 a 20 /.g/ml de hierro con
un linite de deteccion de 0.005 mg/ml y una sensibilidad
de 0.15 mg/ml.*

* Los términos "sensibilidad" y "1Imite de deteccidn" deg
criben dos caracteristicas de rendimiento instrurmental

en absorbancia atdmica, La "sensibilidad" es una conven
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La absorcion atomica, ya sea con flama o con horno de
grafito, ofrece muchas ventajas sobre otros métodos. David
(71) indica que la absorcidn atomica se prefiere sobre los
métodos colorimétricos para determinar hierro en base a
que es una determinacidn libre de interferencias, rapida
¥y sencilla, mientras que algunos métodos colorimétricos re
quieren efectuar extracciones complicadas para eliminar
los iones interferentes antes de desarrollar el color. Con
respecto a la emision atdomica, se mencionard las ventajas

de la absorcidn sobre ésta en la siguiente seccidn.

b) ESPECTROSCOPIA DE EMISION ATONICAs

En las técnicas de emision (flama, arco y chispa, plag
ma, fluorescencia de rayos X y anilisis de activacidn de
neutrones) los dtomos son excitados con una forma de ener-
gia como flama, arco eléctrico, plasma, etc. respectivamen
te. La sensibilidad de las mediciones son altas, pudiendo
mznejar normalmente muestiras con una concentracion de 0.1
a 50 mg/l. La técnica empleada es simple, por lo que se le
usa en la determinacidn rutinaria de hierro en alimentos y
material bioldgico en general (61, 118, 124).

Se ha demostrado que los métodos de absorcidon atdmica

* ¢ion para definir la pendiente de la curva de calibra-
cidn con respecto a la concentracién de cada elemento.

Para la absorcion atomica con llama, se le expresa en
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son me jores que los de emisién‘atémica con flama por ser
mas sensibles, precisos y exactos. E1l costo del equipo de
absorcion atomica es mayor que el equipo de emisidn con
flama, sin embargo, se prefiere el primero por la amplia
gama de andlisis que puede realizar y por la seguridad de
sus resultados, aunque es mas facil manejar la emisidn ato
mica cuando se desean realizar determinaciones simultineas.

Una innovacidon en la espectroscopia de emision ha si-
do el empleo de fuentes de energia de plasma y de arcos
eléctricos de corriente alterna y directa para la determi=-
nacidén de metales en plantas (30). Con estas técnicas se
alcanzan temperaturas de hasta 900000 y asi, los efectos
por interferencia quimica se evitan.

La espectroscopia de fluorescencia de rayos-X es un
método aplicable a la cuantificacidon de elementos con nime
ro atomico mayor a 1ll., La técnica se fundamenta en el heche
de que, cuando un elemento es irradiado con suficiente ener
gla, se produce una fluorescencia que es caracteristica de
tal elemento., La medida de la intensidad y la longltud de
onda de la radiacidn fluorescente permite la cuantificacidn
de éste, El método es rapido, independiente de la combina-

cion quimica del elemento a determinar y no destructivo en

* t&rminos de concentracidn del elemento en microgramos
por mililitro requerida para producir una absorbancia de

0.004%4, El conocimiento de la “sensibilidad" esperada
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el sentido de que la muestra no se destruye aunque puede
requerir una preparacidn previa (23). La espectroscopia de
fluorescencia de rayos-X presenta la desventaja de ser un
equipo costoso y necesita ser manejado por operadores ex=-
pertos en el analisis de metales traza. El método ha sido
aplicado en la determinacidon de tales metales en carne,
pero la correlacidn con las determinaciones quimicas es bg
ja en clertos casos (30).

Bergerioux y Haerdi (15) recomiendan concentrar el
metal a determinar, en este caso hierro, mediante una co-
precipitacidon con compuestos organicos como la mezcla de
o-fenantrolina y tetrafenilbordn, evitando asi las interfe-
rencias de matriz. También se obtienen buenos resultados
mediante la preconcentracion de la muestra con resinas de
intercanbio o con adsorcién en carbon (52).

El énﬁlisis de activacidn de neutrones es uno de los
métodos mds sensibles para la determinacidn de cantidades
traza de metales en material bioldgico. Sin embargo, su
alto costo al necesitar un reactor nuclear y el tiempo re-
querido para el analisis ha sido la causa de su escaso uso
por parte de los investigadores. El método se fundamenta

en bembardear la muestra con neutrones, convirtiendo los

®* permite a un operador determinar si las condiciones ing
trumentales estan optimizadas y 8i el instrumento esta

rindiendo de acuerdo a sus especificaciones, simplemen-
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Atomos de dicha muestra en isdtopos con Qna unidad de ma-
_éa atdmica mis alta y’emitiendo una radiacidn gamma. La
enerria de la radiacion es caracterlutwcq de cada elemen-'
to por lo que se emplea un espectrofotometro capaz de me-.
dir dicha rad;ac;on para asl determinar la cantldad.de ele~-
mento preéente; Al igual que en la fluorescencia de fayosé
X, se recomienda preconcentraf la muestra con resinas de
intercambio idnico o con adsorcidn en carbdén (52).

Todas las técnicas de emisidn tienen la desvéntaja
de que sdlo una pequeha porcidn de la poblécién'de atomos’
es excitada, en comparacion con la ab#orcién atdmica en
‘donde el fenomeno observado es total. Por otra parté. se
pueden producir radiaciones ajenaé a la radiacidn de inte-

rés, provocando resultados erroneos (30).

# te midiendo la absorbancia de una concentracidon conocida
y comparando el resultado con el valor esperado.
La definicidn dé_“limite de deteccidn® es una indiéacidn
de la mas baja concentracidn del elemento que puede ser
medida. Se défine como la concentracidn éue haga el co-

ciente senal/ruido igual a 2,
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I1.1.4.3.3., DETERMINACION DE HIERRO PCR CRCi.ATOGRAFIA DE
INTERCAMBIO IONICO:
Los principios de la cromatografia de intercambio io-

. . -
nico fueron reconocidos hace cientos de anos, pero sélo en

las 1ltimas décadas se ha adaptado el andlisis de diversos

elementos (94).

La cromatografia de intercambio idnico es un proceso
fisico-dinémico en el cual los componentes de una mezcla
son‘separados debido a las diferentes afinidades de los io-
nes en solucidn por sitios de polaridad opuesta en la fase
estacionaria (95). A través de este mecanismo, se retienen
por un tiempo discreto y reproducible las mezclas estandares
de los iones de interes en la columna, Dichos tiempos de
retencion se establecen para cada uno de ellos. A medida
que los iones eluyen por la columna, se cuantifican con un
detector que produce un signo eléctrico proporcional a la
concentracién del idn en la muestra (31).

La cromatografia de intercambioiianico tiene la ven=
taja de poder analizar con exactitud la concentracidn de
varios iones en un mismo anilisis, ser rapida y requerir una
minima preparacion de la muestra (93), pero, por otra parte
tiene el inconveniente del alto costo de las columnas, el
tiempo invertido en la constante regeneracidn de las resinas
¥ la necesidad de que el analista tenga cierta practica pa-

ra realizar la determinacion eficientemente.
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Para la cuantificacidn de cationes como el hierro (II)
y el hierro (IIi), se emplean resinas de intercambio catio-
nico, las cuales contlienen grupos polares firmemente unidos
a la estructura de la resina, mientras que el catidn es in
tercambiable (10). Para este tipo de determinacidn, las re
sinas empleadas contienen aniones de los Acidos sulfodnicos
en donde el catidn intercambiable puede ser H* o Na*; lle-
vandose a cabo la reaccidn de intercambio como se ilustra a

continuacions

[

2 Resina-sog-u‘ + Pe'" —— (Resina-S0J),'Fe + 2 u

2 Resina-SOS'Na’ + FeH ) (Resina-SOE)Z‘Fe + 2 Nat

La cromatografia de intercambio idnico ha sido utili=~
zada en la determinacion de estos cationes en cerveza y be-

bidas enlatadas (29).
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II.1.4.4. METODOS BIOLOGICOS:

Las diferencias en el aprovechamiento de hierro de va
rios alimentos o sales de hierro han sido reconocidas des-
de hace tiempo. El determinar el contenido de hierro en
alimentos o dietas es claramente insuficiente para evaluar
su valor bioldgico. Asi pues, se requieren métodos para
egstimar la cantidad de hierro aprovechable que proveen los
alimentos., Esta estimacion con humanos es dificil y, a ve-.
ces, requiere para mayor efectividad usar isotopos radiac-
tivos de hierro, lo que limita 1la aplicabilidad general
de este tipo de procedimientos. Los métodos quimicos, si
bien son Utiles para la determinacidén de hierro total, son
aln de aplicacidon cuestionable para cuantificar el hierro
absorbible y deben, en cualquier caso, ser validados por
rftodos biologicos (5). A4si pues, es clara la necesidad
de contar con ensayos sobre especies animales cuyos resul-
tadcs cean, en cierfa forma, aplicables al hombre, 1o cual
ain no se ha logrado del todo ya queé existen diferencias
en el aprovechamiento de hierro aln entre las mismas espe-
cies, lo cual se debe en gran manera a la combinacion de
alimentos con los que se nutre (5).

El metodo oficialmente aceptado para la determinaciédn
de hierro aproveéhable en alimentos es el conocido como
"Prueba de Carencia de Hemozlobina" (9). Se trabaja con ra-

tas hembras recién destetadas a las que se alinmenta por cua



tro semanas o mas con una dieta de caselna baja en hierro,
hasta que éstas quedan en estado de anemia (menos de 6 g

de hemoglobina/100 ml de sangre), Posteriorrente se les dji
vide en gr&pos de ocho ratas cada uno, donde uno de ellos
continQia con la dieta basal, otro es sometide a una dieta
de referencia con FeS0,°7H,0 y los otros a las dietas a
probar por dos semanas. Transcurridas éstas, se toma una
muestra de sangre de cada animal (tomar 0,02 ml de la vena
de la cola) y se determina el contenido de hemoglobina como
se indica en el apéndice I, seccidn A (44).

Amine y sus colaboradores (5), ademis del método an-
terior, compararon la determinacion del hematocrito y del
peso corporal como Indices de respuesta al hierro absorbido
en ratas y ﬁollos, encontrando que este ultimo es un crite-
rio poco sensible de respuesta, mientras que la técnica del
hematocrito es igualmente satisfactorla que la prueba de
carencia de hemoglobina (el hehatocrito es el porcentaje
de la sangre constituldo por eritrocitos. Se estima centri
fugando la sangre en un tubo graduado a 100%), Posterior-
mente, Amine y Hegsted (%) aplicaron ambas técnicas en la
evaluacion de hierro absorbible en alimentos.

Johnson y sus colaboradores (67) determinan hemoglo=-
bina y hematocrito en ratas y cuantifican la absorcidon de
hierro con isdtopos radiactivos de hierro administrado a

los aninales en la dieta y medidos 1, 3, 6 y 9 dias después
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de su ingestidn,

Posiblemente el método mas sensible v factible para
identificar la deficiencia de hierro es determinar la con-
centracion de éste en la transferrina de la sangre. La sa-
turacidn normal es del 33%; menos del 15% es indice de de=
ficiencia (99). '

Las pruebas de aprovechamiento de hierro han sido
aplicadas a productos de panificacidn, ya que es comin en-
riquecer dichos alimentos (67, 86).

Harrison y sus colaboradores (53) han realizado diver
sos estudios con ratas para determinar buenas fuentes de
hierro para ser usadas como materia prima en el programa
de enriquecimiento de cereales en Estados Unidos, siendo
el sulfato ferroso (FeSOu) el preferido por su buen apro-

vechzmierto y bajo costo.



~ III. RECOMENDACIONES DE NITODOS DE AMALISIS
DE HIERRO PARA GRUPOS DE ALIMENTOS
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III.1. ACEITES Y GRASASs

La determinacion de metales traza en aceites es pro-
blemétiéa, sobretodo en lo que respecta a la preparacién
de la muestra porque la técnica comiin de cenizas éausa se
rios errores de salplcado, espumado o volatilizaciones,
Sin embargo, Mc. Gary y Young (83) indican que los aceites
y grasas pueden prepararse para la determinacion de hierro
por absorcidn atdmica mediante un secado en la estufa a
105°C, carbonizacion con una lampara de rayos infrarrojos
'y calcinacion en la mufla elevando la temperatura poco a
~ poco hasta 52500. Pinalmente, las cenizas obtenidas se di-
suelven en acido clorhidrico, se aforan con agua destila-
da y estan listas para ser analizadas.

Por otra parte, Hon y colaboradores (55), Lau y Mok
(72), han determinado hierro en muestras de aceites vege-
tales directamente, eliminando los pasos de digestidn du-
rante los cuales afirman que hay péydidas por fusion de la
muestra, volatilizacion, etc. Ellos aplican la disoluciodn
de una dilucion del aceite (15 - 20%) en Acido propidnico
0 b-metil-z-peﬁtanona s+ etanol (813), sugiriendo que el
acido propidnico es menos adecuado por su olor pungente,
su caracter corrosivo y porque su alta viscosidad provoca
pérdidas en la sensibilidad. Una vez preparada la muestra,
se determina el metal por espectroscopia de absorcion até-

mica (55), o por su reaccidén colorida con la o-fenantroli-
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na (72).

III.2, AGUAs

Nigo y sus colaboradores (90) indican que el hierro
se puede encontrar en el agua en forma de ion, acompleja=-
do con ligandos organicos o inorganicoes, como coloide, etc.,
por lo que la adicidn de un acido como el clorhidrico o el
nitrico puede impedir la oxidacidn del hierro (II) a hierro
(III), convertir el hierro idonico el hierro que forma par
te de complejos, coloides o compuestos orgénicos, lo que
hace factible la determinacidon colorimétrica del metal.

El agua tiene diversas modalidades para ser tratada
con el fin de determinar la cantidad de hlerro en ella pre
sente, la mas comin consiste en filtrar la muestra a tra-
vés de una membrana de 0.45/§m. acidificar la solucidn con
1 - 5 ml de acido nitrico o clorhidrico por cada litro de
muestra y guardar en botellas de polietileno. Con una ali
cuota de esta solucidn se procede a desarrollar color con
o-fenantrolina midiendo la absorbancia del complejo a 512
nm, Esta tecnica ha sido automatizada pues, a veces, se
presenta la necesidad de determinar hierro total en gran
nimero de muestras, pudiéndose realizar hasta 180 determi-
naciones por hora con un consumo m{nimo de muestra y reag
tivo (88).

Puede emplearse tambien, un nuevo método espectrofo=-,



tométrico basandose en la medicion directa de la absor-
'bancia de una resina después de que ésta adsorbe el corple
- jo formado entre el hierro y la o-fenantrolina (90),

En caso de quererse analizar los diferentes estados
quimicos del hierro (elemental, ferroso, férrico, etc) en
una muestra de agua, Lee y Clydesdale (74) desarfﬁllaron
un procedimiento de extracciones fisicas y quimicas pa-
ra separar y cuantificar las distintas formas de hierro
por espectroscopia de abgorcion atomica y espectroscopia
viczible. .

A menudo, el hierro en el agua potable se encuentra
en muy bajas concentraciones. Monier-Williems (87) indica
que, arriba de 1 ppm de hierro provoca un sabor distinto
al agua, Estas bajas cOncenfraciones hacen necesario ma=-
nejér cantidades muy altas de muestra, por lo que se han
desarrollado varios métodos para concentrar el hierro u
otros metales antes de su determinacion. Los mas frecuen-
temente reportados son la electrodeposiciSn. la adsorcion
en carbon, el intercambio idonico, la coprecipitacion, la
extraccion con solventes, la evaporacion y la liofiliza-
cion (15)., Hay que hacer notar que existen zonas en don-
de la concentracion de hierro en el agua es mayor alcan-
zando valores de 3 a 8 ppm.

De entre las téecnicas de concentracion, Bergerioux

¥ Haerdi (13) recomiendan la coprecipitacidn de hierro
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antes de su determinacidén por fluorescencia de rayos X,
‘empleando una combinacion de o—fénantrolina y tetrafenil-
‘borén como predipitantes. los'cuales provocan una rapida
ébprecipitacién de elementos traza disueltos, luego, el
. precipitado se colecta en un filtro, se extiende y anali-
za en la unidad de rayos X. '
» La llofilizacion es recomendada por Hall y Gondinho
- (52) antes de someter la muestra al espectrofotdmetro de
absorcidn atomica. |

La extraccidn con solventes (sobretedo pirrolidintio-
carbamato de amonio y 2,6-dimetil-4-heptanona) es probable
mente la técnica mas usada para concentrar la muestra an-
tes de detérﬁinar el hierro por espectroscopia de absorcidn
atomica. La>muéstra se oxida previamente con sulfato de ce
rio (IV) al 1% (w/v), se extrae con el solvente y se de-
termina ‘el ﬁierro a una longitud de onda de 248.3 nm con

una flama de alra-écetileno (19),

I11.3. CARNE.Y DERIVADOS:

T En este fip0’§e productos, gran parte del hierro se
encuentralen_la estructura de la hioglobina, por lo cual
es fdcilmente absorbible, presentando un alto potencial
alimenticio. De entre estos alimentos los mas ricoé en es-

te mineral son el hfgado y los rinones, los cuales han



sido estudiados exhaustivamente por diversos investigado-
res.

La carne y sus derivados pueden ser calcinados a
525°C y sus cenizas disueltas en Acido clorhidrico, siendo
determinado el contenido de hierro por espectroscopia de
absorcion atomica (83). Blanusa y Breski {18) no recomien-
dan tal calcinacion pues han comprobado que, alimentos
como el higado presentan ligeras pérdidas del metal al adhe
1irse éste a las paredes del crisol, siendo dificil su re-
raocion durante el lavado, por lo cual recomiendan una di-
gestion con acido nitrico.

Iida y sus colaboradores (57) disefaron un recipien-
+e de tefldn con cierre hermético, en donde se digiere la
suestra ‘on una mezcla de acido nitrico - Acido percldrico,
gir pelisro de contaminaciones o explosiones y, con mayor
rapidez. En la nuestra digerida se determina el contenido
de hierro pcr ecpectroscopia de absorcion con nebulizaciédn
discreta, '

Williams (124) recomienda eliminar la grasa en los
procdics:s carnicos antes de proceder a analizarlos por es-
pectroscopia de abgorcion atomica. En el apéndice II, sec-
ciﬁn‘A. se detalla la técnica sugerida por este investiga-

[

dor.



- 82 -

III.4. CEREALESs

La mayoria de los cereales contienen gran cantidad de
hierro, pero por el Acido fitico también presente, este elg
mento es poco aprovechable, de ahi que se enriquezcan o for
tifiquen las harinas y otros productos de cereal con diver
sas sales de hierro como el citrato férrico amdnico y otras
de hierro reducido.

Hoffman, Scheitzer y Dalby (54) recomiendan la cuan-
tificacion de hierro en pan y harina de diferentes varieda-
des de trigo con tiocianato, tratando la muestra antes de
calcinarla con NaOH 1N para prevenir la perdida de hierro,
indicando que los resultados obtenidos con esta técnica
concuerdan con los prccedimientos colorimetricos de 1la
o-fenantrolina y del @, g'-dipiridilo. Por otro lado, Me.
Gary y Young (83) no mencionan la necesidad de adicionar
sosa u otro fundente a la muestra para evitar pérdidas de
este metal durante la calcinacidn.

Tanto Williams (124) como Weaver y sus colaboradores
(122), preparan las muestras mediante una digestidn himeda.
Williams sugiere tratamiento con acido nitrico concentrado
0 una mezcla de acido clorhidrico - perdxido 30 volimenes
(5011); mientras que Weaver y sus colaboradores {122) pre-
digieren con acido nitrico concentrado y luego adicionan
acido perclorico al 70% para completar la digestion.

La destruccion de la muestra puede llevarse a cabo tam
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bién con una mezcla de acido nitrico - Acido percldérico -
acido sulfirico (69).

La A.A.C,C. (3) especifica dos métodos para determinar
hierro en cereales preparando la muestra mediante calcina-
¢idn y realizando la determinacidn cons

a) O-fenantrolina, usando una curva de calibracidn pa

ra determinar la concentracidn de hierro.

b) Espectroscopia de absorcidn atdmica, usando flama

de aire-acetileno a una longitud de 248.3 nm.

La técnica de la o-fenantrolina ha sido automatizada
por Loewe y Ranum (76), quienes determinen el hierro en ha-
rinas de diferentes cereales, tanto enriquecidas como no
erricuecidas, a una velocidad de cincuenta determinaciones

ror hora, incluyendo los estandares.

III.5. CERVEZAs

Normalmente hay trazas de hierrp en todas las cervezas,
El hierro que no ha sido eliminado dﬁrante la filtracidn,
proveniente del agua y la materia prima, se elimina en gran
parte al formarse el codgulo en la operacidn de reposo. Sin
embargo, permanecen trazas del metal que tienden a aumentar
por el contacto subsecuente con superficies mecanicas, las
que a menudo estan formadas con hierro.

Las cantidades de hierro normalmente presentes en la

cer—ezza soli C.7 ppm o menos, Es importante controlar <1 con



.tenido de este elemento porque un ligero exceso a la’ con- 
centracion antes mencionada provoca en el producto f1na1
un sabor amargo. coloracidn obscura y perdida de brillo y
espuma., Gray y Stone (49) han desarrollado un método ra-
pido cuyos resultados son generalmente satisfactorios para
el trabajo rutinario de control. Colocan 10 ml de la cer=-
veza sin gas en tres tubos, anaden 0.5 ml de a, 0'-dipi-
ridilo y calientan a bafo maria a 70% por 30 minutos para
desarrollar el color que luego comparan visualmente en un
block contra una solucién estindar a diferentes concentra-

ciones y un blanco; tal como se indica en la figuras

El método tiene la ventaja de que, en caso de reque=-
rirse un mayor grado de precisidn, puede adaptarse a una'
lectura espectrofotomé+rica.

La determinacidn de hierro en cerveza se puede efec=
tuar por espectroscopia de absorcifn atdmica. Williams (124)

recomienda la digestion hiimeda de la muestra con acidos,



mientras que Hec. Gary y Young (83) prefieren la celcina-
cidn de ésta.

Se ha reportado el uso del ferricianuro para la de-
terminacidn de hierro en cerveza, pero el método se cri-
tica por el exceso de manipulacion y el largo tiempo que
ge invierte, lo que aumenta la posibilidad de pérdidas por
combinaciones (49).

La cromatografia de intercambio idnico también es
une técnica aplicable a la cuantificacion de hierro en cer

veza.

TII.6. ENLATADOS:

El caracter perecedero de los alimentos consumidos
por el hombre ha obligado a desarrollar técnicas de conser
vacion en los que se ha logrado reducir las pérdidas debi-
dasra la descomposicion y degeneracidn de los alimentos,

a la vez de mejorar los suministros de los mismos 'y reducirs
su costo, t

El enlatado es un método de conservacidén basado en la
esterilizacion, por el que los microorganismos y enzimas
son inactivados por completo al calentarse el alimento en
latas herméticamente cerradas (80), No se ha elaborgdo un
recipiente universal para el manejo y enlatado de todo ti-
po de alimentos y, aunque la hojalata da buenos resultados,

a menudo sufre corrosion y por ende, contaminacidn por
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otros metales. Los problemas mas comunes causados por estos
son la decoloracidén o formacidn de colores extratos y la
produccidn de sabores y olores desagradables.

Estos problemas de contaminacidn metdlica pueden de-
berse a contaminacidn previa al enlatado o, a una reaccidn
entre el material que constituye el alimento y el recipien
te en que se enlata. En el primer caso, la contaminacidn
proviene de la materia prima y los aditivos empleados en
la elaboracidn del alimento, asi como de los distintos in-
gredientes usados para el 1fquido de cobertura (salmuera,
jarave o aceite). haciendo la aclaracidn de que, cuando es
te 1iquido es aceite, el aporte de minerales es conside-
rado practicamente nulo dado que, por si mismos, los acei=
tes acabados contienen Infimas concentraciones de elemen~
tos minerales por la desmetalizacién a que son sometidos
durante el proceso de refinado (80). La contaminacidn tam-
bién puede darse en la elaboracidon propiamente dicha, en
esta etapa el paso de elementos traza al producto estdn en
funcion de la temperatura y el tiempo requeridos para la
esterilizacion, cualquier variacién de &stos puede provocar
la alteracion del alimento. Por ejemplo, una temperatura
de 118.3°c o mas, rompe las uniones de azufre de las pro=-
tefnas combindndose con el hierro para formar el sulfuro de
hierro (color negro), lo que provoca una apariencia desa-

gradable en el producto (87). En el segundo caso (reaccidn



- 87 -

entre el material del alimento y del recipiente), la
contaminacidn se puede deber a un proceso de corrosidn
pues, a pesar de que la lata de hojalata estd constitul-
da basicamente por una delgada lamina de acero dulce re-
cublerta por ambas caras con una capa de estano, dichas
capas no siempre presentan una estructura continua, sino
que ésta se ve alterada en mayor o menor grado por la
porosidad natural o por la producida por los dahos o de-
fectos niecanicos derivados de la manipulacidn a que se ve
sometido el material., Esta falta de continuidad de las
capas metalicas permite que el producto envasado entre en
contacto con los diferentes metales constituyentes, con
la consiguiente formacidn de pilas galvanicas en las que
el alimento actlla como electrolito, produciéndose la di-
solucion del metal que constituye el &nodo con la consi-
guiente incorporacion de idnes metdlicos, al tiempo que
ol mectal que forma el catodo permanece inalterado. La con-
secuencia final de este proceso de ‘corrosion es el enri-
quecimiento o contaminacidn, segin sea el caso, de ele-
mentos mlnerales en los productos envasados, Estos ele-
mentos son fundamentalmente hiérro. estano, plomo y zinc,
Los dos primeros pueden provenir de la aleacidon de FeSn2
o de estafo libre, mientras que el plomo y el zinc for-
man parte de la aleacidn soldante utilizada en‘la costura

lateral de los envases convencionales de tres piezas (un



cuerpo y dos tapas) (80).

Ademis de que el hierro puede producir colores inde-
seables en el alimento envasado, también acelera la oxi-
dacion de compuestos constituyentes del alimento como son
las grasas, provocando el enranciamients del producto. Por
ello, es importants mantener un control estricto sobre el
contenido mineral, en el caso que nos ocupa, sobre el con-
tenido de hierro, para evitar posibles probilemas en el
producto final,

El método mas usado para la determinacidn de hierro
en enlatados consiste en digerir la muestra con &cidos co-
mo el nitrico, la mezcla de &cido clorhidrico - perdxido
de hidrogeno 30 volimenes (5011) o de acido sulfirico -
dcido nitrico ~ perdxido de hidrogeno; y cuantificar el
hierro por espectroscopia de absorcidn o de emisidn atd-

‘mica con fuente de plasma (61, 80, 124).

Loria y Villanueva (77) sugieren para cuantificar
hierro en frutas enlatadas, una digestidn himeda seguida
de calcinacién en mufla y cuantificacidn espectrofotomé-
trica de hierro en las cenizas por el método colorimétri-

co con ¢, Q'-dipiridilo.

III.7. ESPECIAS:

Estos productos tienen un alto contenido de hierro

que proviene, principalmente, de la maquinaria de molien=-
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da. Las especieslenteras deben ser molidas a un tanano de
particularcaracteristico antes de su preparacion para el
analisis en un molino de aluminio con cuchillas de tungste
no-carbide y cubiertas de plastico para evitar la posible
contaminacion. _

Pox y Bender (43) recomiendan digerir las muéstraé en
dcido clorhidrico (el tiempo de digestidn para 0.5 g de
muestra es aproximadamente 20 minutos), aforar a un volu-
men determinado.con agua destilada y determinar el hierro
por absorcion atomica o colorimétricamente, con o-fenantrg

lina, sigulendo la misma digestion.

Por lo general, para el analisis de hierro en frutas
y Verduras, se recomienda aplicar los mismos métodos (75,
- 83, 124),

Algunos autores senalan que la calcinacidn de este ti
Po de muestras rinde buenos resultaéqs. determinando pos~
teriormente el contenido de hierro por espectroscopia de
absorcién atdmica (83, 110) o colorimétricamente con tio-
clanato de potasio (98)..

Por otra parte, Williams (124) recomienda la diges-
tion himeda ya sea con acido nitrico o con una mezcla de
acido clorhidrico - perdxido de hidrdgeno 30 voliimenes en

una relacion 5031 antes de cuantificar el hierro por espec
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troscopia de absorcidn atdmica.

Loria y Villanueva (77), en el caso de las frutas,
realizan la medicidn del metal preparando la muestra me-
diante una digestidn hiumeda con &cidos, seguida de calci-
nacidn en mufla y cuantificando espectrofotométricamente
el calcinado a base de desarrollar el color del complejo
hierro-dipiridilo a 530 nm, obteniendo resultados bastan-
te aceptables, ademds de comprobarse la sensibilidad y
precisidn del método.

En el Apéndice II, seccion B, se detallan algunas de
las técnicas de preparaciln y anilisis de este tipo de al}

mentos.

III.9. JUGOS Y OTRAS BEBIDAS NO ALCOHOLICAS:

Los jugos pueden trabajarse de igual manera que los
vinos para determinar el contenido de hierro.

Saywell y Cunningham (111) recomiendan el uso de la
o-fenantrolina con la variante de digerir, diluir y desa-
rrollar color en un mismo tubo de prueba evitando asi, po-
sibles perdidas debido a la transferencia del digerido'o
el calcinado a un matraz volumétrico. De manera semejante,
Jayman y colaboradores (65) analizan el t8 (véase apédice
11, seccidn C),

Lee y Clydesdale (74) prefieren el uso de batofenan-

trolina en lugar de o-fenantrolina, y digerir con acidos
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perclorico y nitrico.

Log Jjugos de fruta pueden ser acidificados, filtra-
dos, decolorados con carbon activado y diluidos. A una
alfcuota de esta solucidn se le agrega clorhidrato de hi-
droxilamina, buffer de acetatos (pH 4.8) y a, a'-~dipiri
dilo, leyéndose la absorbancia del complejo colorido for-
mado a 530 nm (33).

Mc. Gary y Young (83) se inclinan por la calcinacion
de la bebida antes de cuantificar el hierro por espectrosg
copla de absbrciéh atdmica. Para mayores detalles, ver el

apéndice II, seccidn C.

II1,10, LECHE Y DERIVADOS:

El contenido de hierro en leche no puede ger deter=
" minado con suficiente exactitud por'métodos gravimétricos
y volumétricos debido, principalmenté. a la gran cantidad
de fosfatos presentes en ella. Stugart (114) propone un

- m@&todo en el que el hierro se cuantifica como sulfociana-
to férrico (tiocianato férrico), indicando que la exacti-
tud de los resultados depende ante todo, de la preparac15n<
adecuada del material para el analisis, También recomienda
1a caleinacion tomando las precauciqnes necesarias para

prevenir las pérdidas y la fusion de las cenizas. Una vez
obtenidas éstag, sugiere disolver en Acido clorhidrico, hi

drolizar durante 20 minutos, extrayendo el hierro con al-

K3
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cohol isoamilico determinandolo colorimétricamente con tig
cianato.

El hierro en leche también puede determinarse median-
te una reaccidn colorida con &cido mercaptoacético (tioacq
tico) digiriendo la muestra con &cido sulfirico concentra-
do o Acido percldrico en matraces microkjeldahl (5 cc de
leche flulda o 0.5 g de leche en polvo requieren de 30 mi-
nutos a 2 horas para completar la digestidn), leyendo la
absorbancia de la solucidn en un espectrofotdometro a 535
mm (73). ‘

Williams (124) recomienda la digestidn con acido ni-
trico concentrado o con una mezela de Acido clorhidrico -
perdoxido de hidrdgeno 30 voliimenes (5031) antes de deter-
minér el contenido de hierro por espectroscopia de absor-
cidon atomica empleando una flama de aire-acetileno, en hor
no de grafito o la técnica de emisidn con fuente de plasmaj
siendo esta Ultima la que ofrece mayor sensibilidad y an=
plios rangos de deteccion.

Mc. Gary y Young (83) sugieren someter la leche a una
calcinacidn habiéndola secado previamente con una lampara
de rayos infrarrojos. Las cenizas se disuelven en acido
clorhidrico 0.IN, se aforan con agua destilada y se deter-
mina el contenido de hierro por espectroscopia de absorcidn
atomica.

En el apéndice II, seccidn D, se describen las técni-



cas recomendadas por 1la International Dairy Federation
(59) para.la determinacidn de hierro en leche y sus deri-

vados,

III,11, LEGUMINOSAS:

Varios investigadores como Lee y Clydesdale (74) se-
falan que, a pesar de que la A.0.A.C. recomienda el uso de
la o-fenantrolina en la determinacidén de hierro en alimen-
tos, este reactivo no produce resultados confiables para
medir al hierro (II) cuando hay una elevada cantidad de
hierro (III) al aumentar la absorbancia del complejo co-
lorido en un 15%, por lo que recomiendan la determinacidn
colorimétrica con batofenantrolina o la espectroscopia de
absorcion atdomica para analizar alimentos con altas canti-
dades de hierro (III) como es el caso de ciertas legumino-
sas, entre las que se puede mencionar el frijol verde., El
método desarrollado por Lee y Clydesdale permite la deter=-
minacion simultinea de las diferentes formas del hierro
(reducido, soluble, acomplejado, etc.) utilizando extraccio
nes quimicas y fisicas para separar y cuantificar dichas
formas,

Jambunathan y Singh (64) cuantifican el hierro presen
te en diferentes variedades de garbanzo por absorcion atd
mica, digiriendo previamente la muestra con una mezcla oxi

dante de acido nitrico - Adcido sulfirico - 4cido percldrico.
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III.12, PESCADOS Y MARISCOS:

El pescado, junto con otros productos del mar, tiene
un gran potencial en la alimentacidén por su elevado conte=-
nido de minerales, superando en algunos casos a la carne
(80).

Diversos autores recomiendan la digestidon de la mues-
tra, Williams (124) hace hincapié en la necesidad de eli-
minar la grasa de éste para luego determinar el hierro por
espectroscopia de absorcién atdémica. Uchida y sus colabora
dores (118) emplean la técnica de absorcibn o de emisidn
atomica con nebulizacidn discreta.

En 1983, Martinez Para y colaboradores publican una
revisidn bibliogrifica de métodos analiticos para el ana-
lisis de hierro en productos del mar, en la cual indican
que el tratamiento a aplicar a muestras de pescado antes
de la determinacidn de hierro por espectroscopia de absor-
cion atomica puede ser una digestidn con Acido clorhidrico
- dcido sulflrico = acido percldrico o con dcido sulfirico
- acido nitrico, siendo la primera mezcla oxidante la méas
favorecida por los investigadores.

A diferencia de los autores antes mencionados, Mc, Ga
ry y Young (83) se inelinan por calecinar la muestra antes
de la cuantificacidn,

En el apéndice II, seccidn E, se detallan algunas

técnicas de andlisis para este tipo de productes.
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IIX.13, VINOS:

Esta comunmente aceptado que la calidad del vino de-
pende en gran parte de los diversos microconstituyentes
presentes en &1, Del conocimiento de éstos depende el con-
trolar el proceso tecnoldgico del vino. '

La deterninacién de hierro en vino ha gozado de un
innegable interés desde tiempos muy lejanos, quiza sea de-
bido a la importancia que su conocimiento tiene tanto des-
de el punto de vista tecnoldgico (principalmente en rela-
cidén a su conservacion) como desde el punto de vista ana-
1itico (45).

El hierro preser*e en el vino procede de: la propia
uve (de los agregados de multienziras de sistemas de cite-
cromos presentes en las mitocondrias) en cantidad de 1 a
5 mg/l; de la tierra salpicada a la uva en el momento de
la vendimia o bien, de los aparatos mecinicos de la vinifi
cacion (7). |

El hierro se encuentra usualmente en el vino en un
rango de 5 a 20 mg/l, Una concentracidn de 7 a 10 mg/l pue
de producir en el vino turbidez o cambio de color. Con-
centraciones mas elevadas causan las llamadas "quiebras del
vino® que consisten en la precipitacion de compuestos de
hierro, alterando as{ las caracteristicas fisicoguimicas
del producto. La quiebra blanca, procedente de la precipi-

tacion de fosfato férrico coloidal y la quiebra azul, pro-
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cedente de la precipitacion de tanato férrico, pueden
presentarse en concentraciones de 13 a 15 mg/l en el vi-
no blanco y de 20 a 23 mg/l en el tinto (7).

Arroyo (7) recomienda la determinacidn directa del
hierro sobre el vino por espectroscopia de absorcidn atd-
mica, diluyendo la muestra previamente 11l con agua. Pa-
ra obtener las curvas de calibracidn efectlla disoluciones
de 0 a 8 mg/l de hierro en un patrdn vino diluido también

con zgua, La composicion del patrdn vino es la siguientes

TABLA IV
Componente Cantidad
Etanol 125 ml
Acido Citrico 0.5 g
Glucosa 1.75 g
Glicerina 7.5 &
" Acido Tartirico 1.6 g
Acido Fosforico (1:10) 1.5 ml
Agua ¢.b.p. 1000 ml

La determinacidn directa de hierro en vinos implica

grandes ahorros de tiempo, sin embargo, muchos otros au-
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tores mantienen el criterio de que es necesario el trata-
miento previo de la muestra, ya sea-el llevarla a cenizas
o bien, digerirla con Acidos (45).

Mc. Gary y Young (83) recomiendan pesar 10 g de mueg
tra en un crisol de platino, secar la muestra a 105°C,
carbonizar con limpara de infrarrojo y caleinar en la mu-
fla a 525°C, Las cenizas obtenidas se disuelven en Acido
clorhidrico, se filtra, lava, afora y efectia la lectura
es un espectrofotémetro de absorcidn atdmica.

Gonzalez Pérez y Esquivel ib?) sugieren usazr 100 ml
de muestra, secar a 90°-95°C ¥ calcinar en mufla por 3 ho-
ras (5000-55090). Las cenizas se disuelven, filtran y afo
ran con acido nitrico al 20% para leerse en el espectro-
fotometro de absorcidn atdmica.

Gallego y sus colaboradores (45) no se inclinan por
este procedimiento, indicando los problemas que presentan
ciertos mostos y licores por su alto contenido de azicar.
Ellos aconsejan la utilizacidn de diversos agentes oxidan-
tes en distintas proporciones, siendo las mezclas consti-
tuldas por acido sulfirico - perdxido de hidrdgeno 10 voll
menes (3:12) o Acido sulfirico - Acido nitrico (3:l) las
mas adecuadas, El inconveniente comin a estas dos mezclas
oxidantes es la duracidon de la digestidon, por lo que estos
mismos investigadores adaptan el método de Bonastre, el

cual incluye un ataque sulfonitrico y una destilacidn em-
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pleando el sigulente dispositivos

Primeramente se depositan 50 ml de vino en el matraz
y se digiere con dcido sulfirico. Una vez que adquiere con
sistencla siruposa se deja enfriar y se conecta el resto
del equipo. Se anaden 10 ml de &cido nitrico y se continia
calentando adicionando de vez en vez gotas de este acido
hasta decolorar totalmente el digerido., Cuando el matraz
alcanza la temperatura ambiente, se diluye con 50 ml de

‘agua desionlzada y se calienta para recoger y disolver las
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posibles sales a la vez que se destruye el sulfato de ni-
trosilo, Luego se afora a 25 ml con agua desionizada, con-
siguiéndose concentrar al doble la muestra y facilitar la
determinacidn del hierro por espectroscopla de absorcidn
atdmica. La digestidn de la muestra por este mé&todo no es
superior a 1 hora.

Williams (124) recomienda pesar 10 g de la muestra,
calentarla a 70°C en un recipiente hermético por 4 horas,
enfriar a 20°C, adicionar 10 ml de 4cido nitrico, cerrar
el recipiente y poner a bano maria 24 horas a 20°C, incre
mentar la temperatura a 70 ! 2°C por 4 horas, calentar el
recipiente destapado 2 a 3 horas mas, para eliminar los
gases disueltos, enfriar, aforar a 25 ml y centrifugar la
muestra a 3000-4000 rpm. Bn la porcidn clara se determina
el hierro por espectroscopia de absorcidn o de emisidn atd
mica, En lugar de ahadir &cido nitrico, Williams indica
que éate puede substituirse con una mezcla de Acido clorhi
drico - perdxido de hidrdgeno 30 vollmenes (50:1) con lo
que el tratamiento de la muestra se disminuye mucho tiempo
porque la digestidn sdlo requeririd 30 minutos aproximada-
mente. Una vez digerida la muestra, se diluye a 25 ml y se
centrifuga de igual manera que con el acido anterior para
ser inyectada al aparato de absorcidn o al de emision atd

mica,



IV. DISCUSION



ha determinacion de hierro en alirentos y bebidas es
importante desde el punto de vista nutricional y tecnolod-
gico, ya que la deficiencia de hierro es un problema comun
en la actualidad, principalmente en paises subdesarrolla-
dos donde la dieta es escasa en proteina animal, por lo que
es primordial conocer el contenido de hierro absorbible de
los alimentos ademas de enriquecer o no dichos productos
para su mejor aprovechamlento., Por otra lado, el hierro
excesivo en los alimentos y bebidas puede provocar proble-
mas con la vida de anaquel cuando éste proviene de la ma-
quinaria, el empaque, etec., por lo que su cuantificacion
es un {ndice de contaminacidn muy wvalioso.

En base & la informacidn recopilada en los capltulos
anteriores, existen varios aspectos a discutir. Uno de
ellos, que parece trivial para la cuantificacidn de hierro
en alimentos y bebidas y, que por el contrario, es a menu-
de fuente de error o de interferencias en la determinacidn
es la limpieza exhaustiva del material, la cual elimina
1a posible contaminacidn con hierro u otros compuestos di
ferentes presentes en dicho material. De nc hacerlo, los
resultados obtenidos serian irreales.

Se ha mencionado insistentemente la importancia que

Iy

tiene el preparar adecuadamentz una muestra para el anél;

sis cuantitativo de hierro. lLa mayoria de los autores se

inclinan por la digestidon humeda a pesar de los multiples
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riesgos que ésta encierra, pues como Se menciond oportu-
namente, la manipulacidon de los dcidos en caliente invo=-
lucra peligro de explosiones, quemaduras, etc. (6, 11, 57,
124), atn asi, este tipo de preparacidn se prefiere por su
rapidez, eficacia y baja probabilidad de contaminacidn y
pérdida del metal en cuestidon. El uso del acido perclori-
co no es muy favorecido por su tendencia a detonar durante
la digestion (6). Acidos como el clorhidrico, que presen-
tan menores problemas de manipulaciodn Qe prefieren usual-
mente en combinacidn con acido nitrico o perdxido de hidrd
geno (110, 124). Entre las mezclas oxidantes mis favore-
cidas se encuentran las de Acido sulflrico - Acido nitrico
ya que, en conjunto, digieren eficientemente la muestra y,
trabajados con cuidado no presentan problemas de detonacidn
(9, 39, 45, 95).

Muchos investigadores senalan que la calecinacidn no
es recomendable cuando se desea analizar el contenido de
hierro en una muestra. Se ha demostrado que existe una al-
ta probabilidad de pérdidas por diversos factores comos
1) formacidn de compuestos volatiles de hierro como es el
caso del cloruro férrico (volatil a 4#50°C) (efr. 97); 2)
adherencia del hierro a las paredes del crisol principal-
mente si este es de porcelana (95, cfr, 97) dificultindose
su remocion durante el lavado; 3) interaccibn entre el

hierro y el material del crisol, pudiendo forrmar compues-
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Id

tos insolubles (18, cfr. 97); y &) pfoblemas de solubi-
lizacion de cenizas (18, cfr. 97), Por Gltimo , existe

una alté probabilidad de contaminacidn por la manipula=-
cion., Algunos autores continllan empleando la caleinaecidn,.
tratando de eliminar algunos de los problemas antes men-
cionados como es el evitar la volatilizacion del cloruro
férrico mediante la adicidn de hidrdxido de sodio o carbo-
nato de calcio (54) o eliminar el problema de adherencias
usando crisoles de platino (95, cfr. 97) o efectuzmr una di
solucidén mas eficiente de las cenizas usando un bahe maria
mientras el &cido que se agrega al crisol disuelve éstas.
A pesar de las mejoras en esta técnica de preparacidn, po-
c¢o a poco ha ido perdiendo adeptos ya que no se obtienen
resultados confiables ni repetitivos.

Con respecto a los métodos a utilizar, existen una
gran variedad que difieren entre si ya sea en sus fundamen
tos, reactivos empleados, hasta los limites de deteccidn
y sensibilidad. El analista debe considerar una serie de
puntos para selecclionar el método mas adecuzdo como son:
la sensibilidad, la precisidn, la exactitud, el costo (en
equipo, reactivos y/o personal) y el objeto del analisis a
efectuar, ya sea rutinario, de investigacidn, etc.

Las técnicas de cuantificacidn de hierro, con el trang
curso del tiempo han ido mejorando y desplazando a las an

teriores, La determinacidn gravimétrica fué uno de los pri



meros métodos utilizados, mas, como se menciona en el ca-
pitulo II correspondiente a los métodos de analisis, hay
que seguir una serie de pasos a menudo tediosos y tener mu-
chas precauciones, lo que incrementa el tiempo del analisis.
Por otra parte, como el método detecta sdlo cantidades sig=-
nificativas del metal (mas de 50 mg de hierro), no es reco~
mendable aplicarlo en la determinacidén de &1 en alimentos,
sino que se le emplea para muesiras que lo contienen en can-
tidades importantes como los suelos y las aleaciones (41),
En 1903 surgid el primer método volumétrico para la
cuantificacidn de hierro en alimentos empleando tricloruro
titanocso (cfr. 125). La técnica presenta muchas deficiencias,
sobretodo en lo referente al tiempo que requiere el andlisis
y al aumento de las posibilidades de contaminacion pues, las
interferencias de cobre y fosfatos deben ser removidas, Pog
teriormente aparecen las determinaciones volumétricas por
oxido-reduccion y complejometria. Dentro de las primeras,
las titulaciones dicrométrica, permanganimétrica y cerio-
métrica tienen mads éxito. A pesar de que el cerio (IV) es
mis eficiente y sensible que el dicromato, se prefiere este
ultimo por su menor costo y por dar tan buenos resultados
como el cerio en los analisis de rutina, La titulacidn con
permanganato no es muy favorecida pues requiere tomar una
serie de precauciones que la hacen tediosa y de mas dificil

ejecucion (implica el uso de la solucidén protectora de Zim-
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mermann-Reinhardt, una titulacidn rapida, en frio, ete) (41,
k2, 70, 123).

En cuanto al'anélisis de hierro por complejometria, los
analistas se inclinan mds a usar el acido etilendiaminotetra
acético (EDTA) en lugar de otros agentes quelantes_como el
dcido etilentriaminopentaacético (ETPA) o el fcido etilendia
minotetrametilfosforico (AEDTMF) (16) ya que estos agentes
se encuentran ain a nivel de investigacion y no hay una se-
guridad total en su eficiencia. Inicialmente el punto final
de las titulaciones se determinaba con la ayuda de indicado-
reé viguales, ahora puede usarse la potenciometria, ya que
se aplica a valoraciones de soluciones coloreadas u opacas,
es menos subjetiva, mas precisa y se adapta facilmente a ing
trumentos de titulacidn automitica (97). %

La sensibilidad de los métodos volumétricos no es muy
alta, por ejemplo, el método del permanganato es adecuado
para determinar de 1 a 10 mg de hierro, cosa que es poco co
min en los alimentos (87), por ello, estas técnicas fueron
supcradas facilmente con el surgimiento de los coclorimetros
y espectrofothetros. los cuales permiten medir la absorban
cia de una solucidn que contiene hierro a una determinada
longitud de onda y luego calcular la concentracidn de éste
con ayuda de una curva patrdn, eliminando asi en gran por-
centaje el error humano.

En la década de los 20's aparecieron varias técnicas
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colorimétricas. Lyons (1927) desarrolla el método del acido
mercaptoacétiéo, el cual forma un complejo color rojo con
el hierro (II) en condiciones alcalinas. Surgen los métodos
del a, @'-dipiridilo y de la o-fenantrolina, provocAndose
entre los tres un poco de polémica pues la técnica de Lyons
ofrece ciertas ventajas sobre las otras como el no requerir
la adicion de un agente reductor y el no sufrir interferen-
cias por la presencia de varios metales pesados. Sin embar-
go, se prefiere el uso de la o-fenantrolina seguida por el
Q, a'~dipiridilo al rendir resultados mAs precisos y también
debido a que el color producido es mAs intenso y estable .
(111). Este orden de importancia se debe a que, a pesar de
que la o-fenantrolina y el a, a'-dipiridilo producen resul
tados similares con buena precisidn y exactitud, este 0lti-
mo emplea mayores cantidades de reactivq. lo cual encarece
la determinacidn, |

El método del tiocianato, ain siendo de las primeras
técnicas colorimétricas que aparecieron, sigue siendo em=-
pleado para el analisis de rutina al concordar sus resulta=-
dos con los procedimientos de la o-fenantrolina y del aq, Q'-
dipiridilo (46, 111).

A partir de la mitad de este siglo han aparecido muchos
reactivos cromogénicos derivados de los anteriores, princi-
| pélmente de la o-~-fenantrolina y del q, Q'-dipiridilo, mas

-. 8u aplicacion se enfoca muy poco al Area de alimentos y, la
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gran mayoria s6lo se han empleado para la determinacidn de
hierro en agua (119, 121). Han surgido también métodos elegc
troanaliticos de gran utilidad para cuantificar al hierro
como la polarografia, la cual ha sido empleada en el anali-
sis de alimentos enlatados (25) y la cromatografia de inter
cambio idnico, que se utiliza para anilisis de muestras 1I
quidas como bebidas enlatadas (94, 126). Todas estas téc-
nicas han recibido poca atencidn por ser campos poco estu-
diados, asi pues, se prefieren métodos menos complicados y
mas mane jados.

Los métodos mds sofisticados que han surgido con los
avances de la ciencia son los de espectroscopia atdmica, con
sus miltiples técnicas como la absorcidn, la emisidn, la fluo
rescencia, etc., Todas ellas ofrecen buenos resultados, sien
do las mas utilizadas la espectroscopia de absorcidn con
flama y la de emisidn con plasma y arco eléctrico, no sélo
para el anflisis de hierro sino tambidn para cuantificar
otros elementos traza, lo que facilita y ahorra trabajo al
analista, disminuyendo los costos, 3in embargo, estos ins-
trumentos sdlo se fabrican en paises con tecnologia altamen
te desarrollada, por lo que palses como México, con una
situacion econdmica cada vez mas dificil, se ven imposibili-

ados de importarlas y, por otra parte, no cuenta con per=
sonal capacitado para su mantenimiento y reparacion, Es por

ello que otros métodos, sobretodo los colorimétricos, son
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ain utilizados al dar buenos resultados y, ademés,tla ma-
yoria de éstos se basan en la formacidn de compuestos colg
ridos cuya longitud de onda varia entre 450 y 650 nm por lo
que no requieren espectrofotometros sine que basta con los
colorimetros para obtener resultados confiables.

Un aspecto clave en la eleccidén de la técnica a seguir
en la preparacidon y determinacion del contenido de hierro
en diversas muestras es el tipo de muestra, ya que el tra-
tamiento vafia dependiendo de su estado fisico, de su con-
tenido de grasa y de ciertos compuestos o elementos que pue
den interferir con el analisis,

En el capitulo III correspondiente a las recomendacio-
nes de metodos para grupos de alimentos, puede observarse
que, aquéllos con un alto contenido de grasa deben ser tra-
tados previamente para eliminar ésta antes de continuar con
el andlisis (59, 124),

El método del tiocianato, por ejemplc, no puede apli-
carse al analisis de hierro en aquellos alimentos ricos en
fésforo; por lo que se recomienda emplear otra técnica o, en
todo caso, removerlo (114, cfr. 125). Del mismo modo, el
aluminio junto con losg fosfatos en graﬁdes cantidades inter-
fieren en la determinaciodn colorimétrica por el método de la
o-fenantrolina, ya que el aluminio coprecipita con el hierro
en condiciones débvilmente &cidas aconsejandose eliminarle

previamente a la cuantificacidn (65).
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En el caso de manejar una muestra en estado liquido,
los diferentes investigadores recomiendan secar la mues-
tra como parte de su preparacion, para lo cual existen di=-
versos métodos como la evaporacidn en bafio marfa o en es-
tufa a 90°=95°C (47), seguida de una calcinacidn o una di-
gestidn acida de la muestra desecada.

En casos especiales se menclona la posibilidad de de-
terminar directamente el hierro en la muestra sin necesi-
dad de previo manejo de la misma (7). Tal innovacion no ha
sido aceptada del todo pues algunos investigadores han de=-
mostrado la interferencia de ciertos compuestos presentés
en la muestra como es el caso de los vinos y la cerveza,
donde el acido tartdrico, el lictico y el etanol alteran
la mediéidn (45), Con los aceites, los resultados obtenidos
son aceptables haciéndose notar que se extrae el hierro
cbn un solvente y, en sentido estricto, la determinacidn no
se eféctﬁa directamente en la muestra (55, 72).

Por ultimo, es importante hacer notar que no basta con
el analisis quimicb del hierro en un alimento para poder
evaluarlo nutricionalmente con respecto a este mineral,
sino que se requiere efectuar una determinacidén bioldgica,
para lo cual existen métodos de laboratorio donde se tra-
baja con ciertas especies animales (ratas y pollos) y cu=
yos resultados son extrapolados al hombre, no sin considerar

que la absorcidn de hierro en los individuos es variable,
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debiéndose tal fendmeno principalmente-é los'di#tintds com=

ponentes que constituyen la dieta. ;



| V. CONCLUSIONES



- 110 -

A traves de la informacidn recolectada en esta re-

visidén puede verse claramente que la gran mayoria de los

analistas se inclina pors

1) Mantener el material libre de posibles contamina=-

L)

5)

6)

ciones mediante su remojo en acidos, siendo el éql
do nitrico en concentraciones 6N, 1IN y 6% (v/v)

los mas empleados.

Eliminar la materia orginica por medio de una di-
z€5tion himeda prefiriéndose la mezcla en concen-
traciones variables de Acido sulffirico - 4cido ni
trico, siendo este Ultimo acido el que se agrega

en mayor cantidad para mantener las condiciones
cvidantes del nmedio.

Selrccionar el método annlitico en base al tipo de
mucotra, egquipo y material disponible,

Fovorecer ¢l método colorimétrico de la o-fenan-
trolinz por su elevada sensibilidad.

Usar con mayor frecuencia las técnicas de absorcion
atorica, lo que ha provocado el desplazamiento de
lac cclerimétricas por ser més selectivas, ademas
de que pucden realizarse determinaciones simulta-
neas de otros metales aprovechando la misma muestra.
Continuar realizando estudios tendientes a optimi-
zar los distintos métodos de andlisis de hierro en

alimentos y bebidas.
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Es importante, también, hacer notar que el método qus
se emplea muchas veces para el andlisis de hierro en la ru
tina no siempre es el mas adecuado, por lo que el analista
debe considerar aspectos tales como la precisidn, la exac-
titud, el costo de la determinacion, etc.,, para seleccio-

nar el optimo.
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APENDICE I. SEGCION A,

Téenica Oficial para determinar hemoglobina en sangre (9).

Pipetee 5 ml de 1la solucidon de Drabbkin en tubos de
colorfmetro (la solucion de Drabbkin se prepara disolvien
do 1 g de NaHCOB, 52 mg de KCN, 198 mg de KBFe(CN)é en
agua y diluyendo a 1 1). Dentro de cada tubo se agregan
0.02 ml de sangre de la rata extralda por la vena de su
c:la. Enjuague varias veces la pipeta con la misma solu=-

.on del tubo. Mezcle el contenido por inversion y prepa-
re un blanco. Permita reposar los tubos por 10 minutos
v lea la absorbancia a 540 nm, Use la siguiente tabla pa
ra obtener la concentracidn de la muestra en gramos de

hemoglobina/100 ml de sangre (Tabla V).

TABLA Y

)
‘Teble 42:08 Convarslon of % 7 to g Hemoglobin/100 mL Blood* R
— T 0 1 2 ] 4 3 [ 7 [ 9
! 0 B
: 10
i 2 23 2.6 21.0 203 197 15.2 1.6 no 17.6 3]
: 30 16,6 160 187 153 19 us 1. 1.7 N4 1.0
H 4 12,6 123 120 ne 34 n.o 102 104 10.1 9.8
: 0 9.5 9.3 9.0 %] 1.5 12 10 2.7 2.8 172
i ® 20 68 65 64 6l 59 83 58 53 [¥]

7 49 47 45 43 4l 19 38 16 34 32
] »0 30 13 23 18 24 22 2.0 19 17 16
: 0 14 13 1.1 10 [} ] 01 [X]

 Example: Transmission reading on scale = 47. Cancentration found oppusite 40, under 7 = 10.4. R -
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APENDICE II. SECCION A.

1. Técnica recomendada por Mc. Gary y Young (83) para la

determinacidn de hierro en carne y derivados.

Se toman 5 g de muestra y se seca & la estufa a
105°C por 2 horas, se carboniza con limpara de infrarro-
jo y calcina en la mufla elevando poco a poco la tempe=-
raturahasta 525°C. Las cenizas asi obtenidas son disuel=
tas en Acido clorhidrico dilufdo (1:1), diluidas con
agua destilada y evaporadas en bano maria hasta seque-
dad, luego son redisueltas con acido clorhidrico 0.1N,
filtradas y aforadas con agua destilada a 100 ml, Esta
solucidn se inyecta al espectrofotdmetro de absorcion
atomica calculando el contenido de hierro a partir de

la absorbancia por interpolacidon con una curva estandar.

2. Técnica recomendada por Williams (124) para la deter-

minacion de hierro en carne y derivados,

Se colocan 5 g de muestra en un recipiente de te-
£16n con cierre hermético, se anhaden 10 ml de Acido ni-
trico concentrado y digiere a bafo maria 24 horas a
20°C, luego se aumenta la temperatura a 70 * 2°C por &
horas. Se libera la presidn residual y, ya abierto el

recipiente se continlia calentando 2 o 3} horas més para
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eliminar los vapores tdxicos formados durante la diges-
tidn. Se diluye y afora a 25 ml con agua caliente (70 =
BOOC).y se permite la separacidon de la grasa. Una ali-
cuota de 7 ml de la fase acuosa vuelve a ser digerida de
igual manera que cuando se inicié el procedimiento para
determinar el hierro por espectroscopia de absoreidn o

de emisidn atdmica.
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APENDICE II. SECCION B.

1. Tecnica recomendada por Mc. Gary y Young (83) para la

determinacion de hierro en frutas y verduras.

Se toman 5 g de muestra y se seca a la estufa a
105°C por 2 horas, se carboniza con limpara de infrarro=
jo y calecina en la mufla elevando poco a poco la tempe-
ratura hasta 525°C. Las cenizas asi obtenidas son disuel-
tas en acido clorhidrico dilufdo (1i1), diluidas con
agua destilada y evaporadas en baho maria‘hasta seque=~
dad, luego son redisueltas con acido clorhidrico 0.1N,
filtradas y aforadas con agua destilada a 100 ml.bEsta
solucion se inyecta al espectrofotometro de absoreidn
atomica calculando el contenido de hierro a partir de

la absorbancia por interpolacion con una curva estandar.

2. Técnica recomendada por Williams (124) para la deter-

minacion de hierro en frutas y verduras.

Se colocan 5 g de muestra en un recipiente de te-~
£16n con clerre hermé&tico, se adiclonan 10 ml de &cido
nitrico y se cierra para digerir 24 horas a 20°C. luego
la temperatura se eleva a 70 2% por 4 horas; se de-
ja escapar la presidon residual, se destapa el recipien-
te y continla calentando para eliminar los vapores to- |

xicos. Se enfria y el contenido se transfiere a un ma=
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traz volumétrico de 25 ml, se afora y centrifuga a 3000-
4000 rpm durante 5 minutos. La fase clarificada se inyeg
ta al espectrofotdmetro de absorcidn atdmica empleando
una flama de aire-acetileno o un horno de grafito.,

La fruta o vegetal pueden digerirse con una mezcla
de &cido clorhidrico-perdxido de hidrdgeno (30 volimenes)
en relacidn 50:1 a 70 * 2°C, siendo mis rdpida la des-
truccidn de la materia orgénica procediendo después a la

digestion de igual manera que en el parrafo anterior.

3. Técnica recomendada por Preer y colaboradores (98) pa

ra la determinacidon de hierro en frutas y verduras.

Se pica finamente la muestra, se seca en la estufa
a 85%C por 24 horas. Una vez seca, se tritura con morte=
r¢ y calcina por lo menos 24 horas a 550°C. Disolver las
cenizas en acido clorhidrico 6N - &cido nitrico concen-
trado {(511); filtrar y aforar a 190 ml, Una allcuota de
4 ml se coloca en un tubé de colorimetro, se adiciona
1 ml de tioclanato de potasio 3M y se mide la absorban-
c'.a del compuesto colorido desarrollado a 480 nm contra
un blanco, calculando la concentracidn de hierro a par-

tir de una curva estindar.
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APENDICE II. SECCION C.

1. Técnica recomendada por Jayman y colaboradores (65)
para la determinacion de hierro en bebidas no al-

coholicas,

El procedimiento ha sido utilizado para la cuanti-
ficacidn de hierro en te.

Se seca la hoja y muele finamente, se pesan 0.2 g,
los cuales se colocan en un tubo de vidrio especial pa-
ra ignicidn; calcinar toda la noche a 450°C, enfriar;
anadir pocas gotas de agua y 2 ml de una mezela de Aci-
do nitrico - acido clorhidrico - agua (25 + 25 + 50)
evaporando la mezcla hasta sequedad en una parrilla, In-
mediatamente agregar 10 ml de acido clorhidrico O.Q5N,
calentar un poco para disolver el contenido, tapar y
agitar la solucidn. Reposar y trabajar una alicuota de-
sarrollando color con o-fenantrolina y leyendo la absor-

bancia del complejo a una longitud de onda de 490 nm.

2. Técnica recomendada por Deurenberg y colaboradores

(33) para la determinacidn de hierro en jugos.

La muestra de jugo se acidifica, filtra, decolora
con carbdn activado y se diluye. A una alfcuota de esta
solucion se agrega clorhidrato de hidroxilamina, buffer

de acetatos (pH 4.8) y d, a'-dipiridilo, leyéndose la
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abgsorbancia del complejo colorido a 530 nm,

3. Técnica recomendada por Me. Gary y Young (83) para la
determinacidn de hierro en jugos y otras bebidas no

alcohdlicas.

- Se sigue el mismo procedimiento empleado para frutas

y verduras {Apéndice II, seccion B).

L, Técnica recomendada por Williams (124) para la deter-
minacidon de hierro en jugos y otras bebidas no alcohd

licas.

Se sigue el mismo procedimiento empleado para fru-

tas y verduras (Apéndice II, seccidon B).
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APENDICE II. SECCION D.

1. Técnicas recormendadas por la International Dairy PFe-
deration (59) para la determinacion de hierro en le-

che y sus derivados.

La leche entera, la leche descremada, el suero de
: mahtequilla. el yoghurt natural y la crema se calientan
a 20 ¥ 2% y mezclan suavemente. En caso de separarse
la grasa, se aumenta la temperatura 1a 40°c lentamente,
se mezcla y se enfria ripidamente a 20 * 2°C. Se pesan
10 g aproximadamente en un matraz microkjeldahl y se

- procede a la digestidon con acido nitrico - acido sul-
firico - perdoxido de hidrogeno. Una vez digerida la
muéstra. se desarrolla color en el mismo matraz adicio~
nando 4 ml de la solucidn de batofenantrolina (83.1 ng
en 100 ml de alcohol isoamilico), calentando a 25 ¥ 1%
por 1 hora y midiendo la absorbancia de la fase alco~

hélica a 533 nm contra un blanco,

La leche evaporada debe ser agitada en la lata con
frecuentes inversiones, luego se transfiere a un reci=
piente de vidrio, el cual se cierra y calienta en un ba-
fio a 40 - 60°C removiéndola y agitindola vigorosamente
cada 15 minutos. Después de 2 horas se enfria a 20 * 2%
se agita con una espatula cuidando que la grasa no se

separe. Se pesan 2.5 g en el matraz microkjeldahl y se



procede a digerir y determinar el hierro de igual manera

que en la leche entera.

La leche condensada debe mezclarse homogéneamente
con una espatula y ser transferida a un recipiente de vi
drio, en donde se le calienta a 30 - AOOC, luego se en=~
fria a 20 t 29C y se pesan 2.5 g en el matraz microkjel-
dahl, procediéndose a trabajar de igual manera que la le

che entera a partir de la digestion.

La leche en polvo entera y descremada puede homoge-
neizarse por inyeccidn de aire al recipiente donde se 1l¢
voloque; pesar 1 g y digerir de igual manera que la leche

ntera, asi como también la medicidn.

Como es posible que en la mantequilla exista una
cistribucidn irregular del hierro, éste se determina en
el suero. El contenido de hierro en la fraccidn grasa de
la mantequilla es nulo comparado con el del suero y pue~
e ser ignorado. Para producir esta separacion, 100 g
fe la muestra se colocan en un tubo de centrifuga pre-
viamente tarado y se coloca en un baho de agua a 45 ¥ 19°C,
en cuanto la mantequilla se funde, el tubo se centrifu-
g8 a 2500 g. La capa de grasa se remueve con una pipe=~
ta y se agregan 10 ml de éter de petrdleo, el cual tam-
bién se remueve con una pipeta y se repite la operacidn,

El residuc de éter se elimina por calentamiento en bano



de agua a 65°C. E1 tubo se enfria a 20 © 2°C, se pesa
con su contenido (para ser considerado en el cileulo
final), se rezcla y se toman 2 g para ser trabajados de

jgual forma a la leche entera a partir de la digestion.

Los helados deben fundirse a babo maria a 45 M 1°C,
mezclarse y enfriarsge a 20 : 2°C. mezclarse nuevamente

y pesarge 2.5 g para trabajarse como la leche entera.

Con respecto a los quesos, se recomienda eliminar
ia cublerta y moler rapidamente, homogeneizar con inyec-
cidn de aire y pesar 1 g. En caso de trabajar con quesos
ruaves, se homogeniza con urg pala de la mejor manera po~-
cible, se pesa 1 g y se procede a digerir y a cuantifice:

¢1 hierro de manera similar a la leche entera,

las caseinas, caseinatos y coprecipitados deben
tener.un tamano de particula de 0.5 mm para proceder a
su andlisis por lo que, sl no lo presenta, deben molerse
50 g, homogeneizarse por inyecciﬁﬁ con aire y pesa#se
C.75 g en el caso de caseina y caseinatos y 0.35 g para

coprecipitados.

La grasa de manteca se calienta a 40% Yy se deja a
esta temperatura 5 minutos. Se mezcla suavemente, se
enfria a 20 ¥ 2°C y se pesan 20 g, Esta muestra se some-
te a un lavado con dcido nitrico a 80 - 90°C, luego se

P (o) . .
enfria a 40°C y la grasa se remucve con una pipetu, Se
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aﬁadenul5 ml de éter de petrdleo, se agita con cuidado
y se elimina con una pipeta. La operacidn se repite y

el exceso de éter se elimina por calentamiento a 65°C

en baﬁo maria., Se enfria a temperatura ambiente y se
continla el anilisis al igual que la leche entera a par-

tir de la digestion.

La diferencia que exista entre un duplicado y otro
no debe ser mayor que el valor de repetitividad que se

did en la siguiente tabla (Tabla VI).
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TABLA VI
PRODUCTO REPETITIVIDAD
mg/kg
leche 0.02
leche descremada 0,02
Alsuero de manteca 0.03
yoghurt 0.03
leche evaporada 0.1
leche condensadsa 0.1
leche entera en polvo 0.2
crema 0.02
mantequilla 0.03
grasa de mantequilla 0.05
helados 0.2
cueso fresco y procesado 0.2
caseina, caseinatos y
coprecipitados 0.4
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APENDICE II. SECCION E.

1. Técnica recomendada por Mé. Gary y Young (83) para la

determinacidn de hierro en pescados y mariscos.

Se sigue el mismo procedimiento empleado para carne

y derivados (Apéndice II, seccidn A),

2. Técnica recomendada por Williams (124) para la deter=-

minacidén de hierro en pescados y mariscos.

Se sigue el mismo procedimiento empleado para carne

y derivados (Apéndice II, seccidn A).

3, Técnica recomendada por Uchida y sus colaboradores
(118) para la determinacidn de hierro en pescados y

mariscos,

El procedimiento ha sido utilizﬁ&o para la cuanti-
ficacidn de hierro en ostiones y tiburdn en polvo.

Se diglere la muestra (2 mg) en un recipiente de
tefldn con cierre hermético, con pequenos volimenes
(40 m1) de dcido nitrico - dcido perclérico en relacidn
5311 por 3 horas a 13000. El digerido se diluye a 1.5 g
con agua bidestilada (en balanza analitica) y se inyec-

~ tan alicuotas, ya sea de 75 Al para la absorcidn atd-

. mica, 0o de 100 /ql pera la emisidon, siendo los resulta-
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dos obtenidos interpolados en una curva esténdar derhierro

para conocer la concentracidn.
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