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|. INTRODUCCION

La preservacion del equilibrio de los electrdlitos en el organismo es esencial
para el mantenimiento de la vida. Los electrolitos son nutrimentos inorganicos
conocidos como minerales que el organismo requiere en pequefas cantidades
para su 6ptimo funcionamiento. Los iones sodio y cloruro se encuentran entre este
grupo de nutrimentos inorganicos. Estos iones tienen importantes funciones
biolégicas en el organismo y ademas poseen funciones tecnoldgicas en la
elaboracion de alimentos procesados.

El sodio y el cloruro son elementos muy importantes en la dieta, muchos
alimentos cuentan con sodio y cloruro en su composicién quimica. Ademas, en la
mayor parte de los alimentos procesados, la adicién de cloruro de sodio durante
su elaboracion define las caracteristicas finales del producto como la apariencia,
color, sabor y conservacién.! Sin embargo, en los Ultimos afios el uso del cloruro
de sodio en los alimentos se ha incrementado de forma ilimitada dando lugar a un
consumo mas alla del necesario para el funcionamiento normal del organismo. Lo
anterior ha tenido como resultado el aumento en el numero de personas con
hipertension arterial, afecciones coronarias, problemas renales, edemas
(retencién de liquidos e inflamaciones) e infartos cardiacos.?

En efecto, el ion sodio estd asociado con estos problemas de salud ya que
incrementa la retencién de agua en el organismo y como consecuencia, se da un
aumento en la presion arterial de las personas. Por esta razon, se recomienda que

los fabricantes de alimentos procesados declaren en su etiqueta el contenido de
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sodio en los alimentos para que los consumidores puedan tener un control de la
ingesta en su dieta. Por lo tanto, en el control de calidad es necesario analizar el
contenido de sodio en los alimentos procesados para verificar que la
concentracion en el alimento corresponda con lo establecido en la etiqueta del
producto.

Los métodos oficiales (Mohr y Volhard) permiten medir el sodio indirectamente
en los alimentos gracias a una titulacion del cloruro presente en la muestra por
precipitacion con nitrato de plata mas un indicador para el punto final.® Estos
meétodos son especificos para el cloruro aunque indirectamente miden el sodio que
ha sido afiadido al producto como el cloruro de sodio. No obstante, ellos no miden
el sodio que proviene de otra fuente, por ejemplo los fosfatos de sodio agregados
durante el proceso de manufactura o los nitratos de sodio utilizados como
conservadores. Otras desventajas de estos métodos son la preparacion de la
muestra, pues las muestras sélidas se tienen que calcinar, el empleo del reactivo
de plata que es caro y se requiere de bastante tiempo para efectuar las
determinaciones.® * Entonces, la determinacién directa de la concentracién de
sodio en los alimentos se hace evidentemente necesaria. Para esto existen las
técnicas espectrométricas, como la emision atdbmica, la emision de llama, y la
absorcion atdmica que se utilizan para medir directamente el sodio en muestras
alimenticias. Sin embargo, requieren una complicada preparacion de la muestra y

el equipo utilizado es caro.?
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Por el contrario, el electrodo de ion de selectivo (ISE ion selective electrode por
sus siglas en inglés) proporciona una alternativa ya que es mas rapido, simple y
repetible, también de gran sensibilidad, pero sobre todo mas econdmico para
medir sodio y cloruro en extractos de muestras alimenticias como el queso fresco.
El dispositivo para realizar la medicion selectiva de iones puede ser montado
facilmente en el laboratorio.

En México los quesos se elaboran comunmente a partir de leche de vaca y a
diferencia de otros paises no se maduran, se suelen consumir casi recién hechos
y su sabor es suave. El queso panela es el de mayor consumo en nuestro pais, ya
que se estima que el 52.3% de la poblacién lo consume.'’ Esto se debe a que es
un alimento nutritivo, delicioso y econémico.

Por estas razones, en el presente trabajo se seleccioné la técnica ISE para
desarrollar y validar métodos de determinacién de sodio y cloruro en el queso
panela, después de realizar una preparaciéon de muestra igualmente sencilla y

rapida con agua, por lo tanto, los objetivos de este trabajo fueron los siguientes:
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II. ANTECEDENTES
II.1 Sodio y cloro
[1.1.1 Propiedades fisicoquimicas y formacién de iones

El sodio es un metal blando, plateado, aunque no se presenta en estado
metélico en la naturaleza porque es demasiado reactivo. El cloro es un gas
amarillo-verdoso, venenoso, de olor picante; en su forma liquida es de color
amarillo-dorado.”

Aunque normalmente los atomos aislados son eléctricamente neutros y por
consiguiente tienen un ndamero igual de cargas positivas y negativas, durante la
formacién de ciertos compuestos, los atomos se pueden convertir en iones. Los
atomos metalicos tienden a perder electrones, mientras que los no metéalicos
tienden a ganarlos. Cuando el metal sodio reacciona con el no metal cloro, se
transfiere un electrén del sodio al cloro para producir iones. Cuando un atomo de
cloro gana un electrén, se convierte en un ion cargado negativamente, llamado
anion cloruro (simbolizado CI). Un atomo de sodio que pierde un electrén se
convierte en un ion cargado positivamente llamado cation sodio (simbolizado
Na*).®

El cloruro de sodio consiste en numeros iguales de iones de sodio y cloruro,
con una fuerte atraccion entre las cargas positivas y negativas que mantiene
juntos a los atomos en una disposicion regular en el espacio, dando como

resultado la estructura tridimensional cristalina.
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[1.1.2 Papel biolégico de sodio y cloruro

El sodio y el cloruro tienen un papel fundamental en el organismo ya que en
el caso del sodio regula el equilibrio de los liquidos, contribuye al proceso digestivo
manteniendo la presion osmotica y en el caso del cloruro juega un papel
importante en la digestién al formar parte de los acidos intestinales (HCI).

Al actuar en el interior de las células, el sodio participa en la conduccion de
los impulsos nerviosos (mediante canales iGnicos), regula el reparto de agua en el
organismo y la absorcion de nutrientes por las células. Ambos iones se encuentran
principalmente en el liquido extracelular. ®
11.1.3 Efectos adversos de sodio y cloruro en la salud

Desde el punto de vista de la salud, el exceso de cloruro en la dieta no
representa un problema muy serio ya que puede excretarse facilmente. Por el
contrario, el exceso de sodio puede provocar retencion de liquidos, sobrecarga de
trabajo para los rifilones, presidbn sanguinea alta (hipertension), afecciones
coronarias y los infartos cardiacos, como principales enfermedades.’ En efecto, el
sodio abunda en la mayoria de los alimentos y ademas, éste se agrega a gran
namero de alimentos procesados, es por eso que ingerimos cantidades mayores
de lo que necesitamos, perjudicando seriamente la salud. Desafortunadamente, se
le afade demasiado sodio a los alimentos, en forma de sal comdn (cloruro de
sodio), como saborizante (glutamato monosddico) o como conservador (nitrato de
sodio 0 benzoato de sodio). Por lo tanto, la carencia de sodio en el organismo es

rara, aunque si se produce, se manifiesta con deshidratacion, mareo y baja
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presion arterial. A largo plazo puede presentarse pulso debilitado, falta de apetito,
calambres musculares y cansancio. ’
I1.1.4 Absorcion y excrecion de sodio y cloruro

El sodio y el cloruro se absorben en humanos de manera fécil desde el
intestino delgado y de alli son llevados a los rifiones, en donde se infiltran y
regresan a la sangre para mantener los niveles apropiados. La cantidad absorbida
es proporcional a la consumida.®

Alrededor del 90 -95% de la pérdida normal del sodio y cloruro ocurre a
través de la orina y el resto en las heces y el sudor. Se considera normal que la
cantidad de sodio excretada sea igual a la cantidad ingerida. La secrecion de
ambos iones se mantiene por un mecanismo que involucra los rifiones, el sistema
nervioso simpatico, la circulacion de catecolaminas y la presién sanguinea.®

El rifidn es el regulador mas importante del balance de sodio y cloruro.
Cuando se produce un aumento en el volumen del liquido extracelular, como
ocurre después de una carga de cloruro de sodio, la excrecién de sal aumenta en
un intento de regresar el volumen a lo normal. Por el contrario, en una disminucion
del volumen, como en la restriccion de cloruro de sodio, el rifidn retiene iones para
restablecer el volumen circulatorio efectivo.®
[1.1.5 El cloruro de sodio en los alimentos

El 10% de la ingesta de sodio proviene de alimentos como frutas, verduras,
leche y pescado, que lo poseen en forma natural, el 75% de sodio proviene de

alimentos procesados y el 15% restante es ingerido a través de la sal de mesa.’
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En Estados Unidos los productos lacteos proporcionan el 11% del sodio
requerido en la dieta®

Es de remarcarse que muchos de los sazonadores que empleamos poseen
sodio, ademas de la sal de mesa (cloruro de sodio). También, la industria
alimentaria emplea glutamato monosaddico, nitrito de sodio, sacarina de sodio,
benzoato de sodio, fosfato disédico y propionato sddico, que junto con el cloruro
de calcio son los principales aditivos utilizados como ingredientes en la
elaboracion de alimentos procesados.’

El sodio y el cloruro se encuentran en la mayoria de los productos que
consumimos, sobre todo en los de origen animal: huevo, leche, carne y visceras.
Los embutidos, verduras enlatadas, cereales, galletas, queso, frituras, botanas,
pan de caja y comida rapida poseen grandes cantidades de estos minerales,
aungque no se note en su sabor. Incluso, estan disueltos en el agua potable v,
aunqgue la cantidad puede variar, se estima que una décima parte de los minerales
que ingerimos procede del vital liquido.°

Los alimentos que poseen sodio en menor cantidad son, en general, frutas
y verduras frescas, mismas que a su vez contienen mayor cantidad de potasio, el
cual reduce en parte el excedente de sodio.™®

A pesar de que la ingesta de un exceso de sodio en la poblacién es muy
probable al no controlar su contenido en la dieta, no existe legislacion

correspondiente al consumo o contenido de cloruro de sodio en los alimentos,
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debido a que es un aditivo tipo GRAS por sus siglas en inglés (Generally
Recognized As Safety) ,'! esto quiere decir que no tiene toxicidad.

Tampoco se cuenta con informacion respecto al consumo de sodio
promedio en las poblaciones humanas, probablemente porque es un ingrediente
ampliamente utilizado en la industria y presente en casi todos los alimentos. Se ha
establecido que se requiere de 0.1 a 0.2g de sodio para cumplir con los requisitos
minimos de funcionalidad biolégica, pudiendo elevar esta ingestién hasta 3.3g sin
causar alteraciones.!

1.2 El Queso

El queso es uno de los principales derivados de la leche, rico en proteinas y
calcio.®® Es un alimento soélido, generalmente elaborado a partir de la leche
cuajada de vaca, cabra, oveja u otros mamiferos rumiantes. La leche es inducida a
cuajarse usando una combinacion de cuajo (enzimas) o por acidificacién de la
leche por accién bacteriana.®

Segun el cbédigo alimentario, se define queso como el producto fresco o
madurado, sélido o semisoélido, obtenido a partir de la coagulacién de la leche (a
través de la accién del cuajo u otros coagulantes, con o sin hidrélisis previa de la
lactosa) y posterior separacion del suero.®

La palabra queso deriva del latin “caseus”, su origen es incierto, pero
algunos expertos sefialan que es procedente de la raiz indoeuropea “carere

suerum” que significa carece de suero. *°
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Es uno de los principales productos agricolas del mundo. Segun la
Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) de las Naciones Unidas,
en 2004 se produjeron en el mundo mas de 18 millones de toneladas. ElI mayor
productor de queso es Estados Unidos, que asume un 30% de la produccion
mundial, seguido de Alemania y Francia.'’ En la figura 1.1 se presenta una
fotografia en la cual aparecen algunas variedades de quesos existentes en el

mundo.

Figura II.1. Algunas variedades de quesos existentes en el mundo.
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[1.2.1 Historia del queso

La fabricacion de queso es una actividad muy antigua. Se cree que este
producto tiene su origen en la costumbre mediterrdnea de llevar la leche en
recipientes hechos de pieles de animales, estbmagos o0 vejigas. Existe una
leyenda que dice que fue descubierto por un mercader arabe que, mientras
realizaba un largo viaje por el desierto, puso leche en un recipiente fabricado con
el estbmago de un cordero. Cuando fue a consumirla vio que estaba coagulada y
fermentada (debido al cuajo del estbmago del cordero y a la alta temperatura del
desierto). Otros autores sefialan que el queso ya se conocia en la prehistoria,
aunque esto no se ha podido comprobar.*®

El origen del queso no es muy preciso pero puede estimarse entre los afios
8000 a.C. y 3000 a.C. Datos arqueoldgicos demuestran que su elaboracion en el
antiguo Egipto data del afio 2300 a.C. como se muestra en la figura 1.2 que

representa la pintura de un egipcio elaborando queso.*®

Figura I.2. Pintura de egipcio elaborando queso (Museo de El Cairo)
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La elaboracién del queso se mantuvo como actividad artesanal hasta la
aplicacion de las bases cientificas, que comenzd a principios del siglo XX,
permitiendo la fabricacién a gran escala. Fue en Suiza donde se abri6 la primera
fabrica para la produccién industrial del queso.®
[1.2.2 Clasificacion de los quesos

Resulta muy dificil realizar una clasificacion estricta, debido a la amplia
gama de quesos existentes.?’ En el cédigo alimentario, los quesos se clasifican en
funcién del proceso de elaboracién y el contenido de grasa lactea (%) sobre el
extracto seco (producto obtenido después de la desecacion y extraccion total del
agua contenida). Entonces, segtn el proceso de elaboracién: %°

e Fresco y blanco pasteurizado: el queso fresco es aquel que esta listo para
consumir tras el proceso de elaboracion y el blanco pasteurizado es el
queso fresco cuyo coagulo se somete a pasteurizacién y luego se
comercializa.

e Afinado, madurado o fermentado: es aquel que luego de ser elaborado
requiere mantenerse durante determinado tiempo (dependiendo del tipo de
gueso) a una temperatura y demas condiciones para que puedan generarse
ciertos cambios fisicos y/o quimicos caracteristicos y necesarios.

Segun sea el contenido de grasa (%), sobre el extracto seco (sin agua).
¢ Desnatado: contiene como maximo 10% de grasa.
e Semidesnatado: con un contenido de grasa minimo del 10% y un maximo

del 25%.

11
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e Semigraso: con un contenido minimo del 25% y un maximo de 45% de
grasa.
e Graso: contenido minimo de grasa del 45% hasta un maximo del 60%.
e Extragraso: con un contenido minimo del 60% de grasa.
[1.2.3 Queso panelay su elaboracion artesanal
El queso panela llamado también "queso de la canasta”, es un queso
fresco; es un alimento semisdlido, suave y blanco de leche de vaca pasteurizada,
no madurado y que se produce de cuajadas semi desueradas.?
En la figura 1.3 se presenta un diagrama de elaboracion de queso panela
donde se describen las condiciones necesarias como la temperatura adecuada
para el proceso de elaboracion, los aditivos necesarios y el tiempo aproximado

para la formacién del cuajo.*®

12
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Leche
pasteurizada y
}1 descremada

Calentar hasta
32°C por 5
Ml minutos

Agergar 0.045% de
CaCl previamente
disuelto en agua

Afiadir NaCl
(2%) v mezclar

Agergar 0.2 mL de cuajo Dejar reposar 1hr.
(enzima renina) manteniendo la temperatura
constante (32°C)
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Alas 72 hrs. retirar del molde

e

Lkl

Decantar el suero y pasar
la cuajada al molde

*

Realizar el corte en cubos de 5x5
cm, subir la temperatura hasta
34°C, mover lentamente para
propiciar el desuerado

Figura I1.3. Diagrama de elaboracién artesanal del queso panela.

El queso comparte casi las mismas propiedades nutricionales con la leche,

excepto que contiene mas grasas y proteinas concentradas. Ademas de ser fuente

proteica de alto valor biologico; se destaca por ser una fuente importante de calcio

y fésforo, necesarios para la remineralizacién 6sea.?
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Con respecto al tipo de grasas que nos aportan, es importante sefalar que
se trata de grasas saturadas de origen animal. En cuanto a las vitaminas, el queso
es un alimento rico en vitaminas A, D y del grupo B.?°
[1.3 Métodos Oficiales para la determinacién de cloruro y sodio en alimentos.

Los métodos de analisis por lo general mas usados son los titrimétricos.
Primero debe extraerse la sal del alimento, ya sea mediante una calcinacién
cuidadosa a 500-550 °C (los cloruros alcalinos son relativamente solubles a
temperaturas superiores), seguida de una disolucidbn de las cenizas, o por
ebullicion del producto alimenticio en acido nitrico diluido. En ausencia de acidos
el ion cloruro puede determinarse por el procedimiento de Mohr y en presencia de
éstos por el procedimiento de Volhard. En la norma mexicana NMX-F-360-S-1981.
Alimentos para humanos. Determinacion de cloruros como cloruro de sodio
(Método de Volhard) se menciona este procedimiento para alimentos para
consumo humano.*

Hasta la fecha se han desarrollado diferentes métodos analiticos para
determinar cloruro y sodio en los alimentos. Los métodos oficiales, incluyendo los
de Mohr y Volhard se describen detalladamente a continuacién.*

[1.3.1 Determinacién de sodio
[1.3.1.1 Fotometria de flama

En el analisis de sodio por fotometria de flama, la muestra se aspira por

medio de un nebulizador que descarga la muestra en forma de aerosol

(atomizada) a una flama. Los atomos de sodio son excitados en dicha flama y

14



ILANTECEDENTES g

pasan a un nivel de energia mayor, al regresar a su estado fundamental emiten
energia en forma de luz de una longitud de onda de 589nm, especifica para el
analisis de este elemento. '3

En el fotometro de flama, la luz pasa a través de un filtro o un
monocromador, que selecciona la longitud de onda de la luz emitida por los
atomos del sodio, luego pasa a un detector de tipo fototubo integrado al sistema
de lectura que puede ser digital o analdgico. La intensidad de la luz emitida y la
respuesta eléctrica en el detector, son directamente proporcionales a la
concentracion del sodio. El sodio presenta una emisién caracteristica amarilla
cuando se quema en el seno de una llama. En la figura 1.4 se encuentra el
esquema de un fotbmetro de flama, en el cual aparece cada parte que lo compone

y se muestra su funcionamiento. *3

Fotometro de flama

Atomos excitados

Figura 1.4 Esquematizacion del funcionamiento de un fotometro de flama.
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Es importante considerar que las particulas que contiene la muestra pueden
tapar el mechero, por lo que se recomienda filtrarla antes de su analisis.

La fotometria es una técnica muy sensible con un limite de deteccion
tedrico del orden de 0.2 mgL™ para sodio, también es muy selectiva, ya que
existen filtros para analizar distintas sustancias segtin su composicién.*?

[1.3.2 Determinacién de cloruro
[1.3.2.1 Método de Mohr

Se utiliza en determinaciones argentométricas de los iones cloruro (CI),
bromuro (Br’) y cianuro (CN"). En este método se titula la muestra de cloruros con
una disolucién estandar de nitrato de plata (AgNO3) y con cromato de potasio
(K2CrO4) como indicador. A medida que el cloruro de plata precipita en forma
lechosa, se van consumiendo los iones cloruro en disolucién, pero en el momento
en que se consume la mayor parte de los cloruros o en el punto final, se forma el
cromato de plata (Ag.CrQ,), que tifie de un color rojizo la disolucién. La titulacion
por el método de Mohr se limita a disoluciones con valores de pH comprendidos
entre 6 y 10. En disoluciones mas alcalinas precipita el 6xido de plata y en
disoluciones acidas, disminuye mucho la concentracion de cromato, dado que el
jon cromato acido (HCrO,) esta poco ionizado.'> En este método se utiliza la
siguiente equivalencia:

1 mL AgNO3 0.1M = 0.005844g NacCl.
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Esta equivalencia permite realizar el calculo de la cantidad de cloruro de
sodio presente en la muestra ya que relaciona los mililitros del reactivo de nitrato
de plata utilizado para la titulacion con los gramos de cloruro de sodio en la
muestra.

Las reacciones quimicas que se llevan a cabo son las siguientes: *2

Cl'+ Ag" =—— AgClI (precipitado blanco)... pks=9.7.............. @)

CrO; + 2Ag” a— Ag,CrO4 (precipitado rojo ladrillo)... pks=11.8........ )
[1.3.2.2 Método de Volhard

Se basa en la determinacion indirecta de cloruros afiadiendo un exceso de
nitrato de plata (AgNO3), el exceso de plata (Ag*) se valora por retroceso con una
disolucion de tiocianato (SCN) y sulfato férrico como indicador que proporciona
una coloracién rojiza al punto final de la valoracion.

La muestra solida debe ser previamente calcinada segun recomienda la
norma mexicana NMX-F-360-S-1981 y después se disuelve en &cido nitrico
(HNO3) para realizar la titulacion. El resultado obtenido se expresa como el por
ciento de cloruros a manera de cloruro de sodio.*

Las reacciones quimicas que ocurren en la determinacion de cloruro son:

Ag"+ Cl =—= AgCl...pks=9.7................. @)
Ag" + SCN" =—= AgSCN...pks=11.9................. @)
Fe™ + SCN" =—= (FeSCN)*2...pkd=2.4................. ®)
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II.4 Técnicas instrumentales para la determinacién de sodio y cloruro

Hoy en dia, analisis quimico significa andlisis instrumental. Existen otras
técnicas analiticas para determinar sodio y cloruro en muestras alimenticias que
se encuentren en disolucion. A pesar de que simplifican la cuantificacion del sodio
y cloruro ya que poseen excelentes limites de deteccidon y son rapidas, cabe
destacar que no todos los laboratorios pueden tener acceso a éstas técnicas, pues
el equipo utilizado es caro. A continuacién se describen brevemente algunas
técnicas instrumentales para la determinacion de sodio y cloruro.

[1.4.1 Polarografia

El uso mas frecuente de esta técnica es en el estudio de metales y de
especies de coordinacion. Precisamente debido a que las especies metélicas
forman complejos de coordinacion con el disolvente en que se encuentran, éstas
muestran en polarografia un determinado y Unico potencial de media onda (E1/2)
gue corresponde a la mitad de la corriente limite. Este valor de potencial es Unico
para cada especie por lo que resulta una herramienta de interés para identificar la
especie analizada. Casi cualquier metal puede ser estudiado por esta técnica.

El equipo béasico consiste en un electrodo de gota de mercurio, una celda
de reaccion, una fuente de poder, un multimetro y un sistema de martilleo, ademas
de un graficador.”* Es considerada un técnica cuantitativa debido a que la
intensidad de corriente que produce una especie electroactiva es proporcional a su

concentracion en el medio.**
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[1.4.2 Electroforesis

La electroforesis es una técnica para la separacion de moléculas segun la
movilidad de estas en un campo eléctrico. La separacion puede realizarse sobre la
superficie hidratada de un soporte solido (electroforesis en papel o en acetato de
celulosa), a través de una matriz porosa (electroforesis en gel), o bien en
disolucidén (electroforesis libre). Dependiendo de la técnica que se use, la
separacion obedece en distinta medida a la carga eléctrica de las moléculas y a su
masa.

La gran mayoria de macromoléculas estan cargadas eléctricamente y, al
igual que los electrolitos, se pueden clasificar en fuertes y débiles dependiendo de
la constante de ionizacion. Cuando una mezcla de moléculas ionizadas y con
carga neta son colocadas en un campo eléctrico, estas experimentan una fuerza
de atraccién hacia el polo que posee carga opuesta, dejando transcurrir cierto
tiempo las moléculas cargadas positivamente se desplazaran hacia el catodo (el
polo negativo) y aquellas cargadas positivamente se desplazaran hacia el anodo
(el polo positivo).*®
11.4.3 Cromatografia de liquidos de alta precision

Conocida como HPLC (High Performance Liquid Chromatography por sus
siglas en inglés), es un método fisico de separacion basado en la distribucion de
los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una fija o
estacionaria y otra movil. En la cromatografia liquida, la fase maévil es un liquido

que fluye a través de una columna que contiene a la fase fija.?®
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La cromatografia de aniones con supresion idnica consiste en la separacion
de una mezcla de aniones por intercambio i6nico y su deteccion por conductividad
eléctrica. Se deben utilizar supresores i6nicos de membrana para que todos los
cationes H' sean sustituidos y asi eliminar su conductividad eléctrica que
enmascara al analito. La cromatografia cationica con supresion iénica se lleva a
cabo de forma similar que la anionica, a diferencia que el supresor de membrana
se sustituye por una columna de intercambio aniénico, cargada con OH™ para
neutralizar el efecto de los H*.*3
[1.4.4 Absorcion atdmica

En esta técnica las muestras se vaporizan a 2000-6000 K, y la
concentracion de atomos se determina midiendo la absorcion o la emision a
longitudes de onda caracteristicas. La muestra se aspira hasta una llama, que
tiene una temperatura de 2000-3000 K. el liquido se evapora, y las particulas
sélidas resultantes se atomizan en la llama. La radiacion de frecuencias
especificas son absorbidas por los atomos de Fe procedentes de una lampara de
catodo hueco, por udltimo, los &4omos de Fe son excitados y se vaporizan,
emitiendo luz con la misma frecuencia que el analito. Un detector mide la cantidad
de luz que atraviesa la llama para registrar un valor de absorbancia y asi poder

calcular la concentracion.®
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11.4.5 Espectrometria de emision atomica de plasma acoplado inductivamente

Se conoce como ICP (Inductively Coupled Plasma por sus siglas en inglés).
Esta técnica introduce el uso del plasma inductivamente acoplado y el plasma
acoplado directamente. El plasma es generado por el gas argon que es el
comburente y el gas nitrégeno que es un acarreador, adicionalmente es asistido
por un gas de corte que es aire. El ICP permite analizar por efectos de ionizacion
en elevadas temperaturas de plasma (8000 K) inducido en campo magnético casi
la totalidad del sistema periddico exceptuando sodio, potasio y gases nobles.*

El fundamento del método es parecido a la técnica de absorcion atdmica, se
basa en la vaporizacion, disociacion, ionizacién y excitacion de los diferentes
elementos quimicos de una muestra en el interior de un plasma. La ventaja
analitica del ICP se basa en su capacidad de analizar una gran cantidad de
analitos en un periodo corto con muy buenos limites de deteccién para la mayoria
de los elementos. También que los elementos pueden ser analizados en forma
axial para bajos limites de concentracion, o radial para elevadas
concentraciones.’

[I.5 Potenciometria

Las técnicas electroanaliticas son procesos instrumentales empleados para
distintos analisis. Asimismo, utilizan todas las propiedades electroquimicas con las
gue cuenta una determinada disolucibn para precisar debidamente la

concentracion que ésta posee de un analito. Esta técnica es muy sensible,
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precisa, exacta y versatil. La potenciometria es una técnica electroanalitica
encargada de determinar la concentracion de una especie en una disolucion,
midiendo directamente el potencial con el que esta directamente relacionada,
mediante una conocida funcion logaritmica conocida como ecuacion de Nernst

(ecuacion 6).2

E=E%+ 2.3RT 10g @gx.vevevevennes ©)
nF ared
Donde:
E= Potencial medido (mV) n= valencia del ion
E°= Potencial de referencia (mV) F= constante de Faraday
R= constante de los gases aox= actividad del oxidante
T= temperatura absoluta (K) areg= actividad del reductor

La potenciometria a intensidad de corriente impuesta es ampliamente
utilizada; en esta técnica se fuerza a que tenga lugar una reaccién en la direccién
gue no es espontanea mediante una corriente eléctrica impuesta. Se debe
conocer el potencial de la reacciéon (E), por lo que se aplica un voltaje mayor y asi
se obliga a que la reaccion transcurra en el sentido deseado.*®

Con la potenciometria es posible analizar facilmente la mayoria de las
muestras liquidas y gaseosas. Los limites de deteccién son de aproximadamente
10™° a 10® M para algunos electrodos convencionales. Las muestras sélidas se
pueden analizar si son preparadas en forma de disolucion; a las muestras que no
se disuelven facilmente (tales como alimentos, vegetales y productos

farmacéuticos), se les deben extraer los iones para analizarlos.?®
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El tiempo requerido para el analisis varia segun el electrodo usado, el
analito y la concentracion del mismo. Un electrodo de respuesta rapida (como el
electrodo de pH), se puede calibrar y usar para realizar la determinacion de una
muestra en 1 minuto o menos. Para electrodos de ion selectivos convencionales,
los tiempos tipicos de analisis de muestras (medidas ionicas) sin incluir el tiempo
de calibracién, varian de 15 a 60 segundos.*

Las limitaciones generales son las siguientes:

1. Hay muchos iones para los cuales no existe un electrodo selectivo.

2. La mayoria de los electrodos requiere calibracion frecuente para usar en
analisis cuantitativo preciso.

3. Se requiere a menudo una muestra regulada para evitar la interferencia OH" /
H*.

4. Se deben tener en cuenta los efectos de la matriz (esto es, diferencias en la
fuerza ionica, electrolitos presentes en la muestra y su influencia sobre el
potencial de unién y la presencia de especies que pueden arruinar la superficie
activa del electrodo).

En la técnica se emplean dos elementos fundamentales; se utiliza un
electrodo de referencia que mantiene el mismo potencial y por lo tanto,
proporciona una relacién con la medida del electrodo indicador.*®
[1.5.1 Electrodos de referencia

Se utilizan los que se describen a continuacion.
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[1.5.1.1 Electrodo de calomel.

Este electrodo estad formado por mercurio mezclado con una capa de cloruro
insoluble (calomel) en equilibrio con una disolucién de cloruro de potasio (KCI) que
puede ser 0.1 M, 1 M o saturada. El contacto eléctrico con el mercurio se realiza
por medio de un hilo de platino.'® Un esquema de este electrodo se presenta en la
Figura II.5.

Electrodo de Calome

_—_\_\_\_—_‘—‘——\.

Cable eléctrico

Tubo interior que contiene
Hg, Hg: Chy una disolucion
saturada de KCI

1— Disolucién
saturada de KCI

\ 2l — Orificio
\‘J———Membrana

porosa

Figura II.5 Esquema del electrodo de referencia de calomel saturado.

El equilibrio del par redox se presenta a continuacion (7):

HgoCly + 26 =—— 2Hg +2Cl oo, )
11.5.1.2 Electrodo de plata/cloruro de plata (Ag/AgCl).
Esta formado por un hilo de plata (Ag) sobre el cual se deposita cloruro de
plata (AgCl), generalmente por via electroquimica, en una disolucién de cloruro de

sodio (NaCl) o cloruro de potasio (KCI).*
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En la figura 11.6 se muestra un esquema del electrodo de referencia de

plata/ cloruro de plata.

Electrodo de plata

Alambre
— de plata

KCl saturado

KCl solido
Tapon de agar
saturado con KCI
Membrana
porosa

Figura I1.6 Esquema del electrodo de referencia de plata /cloruro de plata, Ag/AgCl.

El equilibrio correspondiente se presenta en la ecuacibn 8 a
continuacion:
AgCl+e =—= Ag+Cl.ccccevreriiiii. )

[1.5.2 Electrodo de trabajo

Por otro lado, la potenciometria también necesita de la presencia de un
electrodo de trabajo, que se caracteriza por contar con una gran sensibilidad hacia
la especie electroactiva.

Para la determinaciébn de iones el electrodo de trabajo consiste en una
membrana que responde a un i6n determinado, y que estad en contacto, por una

parte, con la disolucion del i6n a determinar, y por otra, generalmente, con una
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disolucién del mismo i6n a una actividad fija. Los electrodos de trabajo se pueden
clasificar de acuerdo con el estado fisico de la sustancia en: =

Electrodo de vidrio

Electrodo de membrana sélida

Electrodo de membrana liquida

Electrodo sensible a gases

Electrodo enzimatico

Debido a que son considerados electrodos selectivos se describen
detalladamente en la seccion I11.6.3.
I1.6 Electrodos selectivos de iones (ISE)
[1.6.1 Historia de los ISE

El crédito para el electrodo de vidrio con sensor de pH se da a Cremer que

fue el primero que lo describi6 en 1906. En 1949, George Perley publicd un
articulo sobre la relacion de la composicion del vidrio con la funcién del pH. El
crecimiento comercial de ISE empez6 cuando un ingeniero llamado John Riseman
pensé en desarrollar un analizador de gas en sangre. El se asocié con el Dr.
James Ross, un electroquimico y juntos formaron “Orion Research”. A mitad de los
afios sesenta, la investigaciéon de Orion era relacionada con los electrodos de
calcio para el uso en los analizadores de gas en sangre. Desde entonces se han
desarrollado numerosas sondas para el andlisis de muestras que contienen

muchos iones diferentes.?
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[1.6.2 Caracteristicas generales de los electrodos selectivos de iones.

La aplicacion mas conocida de la potenciometria directa es la utilizacion de lo
gue se conoce con el nombre de Electrodos Selectivos de lones (ISE por sus
siglas en inglés). Un electrodo selectivo de iones mide el potencial relativo de un
ion especifico en la disolucion (el electrodo del pH es un ISE para el ion de
Hidrégeno). Estos electrodos generan un potencial eléctrico por migracion
selectiva de un ion determinado a través de una membrana. Este potencial es
medido contra un electrodo de referencia estable de potencial constante. La
diferencia de potencial entre los dos electrodos dependera de la actividad del ion
especifico en la disolucién. Esta actividad se relaciona con la concentracion de
ese ion especifico por medio de una curva de calibracién.™®

A continuacion en la figura 1.7 se muestra un esquema general de una celda

con un electrodo selectivo de iones y el electrodo de referencia.

Electrodo
de Ag/AgCl

electrolito
interno

\-\N‘N\_
membrana  Electrodo electrodo ™. een
e de de liquida
liones referencia

Figura II.7 Esquema de una celda con un electrodo selectivo de iones (ISE).
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Existen electrodos selectivos sensibles a diferentes iones, aunque todos
tienen en comun que se basan en el establecimiento de una diferencia de
potencial entre las dos caras de la membrana que separa dos disoluciones de
concentracion diferente de la especie a determinar. Una de estas disoluciones es
de concentracién conocida, determinandose la de la otra por diferencia de
potencial. También que la diferencia de potencial establecida tiene como principal
componente el cambio de energia libre asociada a la actividad del ion a analizar y
que las determinaciones no son afectadas por el color o turbidez de la muestra.**

La selectividad es una de las caracteristicas mas importantes de un
electrodo, ya que esto permite que el instrumento Unicamente detecte el analito de
interés, dejando fuera otros iones presentes en disolucién.*

La mayoria de los iones presentes en la muestra, para los que la membrana
no es permeable, es decir, que no es selectiva, no tienen efecto sobre la diferencia
del potencial. Sin embargo, no existe una membrana selectiva para un solo tipo de
iones. Por esta razén, el potencial de dicha membrana se rige por la actividad del

ion principal y de otros iones conocidos como interferencias.*®
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La influencia de la presencia de iones que pueden interferir en la diferencia
de potencial de la disolucién de la muestra se toma en cuenta en la ecuacion de

Nikolski- Eisenman (9):

E =cte. + S (log (ax) + (zx/ zy) * 109 (Kxy * @y)).cevrvneninnnnnnn ©)
Donde:
S= pendiente obtenida de la curva de z,= carga del analito
calibracion del electrodo z,= carga del ion interferente
ay= actividad del analito Kxy= coeficiente de selectividad

ay= actividad de iones interferentes

Debido a esto, la selectividad es un parametro de suma importancia en un
electrodo selectivo de iones, ya que sin considerar su influencia, no es posible
obtener determinaciones confiables en la medicion de la muestra. El coeficiente de
selectividad (Kyy) que se introduce en la ecuacion 9, la mayoria de las veces se
expresa como el logaritmo de Ky, los valores negativos indican que la membrana
es preferentemente selectiva al ion de interés, los valores positivos indican que los
iones interferentes si afectan la determinacion. Los coeficientes de selectividad
experimentales dependen de la actividad, del tratamiento de la muestra y del
método de determinacion. Otro parametro importante en la determinacién por ISE
es la pendiente de la parte lineal de la medida de la curva de calibracién del
electrodo. El valor tedrico a 298K de acuerdo con la ecuaciébn de Nernst es

59.16/n. 3
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En la tabla 2.1 se presentan los iones interferentes en las determinaciones

por ISE para los electrodos de sodio y cloruro.

Tabla 2.1 lones interferentes para los electrodos de sodio y cloruro.

lones lones
interferentes | interferentes
para el para el
electrodo de | electrodo de
sodio® cloruro®
Li* OH
K* Br
Rb* I
N como NH, S”
Ag” CN’
TI NH,
8203:

Si en la muestra hay presentes iones que afecten al electrodo selectivo, este
respondera tanto al ion de interés como a los iones interferentes, pero analizando
la tabla 3.1 se puede notar que los iones interferentes para ambos electrodos son
poco probables de encontrar en la muestra, por lo que no se verian afectadas las
determinaciones realizadas en el extracto de queso panela.

[1.6.3 Tipos de electrodos selectivos de iones
[1.6.3.1 Electrodo de vidrio.

Se emplean para determinar pH y sodio. El electrodo de sodio fue el primer tipo
de electrodo selectivo de membrana de vidrio que se desarroll.™

Al sumergirse en una disolucion absorbe agua, de modo que se forma una
capa de hidratacion sobre la superficie; la Gltima construida a base de silicatos con
modificadores idnicos. La parte interna de la membrana de vidrio, en contacto con

la disolucion interna de llenado, también se recubre de una capa de hidratacion.
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En la interfase, los cationes monovalentes situados sobre el vidrio, normalmente
sodio y litio, entran en equilibrio de intercambio i6nico con los iones de la muestra
a determinar. Los iones a determinar tienden a difundirse a través de la capa
hidratada hacia el vidrio seco, asi mismo se produce un flujo de cationes desde
éste vidrio para reponer aquellos que se disolvieron en la parte externa
hidratada.”®

La figura 1.8 muestra el esquema caracteristico de los electrodos de
membrana de vidrio, como el electrodo de sodio, el cual en su forma combinada
tiene un electrodo de referencia interno sumergido en un tampdn con sales de
sodio con una membrana de vidrio. Al introducir el electrodo en la disolucion a
analizar se origina la diferencia de potencial respecto al electrodo de referencia

interno.?®

Electrolito interno  /

? ) Electrodo de referencia
Membrana

Figura 11.8 Esquema del electrodo de membrana de vidrio (sodio).

11.6.3.2 Electrodo de membrana sdlida
Aparecieron después de los de vidrio. El electrodo de cloruro es un electrodo

de membrana solido, con una membrana compuesta por cloruro de plata, que en
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contacto con una disolucién se disolvera ligeramente. Cuando la membrana se
sumerge en la disolucion, se desarrolla un potencial basado en el transporte de
particulas cargadas (iones) sobre la interfase membrana/disolucién hasta alcanzar
el equilibrio dindmico.

En la figura 1.9 aparece el esquema del electrodo de cloruro, cuya

membrana esta compuesta por cloruro de plata.?

Electrodo de membrana solida

electrodo de

cloruro
lambre de
plata
Cuerpo del
electrodo —

embrana de
Ag S/AgCI

Figura 11.9 Esquema del electrodo de membrana sélida (cloruro).

11.6.3.3 Electrodos de membrana liquida

En este tipo de electrodos la membrana es un liquido que tiene un disolvente
inmiscible con un agente complejante neutro o cargado sobre una matriz porosa
como PVC. Al igual que las membranas sélidas, presenta conductancia iénica y
preferencia por un ién particular. En este grupo se encuentran los electrodos de

calcio y potasio.?®
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La figura 11.10 presenta un electrodo de calcio de membrana liquida con sus

componentes principales.

Electrodo de membrana liguida

E|Tﬂ_ﬂﬂd0 de Electrodo de
calcio — referencia
. | (Aa/AagCl)
H Disolucion
interna

intercambio de L~
iones . . i

1 JA

Membrana

darea \\ L.

sensora

Figura 11.10 Esquema del electrodo de membrana liquida (calcio)

11.6.3.4 Electrodos sensibles a gases

Son electrodos especificos para iones usados conjuntamente con una
membrana permeable a un gas, hecha de un material hidrofébico a través de la
cual pasa el gas. Se emplean por ejemplo para medir amonio (NH,"), dioxido de
azufre (SO.), acido sulfuroso (H,SO3), anhidrido sulfurico (SO3), diéxido de
nitrégeno (NO,), diéxido de carbono (CO,), acido carbdnico (H,CO3).?
11.6.3.5 Electrodos enziméticos

También conocidos como bioselectivos, estan adaptados a muestras
relacionadas con bioquimica o quimica de los alimentos. No tienen membrana, por
lo cual no se obturan con sustancias en suspension, y la superficie de contacto

con la muestra se renueva cada vez. Actualmente existen en el mercado algunos
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electrodos que miden glucosa, lactosa y sacarosa, mediante enzimas especificas
como por ejemplo la glucosa oxidasa. Son validos para un intervalo de
concentraciones en los que la cantidad de glucosa es directamente proporcional a
los productos finales de la quimica de la reaccién.?
11.6.4 Variables que afectan la determinacion

El intervalo de respuesta lineal de un electrodo, ya sea a altas o0 muy bajas
actividades del ion analizado, presenta desviaciones; la curva de calibracion del
electrodo exhibe el intervalo de la contestacion lineal entre 10*M y 10®° M. Cada
electrodo tiene un tiempo de respuesta tipico de 20 a 30 segundos, pero variara
de acuerdo con la concentracién de la disolucién.?* Se recomienda usar
disoluciones estandar al establecer una curva de la calibracion. ?* %
A continuacion en la figura 11.11 se presenta un esquema de la curva de

calibracion tipica de ISE para un cation monovalente, en donde se esquematiza la

zona de trabajo lineal.

=
(m]

Figura 11.11 Curva de calibracion tipica de un ISE de un cation monovalente.
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Es importante también mencionar los efectos de la fuerza iénica, ya que en
los ISE la ecuacidén de Nernst se cumple para disoluciones diluidas, en las que el
factor de actividad tiende a 1. El coeficiente de actividad depende de un numero
de parametros tales como la cantidad, tamafio, carga y nimero de hidratacion de
los iones presentes, la temperatura y el disolvente.

La fuerza idnica | se define como:

1= % iz (10)

En la ecuacién 10 se expresa como c; a la concentracion del ion y z; su
carga. Las disoluciones con igual fuerza idnica, idéntica composicion de los iones
mayoritarios, misma temperatura y disolvente tienen igual coeficiente de fuerza
ionica. Para realizar las medidas, interesa obtener coeficientes de fuerza ionica
similares en patrones y muestras para evitar confundir actividad con
concentracion, lo que se consigue afiadiendo una sal concentrada no interferente,
gue es el tampon de ajuste de la fuerza idnica, al que se denomina ISA (por sus
siglas en inglés lonic Strength Adjustor).??

La agitacién al llevar a cabo las determinaciones por medicion selectiva de
iones es importante, esto permite exponer mejor los iones presentes en la
disolucién con la membrana del ISE. Es mejor seleccionar una velocidad
constante y debe evitarse una agitacion turbulenta. Del mismo modo, el ajuste del
pH en muchos casos es necesario para obtener determinaciones mas exactas y

repetibles.?
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De la ecuacion de Nernst se deduce que el potencial desarrollado por el
sistema es directamente proporcional a la temperatura. Una de las reglas del
analisis con electrodos selectivos es que todas las muestras deben analizarse a la
misma temperatura. Y por ultimo, es necesario enjuagar el ISE entre las medidas
para asegurar las lecturas exactas, de esta forma evitamos depdsitos de grasa o
proteinas en la superficie, esto debe realizarse con agua desionizada o acido
nitrico (HNO3).??

[I.7 Métodos de calibracion
[1.7.1 Estandarizacion externa

El método de estandarizacion externa es el método mas utilizado en el
analisis cuantitativo; consiste en elaborar diferentes disoluciones del ion que se va
a analizar de concentraciones crecientes, posteriormente se realiza la lectura en
milivolts (mV) de cada una de las disoluciones, se elabora un grafico de la lectura
obtenida en milivolts contra la concentracion de la muestra. A partir de este grafico
se obtiene mediante una regresion lineal la ecuacién de la recta.

Después se realiza el analisis de las muestras, se obtiene una lectura en
milivolts, que se extrapola a la curva realizada con los estandares por medio de la
ecuacion de la recta obteniendo como resultado la concentracion de las muestras
analizadas, siempre y cuando se encuentre dentro del intervalo de concentracion

de los estandares.*®
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[1.7.2 Adiciones patrén

En el método de adiciones patron o estandar se utiliza como patron el mismo
elemento que se quiere analizar. En una serie de matraces volumétricos se agrega
un mismo volumen de muestra a analizar, como se representa en la figura I11.12, se
afiaden cantidades diferentes de patron y se llevan al aforo todas las disoluciones
al mismo volumen para que la muestra tenga asi la misma concentracion. Se
representa el potencial obtenido frente a cada concentracion de patrén afadido,
obteniéndose una linea recta.™® El potencial obtenido cuando la concentracién de
patrén afiadida es cero se extrapola, la abscisa en el origen ser& el valor de la
concentracion de la muestra.

Este método tiene como ventaja que las sustancias que se encuentran en la

muestra van a acompafiar a todos los patrones.

LLLLL

Agragar el mismo volumen de muestra a cada matraz

cewe

Agregar 0, 5, 10, 15 y 20 mL de Ia disolucién patrén

ddddd

Llevar al aforo todos los matraces

Figura I1.12. Esquematizacion del método de adicion patrén.
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Una ventaja que tienen los ISE es que las adiciones se pueden realizar
gradualmente en el mismo vaso de precipitados, midiendo el potencial cada vez y
considerando el efecto de la dilucion por la adicién de la disolucién estandar que
por lo general es pequefia.*®
[1.7.3 Determinacién simplificada

Existe una forma de determinar la concentracion de iones en una muestra
por ISE, la cual se propone en el manual de los electrodos; es por medio de una
férmula. El procedimiento es similar a adiciones patrén, pero en este caso solo se
utilizan dos puntos correspondientes a dos adiciones efectuadas a la muestra, a
fin de establecer una diferencia de potencial. La calibracion del electrodo debe
realizarse, pues el valor de la pendiente obtenida por medio de la curva de
calibracion también es considerado. Una vez obtenida la concentracion por medio
de la ecuacién 11, que proviene de la expresion de Nernst, se debe considerar el
efecto de dilucion. Esta ecuacion proporciona valores muy confiables debido a que
los electrodos muestran una respuesta lineal muy precisa.?*

C muestra— P *C StOle e mrrnnernnnennnnnns (12)

(1+p) 10AE/S) -1

Donde:

C muestra= concentracion de la muestra s= pendiente del electrodo
C s = concentracion estandar p=_ Vol.std .

AE = cambio en mV Vol. Muestra
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[1.7.4 Patron interno

Un patrén interno es una sustancia que se afiade a todas las muestras,
blancos y patrones de calibrado en una cantidad fija. También puede ser un
componente mayoritario de las muestras que se agrega a los patrones en una
concentracion lo suficientemente elevada como para que se pueda considerar que
es la misma en todos los casos. En este caso, el calibrado es una representacion
gréfica ajustada del cociente entre la sefial del analito y la sefial del patron interno.
En las muestras, este cociente se utiliza para determinar la concentracion del
analito a partir de una curva de calibrado.*

El patron interno debera dar una sefial similar a la del analito en la mayoria
de los casos. La ventaja de este método es que cualquier interferencia posible va
afectar de igual forma al patrén que a la muestra que se analiza, por lo que van a
poder eliminarse sus efectos. En este método es importante el uso de los
espectrofotometros de doble haz, lo que lo hace caro, ademas de que es dificil
encontrar la sustancia que servira como patron interno y lograr incorporarla en las
muestras y patrones de forma reproducible.*

[1.8 Aplicaciones de ISE en alimentos

A continuacion se describen algunas aplicaciones de los ISE en diferentes
tipos de alimentos

En un estudio realizado por Kindstedt y cols. (2) se analizaron quesos tipo
mozarella, camembert, suizo, gouda, muenster, cheddar y ricotta simultaneamente

por el método de ISE y por el método de Volhard (método oficial de la AOAC).
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Se demostré que la determinacion de sodio y cloruro por el método de ISE
resulté ser muy sencilla, repetible, reproducible y mas simple que el método de
Volhard, mostrando resultados similares. La ventaja mas importante del método
ISE es que se realizo la cuantificacion de sodio y cloruro en el mismo extracto de
queso.

La determinacion de sodio en quesos de diferentes regiones de Espafia (la
Mancha, la Rioja, Cantabria, Idiazabal, Valladolid, Burgos, Avila, Badajoz,
Espinoza, Palencia, etc.) por medio de un método potenciométrico, y por medio
de espectrometria de absorcion atdbmica arrojé concentraciones muy similares. La
extraccion de sodio se realizd pesando 1g de muestra del queso, luego
adicionando 50mL de una disolucién de &cido nitrico 0.1M, calentando el extracto
a 80°C. Finalmente, se filtré y se neutralizé el extracto con una disolucién 4M de
trietanolamina y se llevo al aforo al volumen deseado. Las determinaciones de ISE
se realizaron por adicion patrén arrojando un coeficiente de variacion de 1.3%,
mientras que por absorcion atémica, un coeficiente de variacién de 7.2%, lo cual
sirvi6 para concluir que ISE es mas preciso, sencillo y requiere una cantidad
minima de muestra. Por estas razones, se recomienda ampliamente la
determinacién de sodio en quesos por ISE en la industria alimenticia.?®

En otro protocolo reportado en la literatura para el andlisis de cloruro en
productos cérnicos?’, se realizd la extraccién también con agua acidificada, pero
esta vez con 6.5 mL de &cido sulfurico (H,SO,) 0.05M, para 1g de carne. El

extracto se calentd a 80°C con agitacion constante, posteriormente se filtr6 sin
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neutralizar, pues el volumen de acido y la concentracion fueron bajos, ademas se
llevo al aforo a 100 mL, lo cual diluyé ain mas la muestra proporcionando un pH
adecuado para trabajar con ISE sin necesidad de utilizar un buffer. Los resultados
obtenidos fueron bastante cercanos a lo esperado; en el caso de cloruro se
encontré una concentracion similar a la determinada por el método de Volhard.
ISE arrojo un coeficiente de variacion de 2.3%, mientras que por el método de
Volhard fue de 3.2%, lo cual permitid concluir que el método ISE es adecuado
para determinar cloruro en muestras de productos carnicos.

Se documento un estudio entre laboratorios en el cual se analizd solamente
queso tipo Gouda,?® para el cual se sabia que el contenido de cloruro era de 1-2%.
El estudio se realizO en 7 laboratorios diferentes utilizando 3 métodos de
determinacién diferentes: 1) oxidacién con permanganato de potasio (KMnOg) y
acido nitrico (HNO3) seguido de una titulacion con el método de Volhard; 2) el
mismo procedimiento mencionado pero precipitando el halogenuro como cloruro
de plata (AgCl) antes de la titulacibn y 3) realizando la determinacion
potenciométrica de un extracto de queso obtenido utilizando agua como disolvente
y calentando a 80°C. Los datos obtenidos se analizaron con métodos estadisticos
desarrollados por la AOAC, la repetibilidad resulté adecuada en los 3 métodos
intra laboratorio e inter laboratorios; resulté muy similar entre el método de Volhard
con precipitacion (2) y el método potenciométrico (3), pero la determinacién directa

por el método de Volhard (1) resulté mas variable.
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Mediante este sencillo pero exhaustivo estudio se logré corroborar la
precision y exactitud del método ISE, pues las muestras analizadas en diferentes
laboratorios resultaron repetibles y reproducibles.

La determinacion de sodio y potasio también se ha documentado en vinos
por medio de ISE, ?° esto se realizé6 con 63 muestras de distintos tipos de bebidas
espafiolas (rosado, tinto y blanco). Los resultados obtenidos por ISE se
compararon respecto a los obtenidos por absorcién atomica, que es el método que
comunmente se utiliza para determinar estos iones en vinos. Se logré una buena
correlacion con los 2 métodos de analisis, ademas de que se estudid también la
sensibilidad, efectos de la fuerza iénica, pH y cantidad de alcohol. Se demostré
que ISE es un método sensible, reproducible, exacto y preciso para determinar
estos iones en vinos.

El fluoruro en bebidas carbonatadas y no carbonatadas se determiné
mediante un electrodo de ion selectivo de membrana sélida. Se construyeron las
curvas de calibracién, con un electrodo sensible a fluoruro y el electrodo de
calomel como referencia; se escogieron bebidas carbonatadas con distintos
valores de pH y con diferente composicion y complejidad en la presencia de
componentes organicos e inorganicos a fin de demostrar la capacidad vy
selectividad del electrodo para determinar iones fluoruro libres en las bebidas.*

Por ultimo, se documenté un estudio sencillo y confiable utilizando la
potenciometria para el andlisis rdpido de cloruro en muestras de leche entera y

agua de coco. Este método arrojé buena precision (1.2% para la leche entera y
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2.3% para agua de coco), rapidez en las mediciones por FIA (90 determinaciones /
h) y se trabajo por debajo de la region en la cual responden linealmente los
electrodos a la ecuacion de Nernst. La validacion de los resultados se realizo
mediante comparacion con electroforesis capilar. Para todos los analisis no se

observé diferencia significativa en un 95% de confianza. **
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. OBJETIVOS

[11.1 Objetivo general

Desarrollar y validar una metodologia analitica basada en la medicion
selectiva de iones para determinar el contenido de sodio y cloruro en queso panela
de diferentes marcas comercializadas en la Ciudad de México y comparar las

concentraciones obtenidas con las indicadas en la etiqueta de los productos.

[11.2 Objetivos particulares

1. Establecer las condiciones de extraccion y andlisis de sodio y cloruro en queso
panela por medio de una extraccidon con disolvente acuoso y la técnica de
medicion selectiva de iones.

2. Realizar la validacion de la metodologia analitica mediante la evaluacion de la
linealidad, precisidon y exactitud con la técnica ISE.

3. Cuantificar el sodio y cloruro presente en quesos panela nacionales
comunmente consumidos en México.

4. Comparar las concentraciones de sodio obtenidas por ISE con la informacién
indicada en la etigueta de los quesos y con los resultados obtenidos por
flamometria.

5. Obtener la relacion molar existente entre el sodio y el cloruro presente en los

guesos estudiados para evaluar la adicién del cloruro de sodio.
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IV. DESARROLLO EXPERIMENTAL
IV.1 Materiales
IV.1.1 Equipos y aparatos

Los equipos y aparatos utilizados para efectuar la medicidon selectiva de iones

fueron los siguientes:

- Medidor de iones Orion 4-Star THERMO ELECTRON (Massachusetts,
USA) con electrodos combinados selectivos de cloruro (Orion 96-17) y
sodio (Orion 84-11) comandados con el “software” Star Navigator®* 2005 de
Thermo Electron Corporation, Version 1.0.

- Bafio ultrasénico BRANSON 1510 (Milwaukee, USA).

- Micropipetas EPPENDORF (Ontario, Canada), con capacidad de 100-1000
ul 'y 1-5 mL.

- Parrilla de calentamiento y agitacion DAIGGER (Milwaukee, USA).

- Desionizador y purificador de agua Simplicity MILLIPORE (Paris, Francia)

- Balanza analitica Adventurer PRO OHAUS, con una precisién de 0.01g.
(Zurich, Alemania).

- Fotometro de flama JENWAY PFP7 (Dunmow, Essex, USA) para el analisis
del ion sodio.

- Mufla HEVY DUTY Electronic Co. (Milwaukee, Wis.)

- Matraces Erlenmeyer 50 y 125 mL, matraces aforados de 25, 50 y 100 mL,

vasos de precipitados de 100 y 250 mL, probeta de 100 mL, barra de
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agitacion magnética, embudo de filtracion rapida, filtro Whatman #41,
espatula, mechero de Bunsen, crisoles, piseta de plastico, pinzas.
IV.1.2 Reactivos
Se utilizaron los siguientes reactivos:
- Cloruro de amonio (NH4CI), hidréxido de sodio (NaOH), cloruro de sodio
(NaCl), nitrato de sodio (NaNO3) todos marca SIGMA- ALDRICH y de grado
R.A. (St. Louis, USA) para la preparacion de ajustadores de fuerza ionica
(ISA por sus siglas en inglés), disoluciones de llenado y de almacenamiento
de electrodos. También se utilizaron estandares de cloruro de sodio (NaCl)
con 99% de pureza; secado durante 2 horas a 140°C, acido sulfarico
(H.SO4) 18M y &acido nitrico (HNO3) 16M marca J.T. BAKER, agua
desionizada.
IV.1.3 Muestras
Se analizaron 15 quesos panela de distintas marcas nacionales, se
adquirieron en distintos supermercados del Distrito Federal, considerando que
cumplieran con la NOM-051-SCFI-1994, en la cual se establece que se debe
declarar la informacién nutrimental en el etiquetado de los productos. Para
comparacion, también se incluyé un queso de tipo “artesanal”, el cual se adquirié
en un “tianguis” del Distrito Federal, sin etiqueta, ni marca por lo cual se

desconocia el contenido aproximado de los iones en estudio.
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De los dieciséis quesos analizados; doce fueron de tipo panela normal y
tres fueron reducidos en grasa “light”. Para cada producto se adquirieron tres lotes
distintos.

Detalles de las muestras comerciales se presentan en la tabla 4.1 a

continuacion.

Tabla 4.1 Muestras de queso analizadas. Contenido de sodio reportado en la etiqueta, contenido de

sodio por gramo de queso y concentracion de sodio esperada en un extracto de 100 mL.

Queso Peso del Sodio / porcién | mg de sodio/g | Concentracion de
producto (g) en etiqueta de queso sodio en 100 mL
(mglg) de extracto (mgL™)
A 400 629/100 6.29 62.9
B* 400 472/100 4,72 47.2
C 375 760/100 7.6 76
D 400 273/50 5.46 54.6
E 400 600/100 6 60
F 250 360/40 9 90
G 200 180/30 6 60
H* 200 180/30 6 60
I 400 550/100 5.5 55
J 400 629/100 6.29 62.9
K 200 640/100 6.4 64
L 400 640/100 6.4 64
M* 200 150/100 15 15
N A granel 600/100 6 60
@) A granel 140/20 7 70
p** A granel NR NR NR

*Queso panela “light”
**Queso panela artesanal

En todos los casos se tom0 1g de queso y se extrajo con 100 mL de agua desionizada.
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A continuacion en la figura 1IV.1 se muestra un diagrama general de la

secuencia de ensayos realizados para desarrollar la metodologia ISE para la

determinacién de sodio y cloruro en queso panela.

Estabilizacion y activacian de los
electrodos de sodio y cloruro

Preparacion de las
disoluciones estandar

.

Método (con
extracto de
quesa)

Evaluacion de |a linealidad y precisidn
de los ISE (estandar externo y adicidn patrdn)

<

N\

Evaluacidn de la linealidad y precisian del
flamdmetro (estandar externo y adicidn patrén)

de extraccion de

Comparacion con método

calcinacidn hasta cenizas

aam

Optimizacion del método
de extraccidn de los iones

am

Evaluacidn de |a exactitud del métado
(extraccidn con disolucidn acuosa y
analisis del extracto por ISE)

Sistema (con
disoluciones
estandar

Uso de flamometria con adicidn
patrdn para verificar las
mediciones de sodio

I

Determinacidn de sodio y cloruro en
gueso panela con ISE por adicidn patran

Figura IV.1 Diagrama general de los ensayos realizados para establecer la metodologia ISE.
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IV.2.1 Estabilizacién y activacion de los electrodos de sodio y cloruro.

Los electrodos fueron estabilizados y activados sumergiéndolos por 72
horas en disolucion de almacenamiento. Posteriormente se evalud la respuesta en
la pendiente antes de ser utilizados. Para esto se prepararon 25 mL de 2
disoluciones estandar a los niveles extremos de la concentracion a evaluar (10 y
100 mgL™ para sodio); partiendo de una disolucién de 1000 mgL™, a ambas
disoluciones se les agreg6 2.5 mL de ajustador de fuerza idnica (ISA) para sodio
antes de llevar al aforo. Para cloruro se prepararon 2 disoluciones estandar de 10
y 1000 mgL™, se les agregé a ambas disoluciones 0.5 mL del ajustador de fuerza
i6nica (ISA) antes de llevar al aforo.

Después de efectuar las lecturas de las medidas en mV que proporcionaron
los electrodos con estas disoluciones, la respuesta de la pendiente del electrodo
se considerod apropiada hasta que se encontré entre 54-60 mV; valor reportado por
el manual de los electrodos.

IV.2.2 Estandares

Para la calibracion por ISE con estandar externo con ambos electrodos
selectivos se prepararon 25 mL de 5 disoluciones de diferentes concentraciones
(10, 30, 50, 70 y 100 mgL™), a partir de una disolucién de 1000 mgL™. Para la
calibracion por adicién patrén se utilizé una disolucién concentrada de 1000 mgL™
la cual se adicion6 a una alicuota de 25 mL de las “muestras sintéticas” (de aprox.

60 mgL™) y también a los extractos, en pequefios volimenes (0.25 mL). Las
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“‘muestras sintéticas” fueron disoluciones estandar preparadas a la concentracién
esperada en el extracto real.

Para la determinacion por medio del método simplificado (adicion patron
con solo 2 mediciones) se utilizé una “muestra sintética” de 60 mgL™ o un extracto
de queso a los cuales se les adicioné la disolucién concentrada de 1000 mgL™ en
un volumen de 0.5 mL a fin de obtener una concentracién final de 80 mgL™. La
concentracion se obtuvo por medio de la formula 11 anteriormente descrita
(seccion 111.7.3). A todas las disoluciones estandar preparadas y a los extractos se
les agregd 2.5 mL de ISA en 25 mL para sodio y 0.5 mL de ISA en 25 mL para
cloruro antes de llevar al aforo.

Para la calibraciéon de sodio por flamometria con el método de estandar
externo se prepararon 25 mL de 4 disoluciones estandar de diferente
concentracién (2, 4, 5, 6 mgL™) partiendo del estandar de 1000 mgL™. Para la
calibracion por el método de adicion patron por flamometria se utilizd una
disolucién estandar de 100 mgL™ para realizar la adicién de 0.25 mL a una
alicuota de 25 mL de una “muestra sintética” de 2 mgL™ o a un extracto real.

IV.2.3 Linealidad y precision del sistema ISE para sodio y cloruro.
IV.2.3.1 Método de estandar externo

Para evaluar la linealidad del sistema ISE de ambos iones se obtuvieron 3
curvas de calibracion realizadas el mismo dia para evaluar la repetibilidad en el
intervalo de concentraciones que se esperaba se encontraran los extractos de las

muestras de quesos. Después de medir el potencial de cada una de las
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disoluciones estandar, se graficé el potencial obtenido en mV (E) vs. Logaritmo de
la concentracién (mgL™) del estandar. A partir de esta grafica se obtuvo la
ecuacion de la recta y el coeficiente de correlacion lineal (R?). Se obtuvo también
el coeficiente de variacion (CV) de la pendiente y la ordenada al origen para
evaluar la repetibilidad en las curvas.

También se realizaron 3 curvas de calibracibn en 3 dias distintos para
evaluar la reproducibilidad en la linealidad. A partir de las medidas del potencial de
cada una de las disoluciones estandar, se grafico el potencial en mV obtenido (E)
vs. Logaritmo de la concentracion del estandar. Se obtuvo la ecuacion de la recta
y el coeficiente de correlacion lineal (R?). Se obtuvo también el coeficiente de
variacion (CV) de la pendiente y la ordenada al origen.

Para evaluar la precision en las mediciones por estandar externo se
prepararon 200 mL de una disolucién de 60 mgL™, se le adicion6 ISA antes de
llevar al aforo y después se dividi6é en 5 alicuotas de 25 mL, a cada alicuota se le
midid el potencial y se extrapolé en la curva de calibracion a fin de obtener la
concentracion; esto se realizé el mismo dia para evaluar la repetibilidad, se obtuvo
el promedio de la concentracion medida, desviacion estandar (DE) y coeficiente de
variacion (CV). Para evaluar la reproducibilidad en las medidas de ambos
electrodos se prepararon 200 mL de una disolucién de 60 mgL™ de la misma
forma que se describe anteriormente, también se dividié en 5 alicuotas, pero esta

vez la medida del potencial de cada fraccidon se realiz6 en 5 dias diferentes. Se
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obtuvo el promedio de la concentracion medida, desviacion estandar (DE) y el
coeficiente de variacion (CV).
IV.2.3.2 Método de adicién patron

Se prepararon 100 mL de una disoluciébn estandar que simulara la
concentracién de un extracto (60 mgL™), a la cual se le adicion6 1 mL de un
estandar de 1000 mgL™ y se registré el potencial.

Este procedimiento se realizé tres veces, para obtener las concentraciones

gue se muestran en la figura 1V.2, sin considerar el efecto de dilucion.

(A) (B) (©) (D)

e o — e ——
=1u] |::: |::: |:::

Figura IV.2 Diagrama que representa las concentraciones sin adicion (A) y con adicién sucesiva de 1mL de un

patrén de 1000 mgL™ (B, C, D).

Después de cada adicion se midié la respuesta del electrodo en la
disolucion y se obtuvieron las curvas de calibracion por triplicado. Se ajusto la
ecuacion de la recta y se obtuvo también el coeficiente de correlacién lineal (R?),
se evaluo el coeficiente de variacién (CV) de la pendiente y la ordenada al origen
para conocer la repetibilidad en las curvas. Para evaluar la reproducibilidad en la
linealidad se realiz6 el mismo procedimiento descrito, solo que esta vez el analisis
se hizo durante 3 dias distintos.

La precision en las mediciones de concentracion por adicion patron se

evalué con una disoluciébn estdndar de 200 mL de concentraciéon cercana a 60
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mgL™ a la que se le agregd ISA y se dividié en fracciones de 25 mL. A estas
disoluciones se les midi6 el potencial y posteriormente a cada fraccion por
separado se le adicion6 0.5 mL de un estdndar de 1000 mgL™ para que
aumentara la concentracién de 60 a 80 mgL™. Se registr6 el cambio de potencial
obtenido al adicionar el estandar y se determiné la concentracion por medio de la
férmula 11. Este procedimiento se realizd 5 veces en el mismo dia para evaluar la
repetibilidad y en diferentes dias para evaluar la reproducibilidad. Se obtuvo el
promedio de la concentracion medida, desviacion estandar (DE) y el coeficiente de
variacion (CV).
IV.2.4 Linealidad y precision del sistema flamométrico para sodio
IV.2.4.1 Método de estandar externo

La flamometria se utiliz6 como técnica de verificacion de las
determinaciones ISE para el caso del sodio. Para evaluar la linealidad del sistema
se realiz6 una curva de calibracion con las disoluciones estandar con una
concentracién maxima de 6 mgL™, para seguir la recomendacién del manual que
indica no utilizar disoluciones mas concentradas. Entonces, antes de iniciar las
lecturas de las disoluciones estandar, se ajusté a O la lectura del aparato con un
blanco constituido por agua desionizada y posteriormente se ajusté la sefial al
maximo de concentracién (100%) con una disolucién de 6 mgL™, hasta obtener
para ambos casos lecturas estables. Se obtuvieron 3 curvas de calibraciéon por
estandar externo con disoluciones estandar en el intervalo de concentraciones de

0 a 6 mgL™ de sodio. Se midi6 la absorbancia de cada una de las disoluciones
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estandar, se graficé la absorbancia (A) vs. Concentracion del estandar (mgL™) y
se ajusto la ecuacion de la recta por medio de una regresion lineal y se obtuvo
también el coeficiente de correlacion lineal (R?). Se evalué el coeficiente de
variacion (CV) de la pendiente y la ordenada al origen para evaluar la repetibilidad
en los parametros de las curvas.

También se realizaron 3 curvas de calibracion utilizando el método de
estandar externo, durante 3 dias distintos para evaluar la reproducibilidad en la
linealidad. Se ajusto la ecuacién de la recta por medio de una regresion lineal y se
obtuvo también el coeficiente de correlacion lineal (R?). Se evalué el coeficiente de
variacion (CV) de la pendiente y la ordenada al origen para conocer la
reproducibilidad de las curvas de calibracion.

Para evaluar la precision en las mediciones de concentracion por estandar
externo se preparé una disolucién de 2 mgL™, se dividié en 5 alicuotas de 25 mL,
cada alicuota se someti6 a la determinacion por flamometria, el resultado de la
absorbancia obtenida se extrapol6 a la curva de calibracion a fin de obtener la
concentracion, esto se realizé el mismo dia para evaluar la repetibilidad, se obtuvo
el promedio de la concentracion medida, desviacion estandar (DE) y coeficiente de
variacion (CV). Para evaluar la reproducibilidad en las mediciones de
concentracién del flamémetro se preparé una disolucion de 2 mgL™ de la misma
forma que se describe anteriormente, también se dividié en 5 alicuotas, pero esta

vez la medida de la absorbancia se realiz6 en 5 dias diferentes. Se obtuvo el
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promedio de la concentracion medida, desviacion estandar (DE) y el coeficiente de
variacion (CV).
IV.2.4.2 Método de adicidn patrén

Se calibro el aparato como se menciona en la seccion anterior (flamometria
estandar externo) y se realizaron 3 curvas de calibracion el mismo dia para
evaluar la repetibilidad y durante distintos dias para evaluar la reproducibilidad en
la linealidad del sistema. En este caso, se utilizé6 una disolucion de partida o
“muestra sintética” con una concentraciéon de 2 mgL™ a la cual se le realizaron
adiciones de diferentes volumenes (0, 0.25, 0.5, 0.75 y 1 mL) de una disolucion
estandar de 100 mgL™ de sodio hasta llegar a 6 mgL™® (méaximo valor para
conservar una respuesta lineal del flamémetro recomendado en el manual del
equipo). Se ajustd la ecuacion de la recta por medio de una regresion lineal y se
obtuvo también el coeficiente de correlacion lineal (R?). Se evalué el coeficiente de
variacion (CV) de la pendiente y la ordenada al origen.

La precision en las mediciones flamométricas de concentracion por adicion
patrén se evalué mediante la preparacion de 200 mL de una disolucién de 2 mgL™,
se dividio en 5 alicuotas de 25 mL, cada alicuota se someti6 a la determinacion
por flamometria, tomando como adicion cero a la “muestra sintética” sola,
posteriormente se realizaron las adiciones del estandar de 100 mgL™ en el
volumen mencionado, se graficé el resultado de la absorbancia obtenida de cada
alicuota; la concentracién del analito fue la abscisa en el origen de la gréafica

obtenida, esto se realizd el mismo dia para evaluar la repetibilidad, se obtuvo el
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promedio de la concentracion medida, desviacion estandar (DE) y coeficiente de
variacion (CV). Para evaluar la reproducibilidad de las mediciones de
concentracion con el flamoémetro, se prepararon 200 mL de una disolucion de 2
mgL™ de la misma forma que se describe anteriormente, también se dividié en 5
alicuotas, pero esta vez la medida de la concentracion se realiz6 por 5 dias
diferentes en las curvas de adiciones patron. Se obtuvo el promedio de la
concentracion medida, desviacion estandar (DE) y el coeficiente de variacion (CV).

Es importante mencionar que cada disolucion adicionada fue preparada
individualmente, pues en el flamometro la muestra es absorbida, a diferencia del
meétodo de ISE donde en el mismo vaso de la disolucion de partida se realizaron
cada una de las adiciones, ya que el volumen permanecié constante.

IV.2.5 Optimizacion del método de extraccion de los iones del queso

La optimizacion del método de extracciéon de sodio y cloruro en el queso
panela se basé en algunos métodos reportados en la literatura.® ?* > Cabe
destacar que la mayoria de estos métodos se aplican para la extraccion de
cloruro, el cual se reporta como cloruro de sodio. La extraccion de sodio esta poco
documentada.? #

La clave de identificacion y de contenido de sodio reportado del queso
panela (queso G) a partir del cual se hicieron ensayos para optimizar el método de
extraccion fue de 180mg/30g (6mg de sodio/g). La concentracion de sodio
esperada en el extracto de acuerdo a esta informacién nutrimental utilizando 1g de

muestra y 100 mL de agua fue de 60 mgL™.
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En la tabla 4.2 se describen y agrupan los distintos ensayos que se
realizaron para optimizar el método de extraccion de los iones con el queso G. Se
variaron diversos factores para encontrar las condiciones para la obtencién de los

mejores factores de recuperacion en la extraccion.

Tabla 4.2 Factores evaluados en los ensayos realizados para optimizar el método de extraccion de sodio y

cloruro en el queso panela.

#de Moler Agente extractante Temperatura de Tiempo de
ensayo extraccion (°C) agitacion/
Ultrasonido
(min.)
1 En 100 mL de agua desionizada sin calentamiento 10
licuadora
2 En 100 mL de agua desionizada 60 10
licuadora
3 En 10 mL H,SO,4 0.05M 60 3,5,10
mortero
4 En 10 mL H,SO,4 0.05M 80 3,5,10
mortero
5 En 10 mL H,S0,40.05M 90 3,5,10
mortero
6 En 10 mL de H,S0O,4 0.05, 0.1, 0.5, 1M 80 10
mortero
7 En 10 mL de HNO; 0.1, 0.5, 1M 80 10
mortero
8 En 50 mL de HNO; 0.1M 80 con/sin
mortero ultrasonido
10
9 En 50 mL de H,SO, 0.1M 80 con/sin
mortero ultrasonido
10
10 En 30 mL de agua desionizada 80 Ultrasonido
mortero 10
11 En 50 mL de agua desionizada 80 Ultrasonido
mortero 10
12 En 80 mL de agua desionizada 80 Ultrasonido
mortero 10
13 En 98 mL de agua desionizada 80 Ultrasonido
mortero 10
14 En 98 mL de agua desionizada 80 Ultrasonido
mortero 5,10, 15

* En todos los casos se utilizé 1g de queso panela pesado a dos cifras decimales.
**Todos los extractos fueron filtrados a través de un filtro Whatman 41 y posteriormente llevados al aforo a

100 mL con agua desionizada.
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IV.2.6 Precision del método de ISE por estandar externo para sodio y cloruro.
Para evaluar la precision por el método de estandar externo se realizd la
extraccion con el método optimizado de un mismo lote del queso “G”, se dividié en
5 alicuotas de 25 mL a las cuales se les agrego ISA antes de llevar al aforo con el
extracto y posteriormente, el contenido de sodio y cloruro en las alicuotas fue
medido por ISE con el método de estandar externo para evaluar la repetibilidad.
Se realiz6 el tratamiento estadistico de los resultados obtenidos mediante el cual
se obtuvo el promedio de las concentraciones de los extractos, desviacion
estandar y CV. El mismo procedimiento anteriormente descrito se realiz6 con 5
extractos obtenidos en 5 dias diferentes para evaluar la reproducibilidad.
IV.2.7 Linealidad y precision del método ISE por adicion patrén para sodio y
cloruro.

Se realizaron extracciones por triplicado con el método de extraccion
optimizado, se dividieron en alicuotas de 25 mL a las que se les agreg6 ISA
correspondiente antes de llevar al aforo con el extracto. El potencial en los
extractos fue medido por el método ISE con adicion patrén tomando como adicién
cero al extracto solo. Se realiz6 la curva de calibracion por triplicado adicionando
0.5 mL del estandar de 1000 mgL™ en cuatro ocasiones para verificar la
reproducibilidad en la linealidad. Se obtuvo el coeficiente de correlacion lineal (R?)
y el coeficiente de variacion (CV) de la pendiente y la ordenada al origen.

Para evaluar la precision por el método de adicion patrén se realizd la

extraccion con el método optimizado de un mismo lote del queso “G”, se dividi6 en
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5 alicuotas de 25 mL a las que se les agrego ISA antes de llevar al aforo con el
extracto y posteriormente, el contenido de sodio y cloruro en las alicuotas fue
medido por ISE por el método de adicion patrén, tomando como adicion cero al
extracto solo. Se obtuvo el promedio de las concentraciones de las alicuotas por
medio de la formula 11 (seccidn 111.7.3), desviacion estandar y CV para evaluar la
repetibilidad. EI mismo procedimiento anteriormente descrito se realiz6 a 5
extractos obtenidos en 5 dias diferentes para evaluar la reproducibilidad.
IV.2.8 Precision del método flamométrico para sodio por estandar externo.
Para evaluar la precision del flamometro por estandar externo se realizé la
extraccion con el método optimizado de un mismo lote del queso “G”, se diluyd
hasta aproximadamente 2 mgL™ y se dividi6 en 5 alicuotas de 25 mL. Se adicion6
el estandar de 100 mgL™ usando los siguientes volimenes 0, 0.25, 0.5, 0.75y 1
mL y se sometio a la determinacion por flamometria. Cada extracto adicionado fue
preparado individualmente, es decir para una determinacion se utilizaron 5
alicuotas del mismo extracto, pues en el flamémetro la muestra es absorbida; los
valores de la absorbancia obtenida se extrapolaron en la curva de calibracién a fin
de obtener la concentracion, esto se realizO el mismo dia para evaluar la
repetibilidad y en diferentes dias para evaluar la reproducibilidad; se obtuvo el
promedio de la concentraciéon medida, desviacion estandar (DE) y coeficiente de

variacion (CV).
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IV.2.9 Linealidad y precision del método flamométrico para sodio por adicion
patron

Se evaluo la linealidad del método flamométrico para sodio por adicion
patrén, dado que de esta manera se cuantificaron las muestras. Para esto se
realizé la extraccion 3 veces el mismo dia para evaluar la repetibilidad y en 3 dias
diferentes para evaluar la reproducibilidad, en todos los casos se hizo con el
método optimizado y cada extracto se diluyd hasta aproximadamente 2 mgL™. La
adicion del estandar de 100 mgL™ se realizé usando los volimenes mencionados
en la seccion 1V.2.4.2. Después se sometid a la determinacion por flamometria. Se
obtuvo la curva de linealidad promedio a partir de las 3 mediciones realizadas el
mismo dia y los 3 dias distintos para obtener el coeficiente de correlacién (R?) y el
coeficiente de variacion (CV) de la pendiente y la ordenada al origen.

La precisibn en las mediciones de concentracion por el método
flamométrico por adicibn patrén se realizé con un extracto diluido hasta
aproximadamente 2 mgL™ y dividido en 5 fracciones. La adicion del estandar de
100 mgL™? se realiz6 usando los volimenes mencionados anteriormente y se
sometié a la determinacion por flamometria; los valores de la absorbancia
obtenida se extrapolaron en la curva de calibracion a fin de obtener la
concentracion, esto se realizé el mismo dia para evaluar la repetibilidad; se obtuvo
el promedio de la concentracidon medida, desviacion estandar (DE) y coeficiente de

variacion (CV).
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Para evaluar la reproducibilidad del flamometro se obtuvieron 5 extractos
los cuales fueron diluidos hasta 2 mgL™ pero esta vez la determinacion
flamométrica se realizé en 5 dias diferentes. Se obtuvo el promedio de la
concentracion medida, desviacion estandar (DE) y el coeficiente de variacion (CV)
para evaluar la reproducibilidad.

IV.2.10 Exactitud del método ISE.

Para evaluar la exactitud del método ISE, los iones contenidos en las
muestras provenientes de un mismo lote de queso se extrajeron, de forma
simultanea, por el método de extraccion con disolucion acuosa y por el método de
calcinacion hasta la obtencion de cenizas. Para efectuar este ultimo método, se
pes6 con exactitud 1g de queso, se sec6 en una estufa a 110°C durante 1 hora.
Posteriormente se calcind la materia organica con ayuda de un mechero de
Bunsen y por ultimo se traslad6 a una mufla donde se calciné por 3 horas a 500°C
hasta obtener cenizas blancas, se disolvieron en agua desionizada con
calentamiento a 80°C y ultrasonido durante 10 minutos. Se filtré y se llevé al aforo
a 100 mL con agua desionizada.

Se realizdé simultdneamente la calcinacion y la extraccion por el método
optimizado con agua, en 6 alicuotas del queso. Las determinaciones se realizaron
por ISE con estandarizacibn externa y adiciones patrén con los extractos
obtenidos por calcinacion hasta cenizas y los obtenidos por extraccién con
disolucién acuosa. De igual forma se realiz6 la determinacion de sodio por

flamometria Unicamente por adicion patrén, debido a la complejidad de la muestra
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y gracias a que los mejores resultados en la validacién con disoluciones estandar
se obtuvieron con adicion patron.

Todos los extractos se diluyeron hasta aproximadamente 2 mgL™. Por
altimo, se calculo el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion de
las determinaciones obtenidas de los extractos obtenidos por calcinacién y por el
meétodo optimizado. El recobro se calculé considerando que la concentracion total
(100%) para ambos iones fue aquella determinada por el método de calcinacién

hasta cenizas, ya que este es un método absoluto.
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IV.2.11 Protocolo final de extracciéon y analisis en queso panela

A continuacion se presenta la figura 1V.3 en la cual se describe mediante un diagrama del protocolo

general que se sigui6 para la determinacion de sodio y cloruro en queso panela en las muestras reales.

Determinacion de Sodio «———— (o agua desionizada. ————>

-

Agregar 2.5 mL de ISA a cada uno de
los 3 matraces volumétricos de 25 mL

-

Llevar al aforo a 25 mL
con el extracto del queso.

-

Calibrar el electrodo de sodio con
ayuda de los estandares de 10y
100mg*L" Pendiente 54-60mV.

. B

Determinacion de Na* en quesos
por el método de adicion patron

- Analisis por triplicado de 3
lotes diferentes por marca.

Tratamiento estadistico de resultados.

Queso panela. Muestrear
en distintas zonas de la
superficie e interior del
queso, homogeneizar y
moler en mortero.

Pesar 2g del queso a
dos cifras decimales

-

EXTRACCION:
Agregar 190 mL de agua desionizada y
calentar 10 min. A 80°C.

-

Aplicar ultrasonido por 10 min.

-

Filtrar y aforar a 200 mL R .
Determinacion de Cloruro

-

Agregar 0.5 mL de ISA a cada uno de
los 3 matraces volumétricos de 25 mL

-

Llevar al aforo a 25 mL
con el extracto del queso.

-

Calibrar el electrodo de cloruro con
ayuda de los estandares de 10 y
100mg*L’'- Pendiente 54-60mV.

8

Determinacion de Cl- en quesos
por el método de adicion patron

- Analisis por triplicado de 3
lotes diferentes por marca.

Tratamiento estadistico de resultados.

Figura IV.3 Protocolo final para la determinacion de sodio y cloruro en queso panela por ISE
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En este diagrama se representa todo el protocolo disefiado para la
determinacion de sodio y cloruro en quesos panela. Se describe desde el método
de extraccion y las condiciones determinadas para realizarla, la calibracion diaria
de los electrodos con disoluciones estandar, a fin de obtener un valor adecuado de
la pendiente y por ultimo la determinacibn de ambos iones por el método de
adicion patron.

Como se observa en el diagrama V.3 del protocolo final, para efectuar la
determinacidon de los iones en el queso, se aplicd el método de extraccion con
disolvente acuoso optimizado. Entonces, con ayuda de una espatula se tomaron
muestras de diferentes zonas del queso panela y se pasaron a un mortero para
molerlas en seco, procurando homogenizar hasta formar una pasta. Una vez
formada la pasta se pesaron con exactitud 2 gramos de la muestra (a dos cifras
decimales) y se agregaron 190 mL de agua desionizada y un agitador magnético.
Se calentdé hasta 80°C en una parrilla con agitaciéon constante cuidando de no
sobrepasar esa temperatura. Al momento de llegar a 80°C se retir6 del
calentamiento y se dejo enfriar ligeramente; luego se introdujo el matraz o vaso
de precipitados a un equipo de ultrasonido durante 10 minutos. Se filtré el extracto
y se llevé al aforo en un matraz de 200 mL.

Para realizar el andlisis de sodio se agregaron 2.5 mL de la disolucién de
ISA en 3 matraces, se llevaron al aforo a 25 mL con el extracto a fin de realizar
lecturas por triplicado. Para el analisis de cloruro se agregd 0.5 mL de la disolucion

de ISA en 3 matraces que se llevaron al aforo a 25 mL con el extracto a fin de
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realizar lecturas por triplicado. Después, se midio la lectura en mV de la muestra
sin adiciones y posteriormente agregando 0.25 mL de una disolucion estandar de
1000 mgL™. Esto se realizé hasta tener 4 adiciones, es decir hasta haber afiadido
1mL del estandar de 1000 mgL™ con el fin de obtener la curva y ajustar una recta
para obtener el valor de la pendiente, ya que se utilizé en la ecuacion 11 (seccion
[11.6.3). Se determind la concentracion de cada muestra con ayuda de esta formula

en los diferentes lotes de los productos.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
V.1 Linealidad y precision del sistema ISE para sodio.
V.1.1 Método de estandar externo
En la figura V.1 se presenta la curva de calibracion promedio proveniente

de las mediciones efectuadas el mismo dia por estandar externo con el electrodo

de sodio.
Log. concentracién (mglL-?)
-80 T T T 1
0.80 1.10 1.40 1.70 2.00
-100
-120
-140 |
< y =57.123x £(4.2) - 209.92 £ (1.9)
i3 R?=0.9992 *(0.2)
L
-160 -

Figura V.1 Evaluacién de la linealidad y repetibilidad del sistema con el electrodo de sodio por estandar

externo. Curva de calibracion promedio (10-100 mgL’l).

Se observo que la pendiente promedio de las 3 determinaciones el mismo
dia fue de 57.12, valor que se encuentra dentro del intervalo del valor éptimo de
54 a 60 mV. El coeficiente de variacion (4.2) de la pendiente fue aceptable al igual
gue el de la ordenada al origen (1.9), el coeficiente de correlacion fue cercano a 1.

El método de estandar externo resulto repetible y lineal.
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A continuacion, en la figura V.2 se presenta la curva de calibracion

promedio realizada en diferentes dias por estandar externo con el electrodo de

sodio.
Log concentracién (mgL™)
-80 T T T 1
0.8 1.1 1.7
-100 ¢
-120
140 - y=57.08x +(1.1)-202.3 +(0.4)
S R2=0.999 +(0.006)
E
(77
-160 -

Figura V.2 Evaluacién de la linealidad y reproducibilidad del sistema con el electrodo de sodio por estandar

externo. Curva de calibracién promedio (10-100 mgL™).

Se observo que la pendiente promedio de las 3 calibraciones fue de 57.08,
fue un valor adecuado y dentro del intervalo establecido para la determinacién por
ISE. El coeficiente de variacion (1.1) de la pendiente fue bastante aceptable al
igual que el de la ordenada al origen (0.4). Se observé también que la calibracion
por estandar externo proporciond coeficientes de correlacion muy cercanos a 1,
demostrandose asi, una excelente linealidad en la respuesta del electrodo de
sodio. El valor tan bajo del coeficiente de variacion indico una muy buena
reproducibilidad. De esta manera, se demostré que el método de estandar externo

para la medicion de sodio por ISE es un sistema lineal.
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En la tabla 5.1 se presenta la concentracion de sodio obtenida para una
“‘muestra sintética” por estandarizacion externa; esto se realizdé 5 veces el mismo
dia para evaluar la repetibilidad y en 5 dias diferentes para evaluar la
reproducibilidad en la determinacion de sodio; también se presenta la
concentracion promedio, desviacion estandar y CV. Se presentd una excelente
repetibilidad y reproducibilidad para el sistema de sodio, pues el coeficiente de

variacion en ambas evaluaciones fue muy pequenio.

Tabla 5.1 Evaluacion de la precision del electrodo de sodio por estandar externo con ISE con una disolucion

de 60 mgL™ de sodio

Estandar Externo

Ensayo Repetibilidad Reproducibilidad
(mgL™) (mgL™)
1 59.52 59.22
2 59.26 59.37
3 59.72 59.97
4 58.42 59.33
5 59.67 59.58
Promedio 59.31 59.49
DE 0.533 0.296
Ccv 0.898 0.498

El sistema ISE para la determinacion de sodio por estandar externo
demostré ser lineal, repetible y reproducible ya que en todos los casos el
coeficiente de variacion de los parametros evaluados fue muy pequefio,

demostrando asi la excelente precision del sistema.
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V.1.2 Método de adicion patron

En la figura V.3 se presenta la curva de calibracion promedio de las
mediciones realizadas en un mismo dia por adicidon patron junto con su ecuacion
de la recta y entre paréntesis el coeficiente de variacion de la pendiente, ordenada

y coeficiente de correlacién (R?).

log concentraciéon (mgL™)
_92 T T T T 1
1.75

-100

y = 53.92x % (0.2) - 198.3 * (0.2)

-102 R2=0.999 * (0.03)

E(mV)

-104 -

Figura V.3 Evaluacién de la linealidad y repetibilidad del sistema con el electrodo de sodio por adicidn patron.

Curva de calibracion promedio (60-90 mgL™).

Se obtuvo una excelente linealidad, aunque el valor de la pendiente
obtenida resultd menor al 6ptimo, esto probablemente se debié a un error

sistematico.
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En la figura V.4 se presenta la curva de calibracion promedio de sodio de la
evaluacion realizada 3 dias diferentes por adicion patrén junto con su ecuacion de
la recta y entre paréntesis el coeficiente de variacion de la pendiente, ordenada y

coeficiente de correlacion (R?).

Log. Concentracién (mglL™)
-90 T T T T 1
1.75 1.8 1.85 1.9 1.95 2
_92 L
94 +
96 [
-98
-100 T y = 53.40x £ (1.2) - 197.2 +(0.4)
R2 = 0.999  (0.5)
S -102 |
£
w
-104 -

Figura V.4 Evaluacion de la linealidad y reproducibilidad del sistema con el electrodo de sodio por adicion

patrén. Curva de calibracién promedio (60-90 mgL™).

El promedio de la pendiente fue de 53.4, este resultado esta ligeramente
por debajo de lo esperado (54 a 60mV), lo cual no impidié que las determinaciones
fueran realizadas con buena reproducibilidad. La linealidad fue excelente debido a
que el coeficiente de correlacion en cada gréafica fue cercano a 1 y el coeficiente

de variacion y la desviacion estandar fueron muy pequenos.

70



V. RESULTADOS Y DISCUSION

La precision en las mediciones por adicion patron se observa en la tabla

5.2, donde se presentan las concentraciones obtenidas en el analisis realizado en

un solo dia y en distintos dias. Se incluyé la concentracion promedio de la

“‘muestra sintética”, desviacion estandar y el coeficiente de variacion. Se aprecia

gue la concentracion obtenida el mismo dia y durante los 5 dias del andlisis fue

muy cercana a 60 mgL™. El electrodo de sodio presenté una excelente respuesta y

precision con coeficientes de variacion menores que 2%.

Tabla 5.2 Evaluacion de la precision del electrodo de sodio por adicion patrén con ISE con una disolucién de

60 mgL™" de sodio

Adicién patrén
Ensayo Repetibilidad | Reproducibilidad
(mgL™) (mgL™)
1 62.32 56.26
2 60.3 59.46
3 59.39 56.22
4 60.30 56.34
5 59.39 55.45
Promedio 60.34 55.90
DE 1.20 0.63
Ccv 1.95 1.95

En la evaluacion de la reproducibilidad, la concentracion fue ligeramente

menor que lo que se esperaba, esto es normal debido a que el estudio se realizé

en diferentes dias lo cual pudo haber ocasionado que existieran algunos cambios

en las condiciones de analisis; como la temperatura o la velocidad de agitacion,

aunqgue se procuro evitarlos.
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V.2 Linealidad y precision del sistema ISE para cloruro.
V.2.1 Método de estandar externo

En la figura V.5 se presenta la curva de calibracion promedio realizada el
mismo dia por estandar externo con el electrodo de cloruro junto con el valor de la
pendiente, ordenada al origen y coeficiente de correlacion (R?) promedio. Se
observa que el valor de la pendiente se encuentra dentro del intervalo 6ptimo de

54 a 60 mV.

160 *F

140

120 | y =-56.57x = (0.1) + 252.0 + (0.04)
R?=0.998 +(0.1)
100

80 1 1 1 J
0.8 11 14

1.7 B 2
Log. concentracion (mgL1)

Figura V.5 Evaluacion de la linealidad y repetibilidad del sistema con el electrodo de cloruro por

estandar externo. Curva de calibracién promedio (10-1000 mgL'l).
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En la figura V.6 se presenta la curva de calibracion promedio realizada en
diferentes dias por estandar externo con el electrodo de cloruro junto con el valor
de la pendiente, ordenada al origen y coeficiente de correlacion (R) promedio. En
esta figura se observa que el valor de la pendiente promedio fue de -56.44, lo cual

fue adecuado para la determinacion selectiva de iones de cloruro.

220 r

E (mV)

200

180

160

140

y =-56.44x £ (0.6) + 251.9 £ (0.3)
R2=0.998 +(0.1)

120

100 1 1 1 1 J

1 1.2 14 1.6 1.8 2
Log. concentracion (mgL?)

Figura V.6 Evaluacion de la linealidad y reproducibilidad del sistema del electrodo de cloruro por estandar

externo. Curva de calibracién promedio (10-1000 mgL™).

Analizando los datos obtenidos, se aprecio que el electrodo tuvo una buena
respuesta y que ademas fue lineal, pues el coeficiente de correlacion de la recta
fue muy cercano a 1. Ademas el método de estandar externo fue repetible, ya que
la evaluacién se realiz6 por varias veces el mismo dia y reproducible, ya que la

evaluacion se realizé por distintos dias.
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En la tabla 5.3 se presenta la concentracion de cloruro obtenida para una
“muestra sintética” de 60 mgL™ por estandarizacién externa; esto se realizé 5
veces el mismo dia para evaluar la repetibilidad y 5 dias diferentes para evaluar la
reproducibilidad en la determinacion de cloruro. También se presenta la

concentracion promedio, desviacion estandar y CV.

Tabla 5.3 Evaluacion de la precision del electrodo de cloruro por estandar externo con ISE con una disolucion

de 60 mgL™ de cloruro

Estandar externo
Ensayo Repetibilidad Estandar
(mgL™) Externo
(mgL™)
1 61.15 59.51
2 60.66 60.53
3 60.92 59.51
4 61.49 58.29
5 60.75 60.73
Promedio 60.99 59.71
DE 0.33 0.97
CVv 0.54 1.63

La repetibilidad y la reproducibilidad fueron muy buenas para el sistema ISE
de cloruro; los valores tan bajos del coeficiente de variacion indicaron una
adecuada respuesta del electrodo y por lo tanto muy buena precisién y exactitud,

pues los resultados son cercanos al valor esperado.
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V.2.2 Método de adicion patron

En la figura V.7 se presenta la curva de calibracion promedio realizada el
mismo dia por adicion patron con el electrodo de cloruro a fin de evaluar la
linealidad y repetibilidad de la recta. Se presenta el valor de la pendiente,
ordenada al origen, coeficiente de correlacién lineal (R?) promedio y el coeficiente
de variacion entre paréntesis. Se observa que el coeficiente de variacion de cada
pardmetro evaluado es pequefio, demostrandose asi poca variabilidad en las
determinaciones y una excelente repetibilidad, el valor de la pendiente es menor al

esperado, a pesar de eso las determinaciones se realizaron con precision.

156 r
S
E 54 |
w
152 y = -53.62x + (0.7) + 249.0 £ (0.5)
R2=0.987 + (0.1)
150
148
146 [
144 x
142 1 1 1 1 J
1.75 1.8 1.85 1.9 1.95 2
Log. concentracién (mglL?)

Figura V.7 Evaluacion de la linealidad y repetibilidad del sistema con el electrodo de cloruro por

adicion patrén. Curva de calibracion promedio (60-90 mgL™).
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En la figura V.8 se presenta la curva de calibraciéon promedio obtenidas en
diferentes dias por adicion patron con el electrodo de cloruro, se incluye la
pendiente, ordenada y coeficiente de correlacién lineal (R?). También, entre
paréntesis se presentan los coeficientes de variacion de los parametros

mencionados.

156

E (mV)

y = -54.14x + (0.2) + 249.0 * (0.5)

154
X R? = 0.996 + (0.5)

152
150 XK
148
146
144

142

140 1 1 1 1 1

1.75 1.8 1.85 1.9 1.95 2
Log. concentracién (mglL-?)

Figura V.8 Evaluacion de la linealidad y reproducibilidad del sistema del electrodo de cloruro por adicion

patron. Curva de calibracién promedio (60-90 mgL™).

La pendiente promedio fue de -54.14, valor que se consider6 adecuado.
Con respecto a la linealidad, el coeficiente de correlacion fue muy cercano a 1 por
lo que se consider6 como una excelente respuesta lineal del electrodo. El
coeficiente de variacion fue bajo para (R?), pero en comparacion con el método de
estandar externo fue un poco mayor. Este estudio comprobd que el electrodo
posee buena linealidad, repetibilidad y reproducibilidad en el andlisis del ion

cloruro.
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La precision en las mediciones de concentracion obtenidas con el electrodo
de cloruro por adicion patrén se puede observar en la tabla 5.4 para el analisis de
una disolucién realizado en un solo dia y durante distintos dias. Se incluyo el valor
de la concentracion promedio de la disolucion, la desviacion estandar y el
coeficiente de variacion.

Debido a que el ion cloruro no es reportado en la etiqueta de los quesos, se
opté por utilizar una disolucién de partida de 60 mgL™, como en el caso del sodio,
ignorando el exceso que proviene de los aditivos con sales de cloruro que se

agregan durante la elaboracion de los quesos.

Tabla 5.4 Evaluacion de la precision del electrodo de cloruro por adicion patrén con ISE con una disolucion de

60 mgL™ de cloruro.

Adicion patron
Ensayo Repetibilidad | Reproducibilidad
(mgL™) (mg*L™)
1 59.51 60.73
2 60.53 72.17
3 59.51 65.13
4 60.72 71.83
5 60.91 71.83
Promedio 60.23 68.33
DE 0.67 5.17
CVv 1.12 7.57

La concentracion obtenida en la evaluacion de la repetibilidad fue similar y
el coeficiente de variacion fue pequefio (1.1), lo cual es bueno para la
determinacion de cloruro; esto indic6 que la repetibilidad fue adecuada. Se
observd que el valor de la concentracidon que se obtuvo en la evaluacion de la

reproducibilidad tuvo mayor variabilidad (7.5) que la realizada el mismo dia. Esto
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pudo haber sido debido a errores al momento de preparar las disoluciones en los
diferentes dias, al momento de pesar, de llevar al aforo, ya que es importante
mencionar que el estandar que se agregé siempre fue el mismo.

Globalmente, considerando ambos iones, se observo que la validacion del
sistema por el método de estandar externo demostré6 ser mas repetible,
reproducible y lineal que por adicion patron. Sin embargo, se seleccion6 el método
de adicion patron para minimizar errores en las determinaciones de sodio y cloruro
en el queso panela, debido a que el extracto de queso es una matriz compleja. En
algunos casos los valores de la pendiente fueron inferiores a lo esperado, esto
pudo haber sido debido a que los electrodos eran nuevos y muchas veces son
mas sensibles, asi que cualquier pequefia desviacidon o desarrollo experimental
realizado diferente pudo influir en los resultados (peso del estandar de cloruro de
sodio, al momento de llevar al aforo, velocidad de agitacion, temperatura de las

disoluciones estandar).
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V.3 Linealidad y precision del sistema flamomeétrico para sodio
V.3.1 Método de estandar externo

En la figura V.9 se presenta la curva promedio de las mediciones
realizadas el mismo dia por flamometria por estandar externo para sodio y en la
figura V.10 de las curvas obtenidas en diferentes dias. El valor de la pendiente,
ordenada al origen y coeficiente de correlacién lineal (R? promedio, con sus

coeficientes de variacion entre paréntesis se presentan en las figuras.

70

<

60

50

40

30 |

y = 9.882x +(0.3) + 1.540 * (6.0)

20 R2 = 0,995 + (0.051)

0 ‘ 1 1 1 1 1 1 )
0 1 2 3 4 5 6 7

Concentracion (mgL-1)

Figura V.9 Evaluacion de la linealidad y repetibilidad del método de flamometria por estAndar externo para

sodio. Curva de calibraciéon promedio (0-6 mgL'l).
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70 r

60

50

40

30

20 y = 10.06x * (1.1) + 0.950 + (17.2)

R*=0.997 £(0.1)
10

0 1 2 3 4 5 6 7
Concentracion (mgL-1)

Figura V.10 Evaluacion de la linealidad y reproducibilidad del método de flamometria por estandar externo

para sodio. Curva de calibracién promedio (0-6 mgL™).

En este método flamométrico se corroboré su buena linealidad, repetibilidad
y reproducibilidad para la determinacidon de sodio, aunque los resultados
presentaron mayor variacion para la ordenada al origen que los obtenidos por el
método de ISE. Probablemente debido a errores al preparar las disoluciones cada
dia de analisis. Por lo tanto, esto indicé que era necesario realizar la calibracion

cada dia en gque las muestras fueron medidas.
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En la tabla 5.5 se presenta la concentracion de sodio obtenida por
estandarizacion externa para una “muestra sintética” preparada a una
concentracién de 2 mgL™; esto se realiz6 5 veces el mismo dia para evaluar la
repetibilidad y en 5 dias diferentes para evaluar la reproducibilidad. También se

presenta la concentracion promedio, desviacion estandar y CV.

Tabla 5.5 Evaluacion de la precision del método flamométrico para la determinacién de sodio por estandar

externo con una disolucion de 2 mgL™ de sodio

Estandar externo
Ensayo Repetibilidad Reproducibilidad
(mgL™) (mgL™)
1 2.47 2.98
2 2.89 2.76
3 2.49 2.65
4 2.55 3.01
5 2.81 2.42
Promedio 2.64 2.76
DE 0.19 0.24
CVv 7.35 8.83

La precision del método flamométrico por estandar externo fue buena, sin
embargo present6 coeficientes de variacién superiores a los obtenidos por ISE y
resultados muy dispersos, probablemente debido a que en este método se
tuvieron que diluir las disoluciones ya que se manejan concentraciones muy bajas,
lo cual pone en desventaja a este método pues al compararlo con ISE resultd

menos repetible, reproducible y exacto.
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V.3.2 Método de adicion patron

En la figura V.11 se presenta la curva promedio por flamometria con
adicion patron para sodio, de las 3 curvas realizadas un mismo dia. También el
valor de la pendiente, ordenada al origen y coeficiente de correlaciéon promedio

con sus coeficientes de variacion entre paréntesis.

70 r
<
60
50
40
30 y=36x£(5.3) + 22 £ (4.6)
R2=0.995 +(0.56)
20
10
O 1 1 1 1 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Concentracion (mgL-1)

Figura V.11 Evaluacion de la linealidad y repetibilidad del método de flamometria por adicion patrén para

sodio. Curva de calibraciéon promedio (2-6 mgL'l).

La linealidad fue buena, el coeficiente de correlacién lineal (R?) fue
aceptable, en cuanto al coeficiente de variacion de la pendiente (5.3) y de la
ordenada al origen (4.6) aunque fueron ligeramente elevados, los valores

resultaron aceptables.
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En la figura V.12 se presenta la curva promedio por flamometria con adicion
patron para sodio, de 3 diferentes dias. También el valor de la pendiente,
ordenada al origen y coeficiente de correlaciéon promedio con sus coeficientes de

variacion entre paréntesis.

70
<
60 [
50
40
30
20
y=31.2x £(5.2) + 21.8 £ (6.0)
2 +

10 - R?=0.954 % (0.5)

0 1 1 1 1 J

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Concentracion (mgL-1)

Figura V.12 Evaluacion de la linealidad y reproducibilidad del método de flamometria por adicion patrén para

sodio. Curva de calibracion promedio (2-6 mgL™).

La respuesta del flamémetro con el método de adicion patron, fue menos
lineal que el método de ISE, ya que el coeficiente de correlacion fue menor. Aln
asi, debido a la complejidad de la muestra que se utilizd, este método pudo servir
como referencia, considerando intervalos de confianza mayores que los del
meétodo ISE. El método de adicion patréon minimiza los efectos de matriz en
muestras muy complejas y puede usarse en la determinacion de sodio cuando la
muestra del queso presente muchas interferencias y por lo tanto, mucha variacion

en las mediciones por estandar externo.
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En seguida, en la tabla 5.6 se presenta la concentracion de sodio obtenida
por adicién patron para una “muestra sintética” preparada a una concentracién de
2 mgL™; esto se realiz6 5 veces el mismo dia para evaluar la repetibilidad y 5 dias
diferentes para evaluar la reproducibilidad. También se presenta la concentracion

promedio, desviacion estandar y CV.

Tabla 5.6 Evaluacion de la precision del método flamométrico para la determinacion de sodio por adicion

patron con una disolucion de 2 mgL™ de sodio

Adicion patron
Ensayo Repetibilidad Reproducibilidad
(mgL™) (mgL™)
1 3.11 3.36
2 2.99 3.67
3 2.76 2.98
4 2.54 291
5 2.79 3.14
Promedio 2.83 3.21
DE 0.22 0.30
Ccv 7.76 9.62

La precision del método flamométrico por adicion patrén fue buena, sin
embargo, nuevamente se demostréo que los resultados mas lineales, repetibles,
reproducibles y exactos fueron los obtenidos por el método ISE, ya que en todos
los casos el coeficiente de variacion fue menor y los resultados fueron muy
cercanos al valor esperado demostrando asi la excelente precision y exactitud de

ISE en comparacion con flamometria.
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V.4 Optimizacion del método de extracciéon de los iones del queso

Antes de poder realizar la validacion del método ISE de determinacion
selectiva de sodio y cloruro se procedid a optimizar un protocolo de extraccion
realizando los ensayos enlistados en la tabla 4.2 (pagina 56).

A continuacion, la figura V.13 se presenta las concentraciones de los iones
obtenidas con las condiciones del primer y segundo ensayo:
Condiciones: Moler en licuadora
Tiempo de agitacién 10 minutos.
Volumen= 100 mL de agua desionizada.

Variables: 1. sin calentar, 2. calentando 60°C

Valor reportado en la etigueta
B ———————— B Ma+
"."_h 55 -
F, cl-
= 5|:| .
=
% 45 -
a 40 A
=
8 35 -
30 A
25 -J -
ID L T 1
1 2
Ensayo

Figura V.13 Extraccion de sodio y cloruro de 1g de queso con 100 mL de agua desionizada como extractante.

1) Sin calentamiento 2) calentamiento 80°C.
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Se puede apreciar que no hay diferencia en cuanto a la aplicacion de calor
al momento de realizar la extraccion para ambos iones. Para sodio, es importante
destacar que se esperaba una concentracién de 60 mgL™ (valor reportado en la
etiqueta) en el extracto. En el caso de cloruro, su concentracion no se reporta en
la etiqueta, pero se admite que es mayor debido a que a los quesos se le agrega
CaCl, y ademas la relacién en gramos de cloruro con respecto al sodio presentes
en el cloruro de sodio es aproximadamente de 2 veces mayor. Entonces, se puede
apreciar que la concentracion de sodio en el extracto fue menor a la esperada;
siendo esta de 27 mgL™ en los 2 ensayos, lo mismo sucedié para el ion cloruro
cuya concentraciéon se encontré alrededor de 52 mgL™ en el extracto, la cual

aunqgue fue mayor con respecto al sodio, alin no se obtuvo un recobro adecuado.
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Las figuras V.14 y V.15 muestran los resultados obtenidos para sodio y
cloruro respectivamente tras evaluar 3 distintas temperaturas de extraccion y 3
tiempos de agitacion utilizando acido sulfturico (H,SO4) como extractante. Estos
ensayos se encuentran descritos en la tabla 4.2 como ensayo 3, 4y 5.
Condiciones: Moler en mortero
Volumen=10 mL de acido sulfarico (H,S0,4) 0.05M
Tiempo agitacion= 3, 5, 10 minutos.

Variables: Temperatura (60, 80 y 90°C)

Valor reportado en la etigueta
60 S ———
33 7 - # —3min.
L 50 -
£
= 5 min.
= 45
=
E 40 -
E 35 - --""l“":‘-_‘, min.
8 ;'r.'..-r"' ‘_-_;_.‘
.:-:1 Ll ".-‘_
30 - =" .
-’ T
25 -
2':' T T 1
eleC a0ec oQec
Temperatura (2C)

Figura V.14 Extraccion de sodio de 1g de queso con &cido sulfarico como extractante a diferente temperatura

y tiempos de agitacion.
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En la figura V.14 se aprecia el efecto de la temperatura sobre la extraccion
de sodio en donde a 80°C se presenta una concentracion mas alta en el extracto,
comparada con 60 y 90°C, que provocaron una extraccion menor del ion, aunque
no existe relacion en la tendencia de disminuir al aumentar la temperatura. Por lo
tanto, la temperatura fue un factor importante que se debié cuidar de no disminuir
de 80°C al momento de la extraccion.

También se evalué el tiempo de agitacion (3, 5 y 10 minutos), el cual no

afectd a la extraccion del ion sodio.

Valor reportado en la etigueta
R —

7, 55 - —4#— 3 min.
=]
E
g .
= 5 min.
g
a 50 -
= —k— 10 min.
)

45 T T !

g0eC aoec opec
Temperatura (2C)

Figura V.15 Extraccion de cloruro de 1g de queso con &cido sulfarico como extractante a diferente

temperatura y tiempos de agitacion.

En la figura V.15 que corresponde a las concentraciones de cloruro
obtenidas, se demuestra el mismo comportamiento en el intervalo de temperatura
de 60°C a 90°C, con el maximo recobro a 80°C. Es importante destacar que en

este ion si influyd el tiempo de agitacion durante la extraccion, pues se aprecié una
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mayor concentracion en el extracto conforme el tiempo de agitacion fue
aumentando. El tiempo de 10 minutos fue seleccionado entonces para los
siguientes ensayos.

A continuacion se presentan las figuras V.16 y V.17 en las cuales se
muestran los resultados de los ensayos 6 y 7, enlistados en la tabla 4.2 (pagina
56), realizados variando el tipo de acido en disolucién acuosa y su concentracion.
Condiciones: Moler en mortero
Temperatura= 80°C
Tiempo agitacion= 10 minutos.

Variables: Concentracion del acido en disolucién acuosa (0.05, 0.1, 0.5, 1M)
Tipo de &cido: acido sulfarico (H.SO,4) o acido nitrico (HNO3) en un volumen de

10mL en ambos casos.

Valor reportado en la etigueta
&0

50 - ——H2504
HNO3

40 A

Concemtracion (mglL?)

30 A

20 T T T 1

(.05 0.1 05 1
concentracion [moll?)

Figura V.16 Extraccion de sodio de 1g de queso con acido sulfurico y &cido nitrico a diferentes

concentraciones.
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En la figura V.16 se puede apreciar que para la extraccion de sodio resulto
mejor una concentracion menor de acido sulfurico, ya que asi se extrajo mejor
este ion. Al utilizar acido nitrico ocurrio lo contrario; mientras mayor fue la
concentracion mejoro la extraccion del ion pero no llegd a tener el mismo recobro

gue con el acido sulfarico en concentraciones de 0.05y 0.1M.

70 A
65 A
% Valor reportado en la etigueta
T 60 - -
= Vi h
=
:E 23 7 ‘\_/
E
=)
5 50 —4—H2504
HNO3Z
45 -
40 T T T ]
0.05 01 05 1
Concentracion (maolL1)

Figura V.17 Extraccion de cloruro de 1g de queso con acido sulfurico y acido nitrico a diferentes

concentraciones.

Para el cloruro los resultados fueron muy diferentes entre si, ya que no se
mostré una tendencia respecto al tipo de acido utilizado ni respecto a la
concentracion; lo destacable fue que el mejor resultado se consiguio utilizando

acido sulfuirico en una concentracion de 0.5M.
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En las figuras V.18 y V.19 se presentan los resultados de los ensayos 8y 9
que se realizaron para verificar si tenia algun efecto favorable la aplicacion de
ultrasonido durante la extraccion de los iones utilizando disoluciones acuosas
0.1M de &acido sulfarico y nitrico como agentes extractantes.

Condiciones: Moler en mortero
Temp.= 80°C
Volumen= 50 mL de acido sulftrico (H,SO,) y acido nitrico (HNO3) 0.1M.

Variables: con y sin aplicacion de ultrasonido (10 min.).

80 A
= Nat+

Cl-
70 A

Valor reportado en la etigueta
60

Concentracidn (mgLY)

40 ~— +

30 T |
HMO30.1M HMO3 0.1M + ultrasonido

ensayo

Figura V.18 Extraccion de sodio y cloruro de 1g de queso con acido nitrico 0.1M y evaluacion del efecto en la

aplicacion de ultrasonido.

En la figura V.18 se puede apreciar que en la extraccion de sodio con acido
nitrico se obtuvo un aumento en el recobro utilizando un mayor volumen de

disolucion acuosa acidificada (50 mL, 0.1M), que al comparar con el recobro
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obtenido en la figura V.16 en donde sélo se utiliz6 10 mL de disolucion acuosa de
acido nitrico 0.1M. Asi, la maxima concentracion obtenida con 10 mL fue cercana
a 30 mgL™* mientras que utilizando 50 mL la concentracién fue de 40 mgL™. En
cuanto a la aplicacidon de ultrasonido no se aprecié un efecto en la variacion de la
concentracion de sodio en el extracto.

Para cloruro, se aprecid un aumento mas notable en la concentracion
obtenida (80 mgL™ con 50 mL) comparando con la figura V.4.5, en donde la mayor
concentracion al agregar 10 mL de acido nitrico 0.1 M en solucién acuosa fue de
aproximadamente 60 mgL™. Ademas en este caso si se aprecié un aumento en el

recobro de 80 mgL™ sin ultrasonido a 83 mgL™ con ultrasonido.

o0 -

—— Na+
B0 -

Cl-

£0 Valor reportado en la etigueta

Concentracidn (mgLY)

40 - —

30 T 1

H25040.1M H25040.1M + ultrasonido
ensayo

Figura V.19 Extraccion de sodio y cloruro de 1g de queso con acido sulfdrico 0.1M y evaluacion del efecto en

la aplicacion de ultrasonido.
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Ahora bien, al utilizar 50 mL de una disolucion acuosa del acido sulfarico
0.1M se favorecio el recobro de sodio. En efecto, si comparamos la figura V.16
con la V.19 para el ion sodio se observa que a mayor volumen del extractante
aumento el recobro de 37 mgL™ a 45 mgL™ (con 50 mL). Sin embargo, en este
caso, después de que se aplico ultrasonido, la concentracién de sodio disminuyo a
30 mgL™.

Para el cloruro al comparar la figura V.19 con la figura V.17 nuevamente se
observé que aumenté la concentracion de 60 mgL™ hasta 80 mgL™.

Los ensayos ilustrados en las figuras V.18 y V.19 que se realizaron con
50mL de los dos diferentes acidos corroboraron la informacién respecto a que el
volumen del agente extractante utilizado fue de suma importancia ya que a mayor
volumen, mayor la cantidad de iones que se solubilizaron para mejorar el
rendimiento de la extraccion. Sin embargo, se considerd inconveniente que la
acidez del medio debe ser neutralizada para poder trabajar por ISE. Por lo tanto,
se decidi6 aplicar solamente agua desionizada como extractante de los iones en el

queso.
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En la figura V.20 se presentan los resultados de los ensayos 10 al 13 de la
tabla 4.2, realizados variando el volumen de agua desionizada, sin la adicion de
acido.

Condiciones: Moler en mortero
Temperatura= 80°C
Tiempo ultrasonido= 10 min.

Variables: Volumen agua desionizada (30, 50 80, 98 mL).

1400
a0

80 -
—tp— [+

Walor reportade en la etigueta Cl-

&0

50

10 - /‘*\o

30 A

Concentracion (mgL?)

20 T T T 1
30 50 80 o8

Volumen (mL}

Figura V.20 Extraccion de sodio y cloruro de 1g de queso con diferentes volimenes de agua desionizada

como extractante.

El aumento de la concentracion de ambos iones conforme aumenta el
volumen del agente extractante se puede observar en las 2 curvas presentadas;
esto se debid a que hay mayor oportunidad de disolverse en un mayor volumen de

extractante. Se extrajo hasta 50 mgL™ de sodio con 80 mL y 90 mgL™ de cloruro
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con 98mL de agua desionizada. Se selecciond el volumen de 98 mL para el
ensayo posterior.

Por dltimo se presenta la figura V.21 perteneciente a los ensayos en los que
se evaluo el efecto del tiempo de ultrasonido para la extraccion de los iones con
un volumen fijo de extractante acuoso y sin acidificar (ensayo 14).

Condiciones: Moler en mortero
Temperatura= 80°C
Volumen extractante= 98 mL agua desionizada.

Variables: tiempo ultrasonido (5, 10, 15 minutos).

80 A

80 -

70 7 —4— Na+

Valorreportado en la etigueta cl-

&0

Concentraciin (mglLl)

40 A f— o

30 T T 1

5 10 15
tiempo de ultrasonido (min.)

Figura V.21 Extraccion de sodio y cloruro de 1g de queso con agua desionizada aplicando ultrasonido a

diferentes tiempos.

Las curvas de la figura V.21 permiten observar que el tiempo de ultrasonido

no tuvo un efecto para favorecer o perjudicar la extraccion de los iones en estudio.
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Por lo tanto, a partir de los estudios que se realizaron para optimizar la
extraccion de los iones sodio y cloruro se dedujo lo siguiente: 1) que la
temperatura de extraccion fue importante y 2) el volumen de extractante y el
tiempo de agitacion (solamente para cloruro) fueron factores que ayudaron a
solubilizar mejor los iones. La temperatura adecuada para efectuar la extraccion
resulté ser de 80°C con un tiempo de agitacion de 10 minutos y el volumen ideal
del extractante de 80 a 100 mL de agua.

Reconsiderando los ensayos en los que se utilizé acido, se observé que si
se logré extraer al sodio y cloruro, pues el pH bajo si logré precipitar las proteinas
y liberar a los iones, aunque el agua desionizada sola logré liberar cantidades
mayores de los dos iones con respecto al agua acidificada. Entonces
considerando que el ion H" interfiere en las lecturas del electrodo de sodio en un
intervalo de pH de 0 a 5.5 y que en los manuales de ambos electrodos se
establece que el pH apropiado para las determinaciones es de 6-12 para sodio y
2-12 para cloruro, la extraccion con acido se considerd con desventajas.

Por lo tanto, se seleccionaron 98 mL de agua desionizada sin acidificar, con
calentamiento a 80°C con posterior aplicacion de 10 minutos de ultrasonido en el

meétodo para la extraccion.
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V.5 Precisiéon del método ISE para sodio por estandar externo

La concentracion de sodio obtenida para un extracto real de queso panela
por estandarizacion externa se presenta en la tabla 5.7 esto se realizé 5 veces el
mismo dia al mismo extracto para evaluar la repetibilidad del método de
determinacién con muestra y 5 mediciones a extractos obtenidos en 5 dias
diferentes para evaluar la reproducibilidad. También se presenta la concentracion

promedio, desviacion estandar y CV.

Tabla 5.7 Evaluacion de la precision del método ISE para sodio por estandar externo. Determinacion de sodio

en los extractos de queso.

Estandar externo
Ensayo Repetibilidad Reproducibilidad
(mgL™) (mgL™)
1 65.21 57.85
2 65.23 57.37
3 64.96 56.88
4 56.66 59.11
5 57.13 58.93
Promedio 61.84 58.03
DE 452 0.97
CVv 7.30 1.67

Las medidas obtenidas con el electrodo de sodio se extrapolaron en la
curva de calibracién por estandar externo (realizada con disoluciones estandar de
10 a 100 mgL™) por medio de la ecuacién de la recta obtenida, de esta forma se
calculo la concentracion del extracto. Se puede observar que la variabilidad es
poca y que la concentracion determinada siempre fue cercana al valor esperado

(60 mgL™), por lo que se dedujo que el electrodo de sodio es suficientemente
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preciso para poder realizar las determinaciones en extractos de queso panela por
estandarizacion externa.
V.6 Precision del método ISE para cloruro por estandar externo

La concentracion de cloruro obtenida para un extracto por estandarizacion
externa se presenta en la tabla 5.8. Se realizé 5 veces el mismo dia al mismo
extracto para evaluar la repetibilidad del método de determinacion con muestray 5
mediciones a 5 extractos obtenidos en dias diferentes para evaluar la
reproducibilidad. También se presenta la concentracion promedio, desviacion

estandary CV.

Tabla 5.8 Evaluacion de la precision del método ISE para cloruro por estandar externo. Determinacion de la

concentracion de cloruro en los extractos de queso.

Estandar externo
Ensayo Repetibilidad | Reproducibilidad
(mgL™) (mgL™)
1 109.19 122.39
2 114.86 138.28
3 109.79 127.26
4 109.85 122.06
5 109.55 115.78
Promedio 110.65 125.15
DE 2.37 8.39
Ccv 2.14 6.71
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V.7 Linealidad y precision del método ISE para sodio por adicion patrén

A continuacion en la figura V.22 se presenta la curva que representa la
linealidad promedio para sodio obtenida durante 3 dias de analisis a tres extractos
diferentes de la misma muestra. Se presenta la ecuacion de la recta con la
pendiente, ordenada al origen y coeficiente de correlacién (R?) y entre paréntesis

el coeficiente de variacion de cada parametro.

Log. concentracién (mglL?)
'1 14 T T T T 1

2

-116

-118

-120

-122

-124 - y=59.308x - 231.49
R?Z=1

-126

E(mV)

-128 -

Figura V.22 Linealidad promedio del método de determinacion de sodio por adicion patrén.

En este caso, el parAmetro de importancia en esta evaluacién fue el
coeficiente de correlacion lineal, ya que ayudé a determinar la buena linealidad del

método de determinacién de sodio por adicién patrén.
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La concentracion de sodio obtenida para un extracto por adicién patrén se
presenta en la tabla 5.9; esto se realizd 5 veces el mismo dia al mismo extracto
para evaluar la repetibilidad del método de determinacién con muestra y en 5 dias
diferentes para evaluar la reproducibilidad. En la tabla se presenta la

concentracion promedio, desviacion estandar y CV.

Tabla 5.9 Evaluacion de la precision del método ISE para sodio por adicion patrén. Determinacion de la

concentracion de sodio en los extractos de queso.

Adicién patrén
Ensayo Repetibilidad Reproducibilidad
(mgL™) (mgL™)
1 58.42 60.78
2 59.72 62.92
3 57.99 59.13
4 59.52 57.46
5 59.26 62.32
Promedio 58.98 60.52
DE 0.74 2.26
Ccv 1.26 3.73

Se pudo apreciar que la repetibilidad fue buena debido a que hubo poca
variabilidad (1.26) en las determinaciones realizadas un mismo dia, aunque la
reproducibilidad tuvo un coeficiente de variacién superior (3.7), fue aceptable pues
las determinaciones se realizaron distintos dias aunque se procurd que las

condiciones fueran las mismas.
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V.8 Linealidad y precision del método ISE para cloruro por adicion patron

A continuacion en la figura V.23 se presenta la curva que representa la
linealidad promedio para cloruro obtenida durante 3 dias de analisis a tres
extractos diferentes. Se presenta la ecuacion de la recta con la pendiente,
ordenada al origen y coeficiente de correlacién (R?) y entre paréntesis el

coeficiente de variacion de cada parametro.

154

E(mV)

152 X

150

148

146

144 y =-54.369x +247.83

R*=0.9983

142

140 1 1 1 1 J
1.75 1.8 1.85 1.9 1.95 2
Log. concentracién (mglL-?)

Figura V.23 Linealidad promedio del método de determinacion de cloruro por adicion patron.

Se aprecia que la respuesta lineal del electrodo fue bastante buena, ya que
el coeficiente de correlacién lineal fue muy cercano a 1 (valor 6ptimo), por lo que

es lineal la determinacioén de cloruro en la muestra.
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La concentracion de cloruro obtenida para unos extractos por adicion patron
se presenta en la tabla 5.10; esto se realizé 5 veces el mismo dia al mismo
extracto para evaluar la repetibilidad del método de determinacion con muestray a
5 diferentes extractos obtenidos en 5 dias diferentes para evaluar la
reproducibilidad. En la tabla se presenta la concentracion promedio, desviacion

estandary CV.

Tabla 5.10 Evaluacion de la precision del método ISE para cloruro por adicion patron. Determinacion de la

concentracion de cloruro en los extractos de queso.

Adicién patrén
Ensayo Repetibilidad Reproducibilidad
(mgL™) (mgL™)
1 92.56 77.21
2 92.56 86.92
3 88.87 87.81
4 88.87 84.39
5 79.31 77.09
Promedio 88.43 82.68
DE 5.42 5.21
Ccv 6.13 6.3

Se observé lo contrario que para el ion sodio, ya que el coeficiente de
variacion del cloruro por adiciones estandar (6.1) fue mayor que por estandar
externo (2.3), aunque aceptable tratandose de la matriz compleja. Por el contrario,
las concentraciones determinadas fueron menores por adicién patron, indicando
un mayor efecto de los iones interferentes de la matriz en la medicion de este ion.
Esta tendencia se presentd en todos los extractos de queso, por lo que resulta

mas confiable el método de adiciones patron ya que si existe alguna interferencia
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que pueda ocasionar algun error, estara presente en todos los extractos y
muestras a evaluar.

Estos resultados indicaron que es mas recomendable trabajar con el
meétodo ISE de cuantificacion por adiciones patron para esta muestra.
V.9 Precision del método flamomeétrico para sodio por estandar externo

La concentracion de sodio obtenida por flamometria para un extracto real
de queso panela por estandarizacion externa se presenta en la tabla 5.11 esto se
realizé 5 veces el mismo dia al mismo extracto para evaluar la repetibilidad del
meétodo de determinacion con muestra y 5 mediciones a extractos obtenidos en 5
dias diferentes para evaluar la reproducibilidad. También se presenta la

concentracion promedio, desviacion estandar y CV.

Tabla 5.11 Evaluacion de la precision del método flamométrico para sodio por estandar externo.

Determinacién de sodio en los extractos de queso.

Estandar externo
Ensayo Repetibilidad Reproducibilidad
(mgL™) (mgL™)
1 69.2 62.94
2 71.2 49.4
3 65.5 58.02
4 60.7 55.49
5 73.4 65.59
Promedio 68.00 58.29
DE 5.01 6.36
CVv 7.3 10.91

En la tabla 5.11 se puede apreciar que el coeficiente de variacion para la
evaluacion de la repetibilidad resultd de 7.3 y 10.9 en la reproducibilidad, el

extracto de queso es una matriz compleja y se demuestra al obtener estos
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coeficientes de variacion, por lo que se recomienda el uso del método de adicion
patrén para las determinaciones. Otra desventaja del uso de la flamometria es que
al momento de realizar las diluciones de las muestras se presenta una posibilidad
de errores experimentales.
V.10 Linealidad y precision del método flamométrico para sodio por adicidon
patron

Se evalugd la linealidad del método flamométrico por adicion patron con el
extracto del queso. En la figura V.24 se presenta la curva que representa la
linealidad promedio para sodio por flamometria obtenida durante 3 dias de analisis
a tres extractos diferentes. Se presenta la ecuacion de la recta con la pendiente,
ordenada al origen y coeficiente de correlacién (R? y entre paréntesis el

coeficiente de variacion de cada parametro.
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40

30 y=38.52x+23.04
R?=0.9946
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concentracién (mgL)

Figura V.24 Linealidad promedio del método de determinacion de sodio por adicion patron con flamometria.
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La linealidad del método flamométrico fue buena, aunque los coeficientes
de variacidon mas altos que para ISE, en los parametros evaluados, el coeficiente
de correlacién lineal (R?) fue muy bueno, ya que fue cercano a 1 (valor 6ptimo).

Se realiz6 la evaluacion para los mismos extractos evaluados por ISE. En la
tabla 5.12 se presenta la concentracion obtenida de un extracto evaluado 5 veces
el mismo dia para verificar la repetibilidad del método de determinacién con
muestra y a 5 diferentes extractos obtenidos en 5 dias diferentes para evaluar la
reproducibilidad con muestra por adicion patrén. También se presenta la
concentracion promedio, desviacion estandar y CV.

La concentracidon se presenta ya tomando en cuenta la dilucion, ya que en
la determinacion flamométrica se diluyd el extracto hasta 2 mgL™ de sodio, para
realizar la cuantificacion como se recomend6é en el manual evitando pasar a

concentraciones superiores a 6 mgL™.

Tabla 5.12 Evaluacion de la precision del método flamométrico para sodio por adicion patron. Determinacion

de la concentracion de sodio en los extractos de queso.

Adicion patron
Ensayo Repetibilidad Reproducibilidad
(mgL™) (mgL™)
1 68.74 71.2
2 63.2 75.1
3 59.34 66.4
4 70.51 70.7
5 66.22 63.9
Promedio 65.60 69.46
DE 4.45 4.38
CVv 6.79 6.31
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En algunos casos la concentracion obtenida fue superior a lo esperado,
dando como resultado una variabilidad superior que la obtenida por ISE, debido a
que el flamometro es un instrumento muy sensible y el error en las disoluciones
(que se prepararon por separado) de sodio es mas importante en disoluciones con
concentraciones muy bajas como las que se manejaron.

V.11 Exactitud del método ISE.

Todos los alimentos contienen elementos minerales formando parte de los
compuestos organicos e inorganicos. Es muy dificil determinarlos tal y como se
presentan en los alimentos, la calcinacion fue utilizada para destruir toda la
materia organica y asi se conservo Unicamente la parte inorganica del queso en la
cual se encuentran el sodio y el cloruro. Este método absoluto se utilizé como
referencia del contenido total de los iones en el queso analizado y asi se pudo
aplicar un factor de correccién por recobro para todas las muestras de queso

panela.
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A continuacion se presentan en la tabla 5.13 las concentraciones de sodio
en los extractos obtenidos el mismo dia por el método de calcinacién hasta
cenizas de la misma muestra de queso. Los extractos fueron analizados por

estandar externo y adicion patrén.

Tabla 5.13 Sodio determinado con ISE en extractos obtenidos por el método de calcinacion hasta cenizas.

Método de
cuantificacion
Ensayo Estandar Adicién
Externo patrén
(mg*L™h) | (mg*L?)
1 64.23 60.26
2 63.76 60.26
3 64 60.26
4 65.02 58.82
5 66.31 63.33
6 65.82 61.76
Promedio 64.86 60.78
DE 1.04 1.56
Ccv 1.60 2.56
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En la tabla 5.14 se puede apreciar que ambos métodos proporcionaron
concentraciones diferentes de sodio en el extracto. El método de estandar externo
presentd valores superiores. En cuanto a la desviacion y al coeficiente de
variacion, estos fueron aceptables. Ademas, estos ensayos corroboraron la
concentracion establecida en el etiquetado del queso respecto al contenido de
sodio. El método de calcinacion hasta cenizas es un método absoluto de
extraccion, los resultados arrojados permitieron deducir la cantidad total de sodio
en el queso y por lo tanto se utilizaron para calcular los recobros obtenidos

mediante el método de extraccion optimizado con agua y ultrasonido.

Tabla 5.14 Sodio determinado con ISE en extractos obtenidos con el método de extraccién con

disolucién acuosa. Comparacion con el método de calcinacion hasta cenizas.

Ensayo Estandar Recobro Adicion Recobro
Externo con patron con
(mgL™) respecto (mgL™) respecto
a cenizas a cenizas
(%) (%)
1 66.98 104.28 62.59 103.87
2 65.21 102.27 58.42 96.95
3 65.23 101.92 59.72 99.10
4 64.96 99.91 57.99 98.59
5 56.66 85.45 59.52 93.98
6 57.13 86.80 59.26 95.95
Promedio 62.70 96.67 59.58 98.03
DE 4.55 8.38 1.62 3.39
CVv 7.26 8.66 2.71 3.46

En efecto, en la tabla 5.14 se recopilan las concentraciones de sodio
medidas para 6 extractos obtenidos con el método de extraccion optimizado. Las
extracciones y los analisis se realizaron el mismo dia por estadndar externo y por

adicién patron. Como se puede apreciar por comparacion con las concentraciones
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de sodio obtenidas con los extractos provenientes del método de cenizas, se
obtuvo un recobro promedio de 98.03% considerando la cuantificacion por adicion
patron. Por lo tanto, se pudo afirmar que la extraccion de este ion si fue
cuantitativa pues, en la etiqueta del producto se reporta que el contenido es de
180 mg de sodio / 30g de queso, como se analizo 1g, la cantidad esperada en un
extracto de 100 mL fue de 60 mgL™, valor muy cercano al que se obtuvo.
Respecto al método de cuantificacion se puede apreciar que la menor desviacion y
coeficiente de variacion se obtuvo también mediante el método de adicidén patron,
por lo que este método se selecciond para cuantificar el sodio en las muestras de
gueso comerciales.

En la tabla 5.15 se presenta los resultados del andlisis de cloruro de 6
extractos por cenizas realizados el mismo dia y analizados también por estandar

externo y por adicion patron.

Tabla 5.15 Cloruro determinado con ISE en extractos obtenidos por el método de calcinacion hasta cenizas.

Método de
cuantificacion
Ensayo Estandar Adicién
Externo patrén
(mg*L™h) | (mg*L?)
1 165.53 129.62
2 162.83 122.69
3 164.85 116.44
4 162.83 129.62
5 166.21 129.62
6 164.17 122.69
Promedio 164.40 125.11
DE 1.40 5.44
CV 0.85 4.35
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Para el cloruro los resultados obtenidos en las determinaciones por adicion
patrén fueron menores que para el método de estandar externo, lo cual indicé que
efectivamente los iones interferentes en la matriz de la muestra analizada si
tuvieron un efecto marcado (como el nitrogeno presente en las proteinas), siendo
mas confiables los resultados arrojados por adicion patrén.

En la tabla 5.16 se encuentran los resultados de las 6 extracciones de
cloruro realizadas el mismo dia, se analizé por estandar externo y por adicion

patrén.

Tabla 5.16 Cloruro determinado con ISE en extractos obtenidos con el método de extracciéon con

disolucién acuosa. Comparacion con el método de calcinacion hasta cenizas.

Ensayo Estandar Recobro Adicion Recobro
Externo con patron con

(mgL™) respecto (mgL™) respecto

acenizas acenizas
(%) (%)
1 109.19 65.96 92.56 71.40
2 108.86 66.86 76.54 62.38
3 114.86 69.68 92.56 79.49
4 109.79 67.43 88.87 68.56
5 109.85 66.09 88.87 68.56
6 109.55 66.73 79.31 64.64
Promedio 110.35 67.12 86.45 69.17
DE 2.24 1.36 6.86 5.98
Ccv 2.03 2.03 7.94 8.65

Nuevamente las concentraciones obtenidas por estandar externo fueron
mayores gque por adicion patrén aunque tienen la menor variacion y desviacion. El
recobro promedio que se determind para cloruro fue del 69.17%, tomando en
cuenta como 100% el valor promedio arrojado por el método de cenizas como

concentracion total de cloruro en el extracto del queso y la cuantificacion por
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adicion patron. Por lo tanto, se aplico este factor de correccion a las muestras de
gueso que fueron analizadas.

En el caso de cloruro no se reporta la cantidad en el etiquetado y la
cantidad que se adiciona no se reporta por el fabricante. Respecto al método de
determinacidn se pudo apreciar que la menor desviacion y coeficiente de variacion
se obtuvo mediante el método de estandar externo, aunque por adicion patrén la
variacion también fue aceptable y mas confiable dado que disminuye el efecto de
matriz, por lo que fue el que se utilizo.

El método flamomeétrico con adicién patron se utilizé como referencia para
verificar las mediciones por ISE del ion sodio que es aquel que se reporta en la

etiqueta de los quesos.
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La tabla 5.17 presenta las 5 concentraciones de sodio y su valor promedio
en extractos obtenidos mediante la calcinacion hasta cenizas de 5 muestras de
queso panela del mismo lote y la misma marca (G). Como se observa, se verificd
que las mediciones flamométricas y las mediciones ISE proporcionaran
concentraciones parecidas, aunque la variacion en las mediciones flamométricas

fue mayor (11.85% de flamometria contra 2.7% de ISE)

Tabla 5.17 Concentracion determinada con el método flamomeétrico por adicidn patron para extractos de

gueso panela obtenidos por el método de calcinacion hasta cenizas.

Ensayo Adicion
patron
(mg*L™")
1 62.94
2 49.40
3 58.02
4 55.49
3 65.59
Promedio 60.03
DE 7.11
Cv 11.85

En resumen, mediante el estudio completo se pudo apreciar y deducir que
con la determinacién de las cenizas se corroboré que el queso “G” si cumple con
lo establecido en la etiqueta que reporta la informacion nutrimental del ion sodio.
Por otro lado, se pudo apreciar que la extraccion de sodio por ISE si fue
cuantitativa y que el mejor método de determinacion fue por adicion patron, ya que
fue el que presentd menor coeficiente de variacion durante el estudio. Y por altimo,
respecto al método de referencia, flamometria, se pudo comprobar nuevamente lo
determinado por ISE y por cenizas, la cantidad de sodio que resulto en los 3 casos

fue equivalente y concordo con lo reportado en la etiqueta de este queso, aunque
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es importante destacar que por medio de flamometria se obtuvieron grandes
variaciones, puede ser debido a las diluciones realizadas, lo cual pone en
desventaja a este método con respecto a ISE.

V.12 Determinacion de sodio y cloruro en queso panela.

En la tabla 5.18 se presenta la concentracion de iones que se obtuvieron en
los extractos de las muestras de queso panela. Se reportan 3 determinaciones por
triplicado por ISE a distintos lotes de la misma marca comercial con el intervalo de
concentracion correspondiente. Cada determinacion se realizdé un dia distinto.

Los valores de concentracion promedio de los 3 lotes, el coeficiente de
variacion, la cantidad reportada en la etiqueta (mgg™) y lo correspondiente al

extracto de 100 mL (mgL™) aparecen en negritas.
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Tabla 5.18 Contenido de iones determinado por ISE en muestras comerciales de queso panela.

53:15 61£0.7 [50+1.7 |57+1.2 |74+11 [44%06 |40£05 [58+08 [35t06 | 47038

Promedioen | 6605 | 47:05 | 61+0.8 | 5706 | 78+15 | 30408 | 66:0.4 |58:0.9 |55:0.8 | 8219 |59:0.7 |34+04 |26%02 | 43209 | 49410 | 49130

extracto (mg*L™)

6720.6 | 47408 | 78+2.0 | 52408 | 77410 | 30+04 |62+1.1 |59+07 |59+05 |73+0.3 |57+1.2 |40+07 | 44*04 | 30804 47206 | 7008

Promedio 66.7 | 471 | 700 | 545 | 783 | 294 | 633 | 562 | 574 | 767 | 541 | 385 | 431 | 363 | 480 | 554
v 1.0 08 | 119 | 40 | 10 | 84 | 41 | 86 | 30 | 60 | 152 | 85 370 | 187 | 19 | 238
Etiqueta 629 | 472 | 76 | 546 | 60 90 60 60 55 | 629 | 64 64 15 60 70 NR
(mgL™) 6.2 4.7 7.6 5.4 6 9 6 6 5.5 6.2 6.4 6.4 15 6 7

(mgg™)

Congruencia

etiqueta/ 1060 | 997 | 921 | 998 | 1305 | 326 | 1055 | 936 | 1043 | 1219 | 845 | 601 | 2873 | 504 | 685 -

determinado (%)

cr 141+1.8 114425 | 144+8.3 | 126+1.2 | 171+2.9 | 81+0.6 122451 | 125+0.9 | 120+2.4 | 118+1.0 | 109+3.6 | 105+0.9 | 108+0.8 91+0.8 129+0.8 | 108 £1.3

Promedio en 145+2.5 115+0.9 | 137+1.4 | 128+0.5 | 162+1.8 | 76+3.4 125+0.5 | 139+1.6 | 118+4.1 | 112+1.8 | 136+1.5 | 102+0.9 | 74+ 1.1 112412 | 123+1.0 | 121+1.2

-1
extracto (MOL") | 439490 | 112413 | 143417 | 125452 | 160418 | 74%16 | 122434 | 14115 | 120420 | 112417 | 123+1.8 | 108+1.6 | 105+2.1 | 103+09 | 131#12 | 156 42.8

Promedio 139.5 114.0 142.2 127.0 164.6 77.4 123.7 135.2 119.8 114.5 122.9 105.4 96.2 102.3 128.3 128.7

Ccv 5.0 1.0 2.7 1.2 3.7 5.2 1.5 6.6 1.1 2.8 11.1 2.5 19.3 10.1 3.2 19.5

Etiqueta NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
NR= No reporta *Queso panela “light”. ** Queso panela artesanal.
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En la figura V.25 se presenta un diagrama de barras para comparar el
contenido de sodio reportado en la etiqueta respecto al sodio que se determind por

ISE. Los valores se reportan en (mgg™).

10.0 -
B Etiqueta

9.0 - EISE

8.0 -
7.0

6.0 -

Concentracion (mgg?)

5.0

4.0

3.0

2.0 A

1.0 4

0.0 -

A B* C D E F G H* | ) K L M* N 0 p**
Queso

Figura V.25 Comparacion de sodio en la etiqueta respecto al sodio determinado por ISE (mgg™) en

los quesos.

En la figura V.25 se observa que en varias de las muestras, las
concentraciones de sodio encontradas estuvieron por encima de lo reportado en la
etiqueta del queso: las muestras A, E, G, I, J y particularmente la M* que
corresponde a un queso “light”. En estos casos, es donde a nivel alimenticio
pueden provocar problemas para personas con enfermedades cardiovasculares o

renales, las cuales tienen dietas con restriccion en el consumo de sodio y no
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pueden consumir una cantidad mayor de sodio de la que tienen permitida. Por
esta razon, en el control de calidad de las empresas que elaboran alimentos es
muy importante la determinacién con precision del contenido de este ion. Las
muestras C, F, L, N y O fueron el caso contrario, ya que los valores obtenidos
fueron menores a lo reportado en la etiqueta, esto es favorable para ser
consumido; lo que se recomienda al fabricante es establecer el contenido exacto
en la etiqueta, pues puede llegar a tener un mayor consumo por tratarse de un
producto reducido en sodio. Las concentraciones encontradas en las muestras B*,
D, H* y K estuvieron muy cercanas a lo establecido en la etiqueta del producto, lo
cual indicé que probablemente el proceso de elaboracion de estos productos esta
estandarizado y hay un buen control de calidad del producto final.

En las muestras de queso ‘light” (B*, H* y M*) el contenido de sodio
determinado fue cercano al que reporta en la etiqueta, a excepcion de la muestra
M* cuyo valor fue superior, aunque en los tres casos los valores son menores que
los obtenidos para las muestras normales. Esto era lo que se esperaba pues en la
industria llaman productos “light” a aquellos reducidos en grasa, pero también
suelen afadir cantidades menores de cloruro de sodio en el proceso de
elaboracion.

Es importante mencionar que para el queso M* se obtuvo una gran
variabilidad en los valores obtenidos entre los 3 lotes que se analizaron (37%),
ademas de que ningun valor de concentracién obtenido en éstos se acerco a lo

reportado en la etiqueta, lo cual indicé que es necesario mejorar el control de
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calidad en este producto, estandarizar el proceso de elaboracion del mismo y
reportar correctamente el contenido real de sodio en la etiqueta del queso.

El queso artesanal (muestra P**) aunque fue elaborado bajo condiciones
caseras sin un control de calidad en el proceso presentd un contenido de sodio
promedio de 55.4 con una variabilidad alta entre lotes (23.8%). La determinacion
por ISE en este queso artesanal fue importante para poder establecer que sin
importar el proceso de produccion el queso panela contiene una mayor cantidad
de cloruro que de sodio.

Se ha documentado que un adulto en condiciones normales requiere de 0.1
a 0.2g de sodio para cumplir con los requisitos minimos de funcionalidad biolégica,
y se puede elevar la ingesta hasta 3.3g" que equivalen a 3300 mg. Entonces, el
sodio promedio cuantificado fue de 5.5 mgg™, por lo tanto, si se consumen 100
gramos de queso equivalen a 550 mg de sodio; valor que no rebaza el maximo
permitido. Aln asi es recomendable establecer el contenido real de sodio en los

alimentos procesados.
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En la figura V.26 se presenta un histograma en el cual se compararon las

concentraciones de sodio y cloruro en mgg™ determinadas por ISE.

18 -
- Msodio Ocloruro
w16 - B
£
14 S M "
12 - - " =
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8 &
6 4
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0 ] j— — e L L] e L
A B* C D E F G H* | J K L M* N o p*
Queso

Figura V.26 Comparacion de la concentracion de sodio contra la concentracion de cloruro

determinada por ISE (mgg'l) en los quesos.

Se corrobor6 que en todos los casos la concentracion de cloruro es mas del
doble de la concentracién de sodio determinada, lo cual confirmé la presencia de
sales de cloruro en el proceso de elaboraciéon del queso panela. Los aditivos mas
utilizados para quesos son el cloruro de calcio, lactato de calcio como agentes
afirmantes y el glutamato monosddico, guanilato o inosinato disédico como
potenciadores del sabor, estos aditivos contienen calcio o sodio lo cual puede

llegara a aumentar la concentracion de los iones de interés. Cabe destacar, que
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esto no ocurre para las muestras que se analizaron, pues el Unico aditivo que
reportan en los ingredientes de todos los quesos es el cloruro de calcio.” *

En cuanto a la elaboracion de queso panela, es importante mencionar que
probablemente en algunas industrias se tenga correctamente estandarizado el
proceso de elaboracién, pues en la mayoria de las determinaciones por ISE de los
distintos lotes de una marca coincidieron entre si, lo cual demostré que el proceso
de elaboracion es el mismo lote tras lote, en toda la produccion de este alimento.
Lo que si es recomendable y sumamente necesario es que la informacion
declarada en la etiqueta este completa y sea comprobado por la produccién, pues
en muchos casos declaran una cantidad excesivamente superior a la que
realmente contiene el queso, lo cual es incorrecto, pues un queso libre de sodio o
reducido en sodio tiene un mayor valor comercial.

En la determinacién de cloruro, es importante mencionar que este ion no se
declara en la etiqueta, aunque deberia, pues en los métodos oficiales para la
determinacién de sodio en alimentos se determina el contenido de cloruro y se
reporta como cloruro de sodio presente en el alimento, de esta forma si se
reportara seria mas facil corroborar lo determinado y saber si se agregan aditivos
gue contengan sodio o cloruro en el alimento.

Ahora bien, en el proceso de elaboracion del queso, se establece que se
debe agregar cloruro de calcio (CaCl,) a fin de restablecer el equilibrio iénico de la

leche que fue sometida al proceso de pasteurizacion. Segun la NOM-035-SSA1-
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1993, se establece un 0.2 % maximo, pero cabe mencionar que esta norma se
enfoca mas a las especificaciones sanitarias y en los quesos analizados no se
tiene acceso a la informacion de la formulacion de dicho alimento, por lo cual se
desconoce la cantidad agregada de este aditivo.

Para la cuantificacion de cloruro por ISE en todos los casos el intervalo de
confianza result6 mayor al 1%, lo cual es aceptable, pues el ion cloruro esta
presente en una cantidad mayor en la leche, aunque no en una cantidad
establecida, lo cual pudo ocasionar cierta variacion y ademas se le agrega como

un aditivo alimentario al queso.
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En la figura V.27 se presenta un histograma de las concentraciones molares

de los 2 iones a fin de resaltar el contenido mayoritario de cloruro en el queso

panela.

Concentracion (moll-1)

0.005
ENa+

0.0045 - .
0.004 -
0.0035 -
0.003 -
0.0025 -
0.002
0.0015

0.001

0.0005

B*‘

M* N O P*F

Queso

Figura V.27 Contenido de sodio y cloruro en queso panela determinado por ISE (moIL'l)

A simple vista si se aprecio en la mayoria de los casos, un mayor contenido

de cloruro que de sodio, lo cual fue normal debido a los aditivos mencionados con

sales de cloruro que se agregan en la elaboracion del queso. Cabe resaltar el caso

de la muestra M* para la cual el contenido determinado para ambos iones fue muy

similar, de hecho, hasta se aprecié ligeramente mayor el contenido de sodio,

probablemente pudo haber sido debido a que se agregd poca cantidad del agente

121




V. RESULTADOS Y DISCUSION g

afirmante en la elaboraciéon y quiza se agregdé algun otro aditivo como potenciador
de sabor con sales de sodio el cual no reportd en su etiqueta.

La variabilidad de los distintos lotes para ambos iones en estudio fue
similar, pues las marcas que presentaron una variabilidad ligeramente alta para
sodio y para cloruro de una manera similar. La mayoria de las marcas analizadas
presentaron esta variabilidad en ambos iones indicando que el control de calidad
en el producto terminado no es del todo preciso.

La figura V.27 también demuestra que tan errbneo es asociar la
concentracion de cloruro en las muestras a la presencia del cloruro de sodio. El
ion cloruro se presenta en la mayoria de los casos con concentracion mayor. Lo
ideal, seria determinar en un mismo extracto a los 2 iones (sodio y cloruro), lo que

puede efectuarse con la metodologia con electrodos selectivos.
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VI. CONCLUSIONES

e El método de extraccion disefiado para la determinacion de sodio y cloruro
en gqueso panela resultd ser bastante adecuado, debido a que la cantidad
de muestra que se utilizé fue minima (1g). Ademas fue rapido, sencillo y
seguro, pues no se empled ningun tipo de acido. También fue preciso, al
realizar extracciones y andlisis el mismo dia y en diferentes dias se
arrojaron resultados similares.

e La metodologia disefiada para ISE demostrd6 multiples ventajas, entre ellas
ser mas econdmico y rapido por comparacion con el método oficial de
Volhard para la determinacion de cloruro, ya que aunque este Ultimo resulta
confiable, es caro, requiere la calcinacion de la muestra hasta cenizas y le
interfiere la turbidez. Por otra parte, el método oficial para la determinacion
de sodio en alimentos que es la Absorcion Atdmica requiere de un equipo
caro al que muchos laboratorios no tienen acceso ni personal capacitado
para su manejo.

e EIl contenido de sodio promedio reportado en la etiqueta de los quesos
analizados fue de 7 mgg™ vy el cuantificado por ISE fue de 5.5 mgg™ y 121
mgg™’ para cloruro, lo cual resulté una proporcién baja ya que aunque
ninguno de estos iones tiene una ingesta diaria recomendada (IDR), se ha
establecido que se pueden consumir hasta 3g de sodio. Lo que si es
importante mencionar es que a nivel industrial se debe tener un control de

calidad adecuado para reportar la cantidad exacta en la etiqueta, pues el
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queso panela es un alimento que casi siempre es recomendado para
consumir a las personas que tienen una dieta con restriccion de sodio.

o El método ISE junto con el método de extraccion optimizado
en este protocolo pueden ser Utiles en la industria lactea, especificamente
en quesos, por sus mdultiples ventajas como son: simplicidad, rapidez,
seguridad en cuanto al uso de agua como agente extractante, a diferencia
de otros métodos que requieren el uso de &cido para realizar la extraccion
de los iones, lo cual ocasionaria un ahorro de costos, tiempo y

determinaciones mas rapidas y precisas y exactas.
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Anexo |. Validacion

La validacion es un requisito importante en la practica de los analisis
guimicos cuyo obijetivo es el garantizar que el método analitico y el lugar donde se
implementa permiten lograr resultados rutinarios confiables, dentro de las
especificaciones del método. *

Se debe de validar cuando se revisa un meétodo ya establecido para
mejorarlo, cuando el control de calidad indica que el método en uso esta
cambiando con el tiempo, cuando se usa un método ya establecido en un
laboratorio diferente, con diferente analista o con diferente instrumental y/o para
demostrar la equivalencia entre 2 métodos.*® Existen ciertos pardmetros que
proporcionan validez y se deben evaluar. Estos se definen y describen a
continuacién.** 34
Linealidad: define la aptitud para obtener resultados directamente proporcionales
a la concentracion de analito. La linealidad se determina por medio de una curva
de calibracion en el intervalo de concentracién a evaluar, se registra la lectura del
potencial (mV), se grafica y se obtiene la ecuaciéon de la recta y el coeficiente de
correlacion (R?) debe ser mayor a 0.99 para indicar que el método es lineal.

Rango lineal: es el rango de concentraciones del analito para las cuales el
método brinda resultados directamente proporcionales a la concentracion.

Exactitud: es la proximidad entre el resultado de una medicion y el valor

verdadero.
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Precision: es una medida de cuan cerca estan los resultados unos de otros, y
generalmente se expresa por medidas como la desviacion estandar, que describe
la dispersion de los resultados.
Repetibilidad: da una idea del tipo de variabilidad que se puede esperar cuando
el método es desarrollado por un mismo analista, en un mismo equipo a lo largo
de un periodo de tiempo corto.
Reproducibilidad: representa la variabilidad que se puede esperar cuando el
método es desarrollado bajo diferentes condiciones (analista, varios dias y otro
equipo).
Coeficiente de variacion: es una medida de dispersion de una misma medida,
atil para comparar dispersiones. A mayor valor de C.V. mayor heterogeneidad de
los valores; y a menor C.V., mayor homogeneidad en los valores. Se calcula con la
siguiente formula:

CV= (Desviacion estandar (DE) / Promedio) (100)
Sensibilidad: es la relacion que existe entre la variacion del instrumento y la del
efecto medido.
Selectividad: es la capacidad de un método para determinar exacta y
especificamente el analito de interés en presencia de otros componentes en la
matriz de la muestra, bajo las condiciones establecidas del ensayo.
Limite de deteccidén: es la menor cantidad que puede ser distinguida con cierto

nivel de confianza especificado.
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Limite de cuantificacion: es la menor cantidad que puede ser determinada
cuantitativamente con una incertidumbre asociada, para un dado nivel de
confianza.

Robustez: medida de la capacidad de un procedimiento analitico para no ser
afectado por variaciones pequefias pero deliberadas en los parametros del método

y que provee una indicacion de su fiabilidad durante su uso habitual.
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Anexo Il. Disoluciones necesarias para los electrodos de sodio y cloruro.

En la tabla 7.1 se describen las disoluciones necesarias para el manejo del

electrodo de sodio, su composicion y el numero comercial con el que se manejan

por ORION.
Tabla 7.1 Disoluciones necesarias para el electrodo de sodio.
# ORION Disolucion Descripcién
900010 Disolucion de llenado (altas concentraciones) | Cloruro de amonio
Concentraciones superiores a 10 mgL™ (NH4CI) 2M
Agua desionizada
900012 Disolucion de llenado (bajas concentraciones) | Cloruro de amonio
De 10%a 10 mgL™ (NH4CI) 0.1M
Agua desionizada
841111 Ajustador de fuerza i6nica (ISA). Cloruro de amonio
Se agrega en una proporcion de 10:100 (NH4CI) 4M
respecto al volumen total. Hidroxido de  amonio
(NH40H) 4M

Agua desionizada

Preparada en el
laboratorio

Disolucion de enjuague

0.5mL ISA/50mL agua
desionizada.

841113

Disolucién de reacondicionamiento.

Bifluoruro de  amonio
(NH4HF,) 0.1M

Agua desionizada

841101

Disolucién de almacenamiento

Cloruro de sodio (NacCl)
5M

Cloruro de
(NH,CI) 0.08M
Hidréxido  de
(NH,OH) 0.08M
Agua desionizada

amonio

amonio

841109

Estandar de Sodio con ISA

1000 mgL™ de sodio (Na®)
Cloruro de amonio
(NH,CI) 4M
Hidroxido  de
(NH40H) 4M
Agua desionizada

amonio

841108

Estandar de Sodio

ISA: lonic Strength Adjustor por sus siglas en inglés.

1000 mgL™ de sodio
Agua desionizada
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En la tabla 7.2 se muestran las disoluciones necesarias para el manejo del

electrodo de cloruro,

su composicion y el

proporcionado por ORION.

nimero o nombre comercial

Tabla 7.2 Disoluciones necesarias para el electrodo de cloruro.

# ORION Disolucion Descripcion
900001 Disolucion de llenado Nitrato de potasio (KNO3) 37%
(para muestras de concentracién mayor que 10®M | Cloruro de potasio (KCI) 5%
0 355 mgL'l Cl) <57% agua desionizada
Cloruro de plata (AgCl) <0.1%
Tl’it()n X-lOO (C32H58011) <Ol%
Cloruro de sodio (NaCl) <1%
900002 Disolucion de llenado Nitrato de potasio (KNO3) 17%
(para muestras menos concentradas que 10°M o | Cloruro de potasio (KCl) 5%
355 mgL™ CI" <77% agua desionizada
Cloruro de plata (AgCl) <0.1%
Tritén X-100 (C3;Hs58011) <0.1%
Cloruro de sodio (NaCl) <1%
940011 Ajustador de fuerza idnica (ISA) Nitrato de sodio 5M (NaNO3)
Agua desionizada
941709 CISA ajustador de fuerza idnica para minimizar las | Acido nitrico (HNO3)1M
interferencias debidas a otros iones presentes Bromato de sodio (NaBrO3) 0.1M
Agua desionizada
Preparada Solucion de almacenamiento Cloruro (CI') 0.01M
en el Agua desionizada
laboratorio

CISA: Complex & lonic Strength Adjustor por sus siglas en inglés.

129



VIil. BIBLIOGRAFIA g

VIII. BIBLIOGRAFIA

1. Valle, V.P., Lucas F.B. Toxicologia de alimentos, Instituto Nacional de Salud

Plblica, Centro Nacional de Salud Ambiental, México. Pag. 166-167.
(2000).

2. Kindstedt, P.S., Mattick, L.R., Kosikowski, F.VV. Measure of sodium chloride

in cheese by a simple sodium ion electrode, Department of Food Science,

Cornell University, Ithaca, NY 14853. Journal of Dairy Science. Volumen 66.
Pag. 988-993, (1983).

3. Egan, H., Kirk, R.S., Sawyer, R. Anadlisis quimico de alimentos de Pearson.

C.E.C.S.A. México, Pag. 16-22, (1988).

4. Norma Mexicana NMX-F-360-S-1981. Alimentos para humanos.

Determinacion de cloruros como cloruro de sodio (método de Volhard).

Publicada en el Diario Oficial de la Federacion. Fecha: 20 de mayo de 1997.

5. Ebbing, D. D. Quimica general, Editorial Mc GRAW-HILL, 52 edicion México,

Pag. 43, 60, 88, (1997).

6. Ganong, W. F. Fisiologia médica, Editorial EI| Manual Moderno S.A. de C.V.,

122 edicién, Pag. 9, 272, 611-615, 632, (1990).

7. Institute of Medicine of the National Academy (IOM). Dietary reference

intakes. Nutrition Reviews. Volumen 10. Pag. 400-401, (2004).

8. Potter, N., Hotchkiss, J. H., Leche y Productos Lacteos Ciencia de los

alimentos, Editorial Acribia S.A., 52 edicion, Espafa, Pag. 329-343, (2004).

9. Baudi, D. S. Diccionario de tecnologia en los alimentos. Editorial Alambra

Mexicana, 32 edicion, México DF., Pag. 252, (1996).

130



VIil. BIBLIOGRAFIA g

10. Food Standards Agency (FSA). Salt and health, your guestions answered.

http://www.food.gov.uk/news/newsarchive/2001/sep/saltcampaigngand.
(2004).

11. FAO/OMS, Comité de Expertos en Aditivos Alimentarios, Monografias de

los aditivos, (2008).

12. Association of Official Analytical Chemists. Official Methods of Analysis,

17" edition. Volumen I. Capitulo 11. EE.UU. (2000).

13. Harris, D., Andlisis quimico cuantitativo, Editorial Reverté, 2a edicion,

Barcelona, Espafa, Pag. 89-94, 318-342, 367-368, (1999).

14. Charlot, G., Curso de quimica analitica general: métodos electroquimicos y

absorciométricos, editorial Toray-Masson,. Tomo Il. Pag. 289-292. (1982).

15. Skoog, D.A, Holler, F.J., Principios de analisis instrumental. Editorial

CENGAGE learning, 62 edicion, México, D.F., Pag 255-261. (2008)

16. Codigo alimentario. Codex Alimentarius FAO/ OMS/ JECFA/ WHO

http://www.codexalimentarius.net/web/index_esp.jsp (2008).

17. Revista Digital Universitaria._Productos lacteos: ruta de la metamorfosis,

Publicacion: 10 de septiembre. Volumen 6, Numero 9. P4g 1607-1615.
(2005).

18. Varnam, A. H., Leche vy productos lacteos. Tecnologia, quimica vy

microbiologia, Editorial Acribia S.A., Espafia, Pag. 291-294, (1994).

19. Nieto V. Z. y cols., Manual de practicas de laboratorio de productos lacteos,

Departamento de Alimentos y Biotecnologia, Facultad de Quimica, UNAM,

México 2007-1.

131



VIil. BIBLIOGRAFIA g

20. Scout, R., Fabricacion de queso, Editorial Acribia S.A., Espafa, Pag. 15-

22, (1991).

21. Burriel, F., Lucena, F., Arrihas, S., Hernandez, J., Quimica analitica

cualitativa. Tomsom Editores, Paraninfo SA. Madrid, Espafia. Pag. 1050-
1054, (2001).
22. http://www.nico2000.net/datasheets/links.html#links3 (2008)

23. Skoog, D.A y West, D.M. Fundamentos de quimica analitica. Editorial Mc

GRAW-HILL, Pag. 175-188, (1988).

24. Termo Electron Corporation, Orion ROSS sodium _electrode. Instruction

manual. Orion 84-11.

25. Termo Electrén Corporation, Orion chloride electrode. Instruction manual.

Orion 94-17.

26. Pérez- Olmos, R, Echevarria, B., Castresana, J.M., Potentiometric method

for the determination of sodium in spanish cheeses, Departamento de

Quimica Analitica, Universidad del Pais Vasco, Bilbao, Espafa. Journal of
Food Composition and Analysis. Volumen 4. Pag 158-166, (1991).
27. Pérez- Olmos, R, Herrero, R., Lima, J.L.F.C, Montenegro, M.C.B.S.M,

Sequential potentiometric determination of chloride and nitrate in meat

products, Departamento de Quimica Analitica, Universidad del Pais Vasco,
Bilbao, Espafia. Journal of Food Chemistry. Volumen 59. Pag. 305-311,

(1997).

132



VIil. BIBLIOGRAFIA g

28. Poortvliet, L.J., Horwitz, W., Garcia Aragonés, E, Determination of chloride

concentration in cheese: collaborative study. Journal of the Association of

Official Analytical Chemists. Volumen 73. Pag 657-661, (1997).

29. Pérez- Olmos, R, Echevarria, B., Comparative study of ion-selective

electrode versus flame emission photometry technigues for the

determination of sodium and potassium in Spanish wines, Journal of Food

Chemistry. Volumen 32. P4g 201-207, (1988).

30. Ferren, W. P., Shane, N.A., Potentiometric determination of fluoride in

beverages by means of the ion selective solid state electrode, Journal of

Food Science. Volumen 34. Pag 317-319, (1969).

31. Da Silva, I.S. y cols. FlIA-potentiometry in the sub-Nernstian response

reqgion for rapid and direct chloride assays in milk and in coconut water,

Departamento de Quimica, Universidad de Federal Do Maranh&o, Sao Luis,
MA, Brazil, Journal of Food Chemistry. Volumen 44. Pag 46-52, 56, (1983).
32. Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bi6logos México A.C., Guia

de validacién de métodos analiticos. (2002).

33. Van Zoonen, P y cols. Some practical examples of method validation in

analytical laboratory, National Institute of Public Health and the Enviroment,

Trends in analytical chemistry, Volumen 18, Numero 9. Pag 584-593.
(1999).

34. Wood, R., How to validate analytical methods, Trends in analytical

chemistry, Volumen 18, Numero 9. Pag. 624-632. (1999).

133



IX.PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES g

. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Existe la posibilidad de correlacionar la evaluacion de sodio en queso
panela por ISE con la evaluacion sensorial; con el andlisis sensorial puede
detectarse el queso con la nota mas salada y corroborar con la
determinacioén por ISE.

Se propone al método ISE como método oficial de determinacion de sodio y
cloruro en alimentos dado sus ventajas y excelentes resultados de precision
y exactitud.

Debido a que ISE es un método simple, sencillo y accesible para cualquier
laboratorio se puede aplicar a la docencia.

Para optimizar la extraccion de iones en el queso se recomienda realizar
varias extracciones a una misma muestra, es decir, dividirla en varios lotes
y después juntar las alicuotas para llevar al aforo a 100 mL.

Se recomienda realizar la determinaciéon de calcio por ISE o por
flamometria, de esta forma el cloruro determinado por ISE y el calcio se

pueden relacionar mediante un balance de masas.
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