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OBJETIVO

Este Trabajo Fin de Grado se plantea con el fin de desarrollar una labor de
caracter cientifica, empleando para ello como herramientas, los conocimientos
adquiridos durante el periodo de formacién académica. Al mismo tiempo, para
aprender a tomar decisiones sobre qué procedimiento analitico, (tratamiento de
muestra, técnicas analiticas...), se ha de aplicar al andlisis de muestras reales.
De esta forma, poder adquirir una experiencia mas real con vista al mundo
profesional, teniendo en cuenta el interés que el analisis quimico tiene en la
actualidad en cualquier ambito para la sociedad, agroalimentario, medio
ambiental, clinico, farmacéutico y forense. Culminando con el mismo, la
completa formacion del Grado en Quimica.



RESUMEN

En este Trabajo Fin de Grado, se va a desarrollar un trabajo de investigacion
en el laboratorio, para determinar distintos elementos minerales en muestras de
zumo, envasados en distintos materiales.

Consiste en la aplicacion de distintos tratamientos quimicos a todas las
muestras (tres), con el fin de conocer cual es el mejor para la extraccion de 18
analitos de la matriz de las distintas muestras de zumo analizadas.

A continuacion, se lleva a cabo la determinacion cuantitativa mediante ICP-MS.

Adicionalmente, se ha hecho una pequefia revision bibliogréfica y estudio sobre
la composicion mineral de los alimentos y en particular de los zumos de fruta.

Se ha finalizado con un estudio basado en conclusiones sobre los resultados
obtenidos.

SUMMARY

This end of degree project develops a work of laboratory investigation, to
determine different mineral elements in samples of juice in different packaging
materials.

It consists on the application of different chemical treatments to all the samples
(three), in order to know which one is the best for the extraction of 18 matrix
analytes of the different samples of juice analyzed.

Later, the quantitative determination is carried out by means of ICP-MS.

Previously, a brief bibliographic review and a study on the mineral composition
of the food and especially of the juices of fruit have been done.

Finally a study based on conclusions on the obtained results is carried out.



1. INTRODUCCION

1.1. Contaminacién de alimentos en general

En un principio, si buscamos en el diccionario [http://dle.rae.es] la palabra
contaminante, la define como: adjetivo, que contamina. De modo que para
entender mejor el significado, miramos en el diccionario el verbo contaminar y
se encuentra lo siguiente: Alterar nocivamente la pureza o las condiciones
normales de una cosa o un medio por agentes quimicos o fisicos.

Por lo tanto aplicando esta definicién a la alimentacion podemos decir que un
contaminante alimentario es cualquier sustancia no afiadida intencionadamente
al alimento pero que aparece en €l como consecuencia de la produccion,
fabricacion, recoleccion, envasado, empaquetado, transporte 0
almacenamiento de dicho alimento o como resultado de una contaminacién
ambiental.

La contaminacion alimentaria se define como la presencia de cualquier materia
anormal en el alimento que comprometa su calidad para el ser humano.

Existen distintos tipos de contaminacion en los alimentos ya que depende de
cudl sea su procedencia. Estos tipos se clasifican en tres, que son:

e Contaminacién bioldgica

Es aquella que procede de seres vivos que pueden ser microscopicos 0 no
microscopicos.

La contaminacion biolégica presenta una serie de peculiaridades vy
particularidades respecto a las demas como por ejemplo: Los microorganismos
una vez que han contaminado el alimento tienen ademas la capacidad de
crecer y reproducirse dentro de él, ademas también pueden ser una fuente
peligrosa para la salud del consumidor cuando se trata de microorganismos
patégenos, ya que no alteran de forma visible al alimento.

La contaminacion biolégica puede deberse a la presencia de: Hongos, virus,
bacterias y parasitos.

1. Hongos:

Los hongos son seres vivos heterotrofos, carentes de clorofila, hojas y raices,
que se reproducen por esporas y vive parasito, en simbiosis 0 sobre materia
organica en descompaosicion.



Existen unas 250.000 especies de hongos en la naturaleza, aunque tan sélo se
conocen poco mas de 150 especies que puedan producir patologia en el ser
humano. La micosis es una infeccion producida por un hongo en cualquier
parte del organismo.

2. Bacterias:

Las bacterias son microorganismos unicelulares sin nucleo diferenciado,
algunas de cuyas especies descomponen la materia organica, mientras que
otras producen enfermedades.

Las bacterias son ubicuas y juegan un papel fundamental en la naturaleza y en
el hombre, ya que la presencia de una flora bacteriana normal es
indispensable, aunque asimismo hay bacterias (gérmenes) que resultan
patégenas. Las bacterias patdgenas son una de las principales causas de
enfermedades humanas, destacando las intoxicaciones alimentarias,
intoxicaciones provocadas por consumo de alimentos que pueden estar
contaminados por una mala manipulacion.

3. Virus:

Los virus son organismos de estructura muy sencilla, compuestos de proteinas
y acidos nucleicos, y capaz de reproducirse solo en el seno de células vivas
especificas, utilizando su metabolismo.

Los virus que llegan a los alimentos, normalmente son de origen fecal y los
contaminan a través de aguas contaminadas, por lo que el mayor problema se
da en productos como moluscos, bivalvos, pescados, mariscos y vegetales.
Una persona en contacto con alimentos que tenga falta de higiene también
puede provocar contaminacion.

4. Parésitos:

La definicién de parasito nos dice que es un organismo animal o vegetal, que
vive a costa de otro de distinta especie, alimentandose de él y depauperandolo
sin llegar a matarlo.

Los parasitos suelen entrar en el organismo a través de la boca, por ejemplo a
través del consumo de alimentos contaminados.

Los que infectan el intestino pueden permanecer alli o bien penetrar por la
pared intestinal e infectar otros 6rganos.

e Contaminacidn quimica.

La contaminacion quimica se da por la presencia de determinados productos
quimicos en los alimentos, que pueden resultar nocivos o toxicos a corto,
medio o largo plazo.



Dentro de este tipo de contaminacion podemos encontrar:

1. Contaminantes téxicos naturales:

Algunos pescados o vegetales, son capaces de producir toxinas que son
dafiinas para las personas.

Los efectos producidos por los toxicos vegetales enddgenos afectan a la
nutricion, ya que inhiben o dificultan los procesos metabdlicos que realiza el
cuerpo para funcionar de manera correcta. Ya sea que se unan a alguna
sustancia, o bien que inhiban la correcta absorcion de otra, lo cierto es que
son perjudiciales y, por tanto, su ingesta resulta indeseable. Otros dafian de
manera directa algin 6rgano o funcion biolégica, aunque las plantas que
contienen toxicos que pueden ocasionar dafio grave se consideran
venenosas y por ello no se consumen.

En cualquier caso, es importante identificar y reconocer los toxicos naturales de
los vegetales, asi como las probables consecuencias de su ingesta y las
opciones para eliminarlos antes de su consumo.

El pez globo por ejemplo, posee en sus visceras la tetradotoxina, una potente
neurotoxina que produce alteraciones nerviosas.

2. Contaminantes toéxicos ambientales:

Son contaminantes que encontramos en el medio ambiente, pero que pueden
pasar a un organismo vivo por una mala manipulacion. Cuando se habla de
contaminantes toxico ambientales se suele imaginar gases y humos, pero en
realidad éstos podemos encontrarlos en agua y tierra ya sea ésta de cultivo o
no.

Una vez que se introduce un contaminante en el medio ambiente su
concentracion se ve afectada por diferentes factores, que concretamente son:

v Dispersion: Fenémeno que depende de los fenbmenos geol6gicos o
meteoroldgicos y en general, la dispersion se traduce en una dilucién del
contaminante.

v" Acumulacion: Como consecuencia de este fendbmeno se produce un
incremento de la concentracion del contaminante. La acumulacion puede
darse de tres formas distintas:

o Deposicion: Acumulacién en sedimentos. Cuanto menor sea la
solubilidad del contaminante mas facilidad de adsorcién. Esto
ocurre en los estuarios, donde llegan contaminantes industriales
que se adsorben en sedimentos solidos, como por ejemplo los
mejillones.



o Bioconcentracion: Acumulacion en el organismo vivo. Cuanto
menor sea la solubilidad en agua, mayor serd la posibilidad de
que se quede el contaminante esté en el organismo.

o Bioacumulacién: Acumulacion en las cadenas alimentarias.

v' Degradacién: Consiste en que un contaminante se metaboliza o se
transforma en otro diferente, dando lugar a una disminucién o dilucién de
la concentracion de contaminante.

Para explicar mejor estos procesos por los cuales los contaminantes se
introducen en el medio ambiente y que ocurre con ellos, se pueden estudiar y
ver detenidamente los siguientes ejemplos:

Los contaminantes organicos neutros volatiles se van a dispersar con facilidad
en la atmosfera, por tanto no tienen tendencia a acumularse, asi mismo tienen
poca tendencia a degradarse por lo que son bastante estables (Ejemplo:
CFCs). Sin embargo los contaminantes organicos no volatiles no tienen
tendencia a dispersarse, sino todo lo contrario, tienden a acumularse.

La degradacion en general se produce con dificultad, aunque hay excepciones
como el DDT. El DDT se degrada rapidamente y su degradacion depende de la
colocacion de sus sustituyentes.

Cuando se habla de iones metélicos, nos referimos a elementos de la primera
serie de transicion: Pb, Fe, Co, Ni, Zn, Mn, Cr o también a los elementos de
postransicion: Cd, Hg, Al etc. Aunque de todos estos los mas toéxicos son: Cd,
Pby Hg.

La dispersion depende de la solubilidad de dichos iones. En general son poco
solubles, aunque su solubilidad depende del pH. A pH acido aumenta la
solubilidad. A pH bésico, en vez de solubilizarse, se forman compuestos
organometalicos.

La acumulaciéon se debe a la deposicion, ocurre a pH ligeramente basico ya
que se generan los correspondientes hidroxidos, aunque también se produce
por bioacumulacién, como es el caso del Cd y Hg.

3. Contaminantes toxicos agricolas:

Las actividades agricolas incluyen normalmente la utilizacion de plaguicidas y
fertilizantes que refuerzan la produccion de las cosechas que pueden alcanzar
las aguas subterraneas y superficiales. Las principales caracteristicas que
presenta la contaminacion de origen agricola son su caracter difuso y la
necesidad de que los contaminantes atraviesen la zona no saturada hasta
llegar al acuifero.



La intoxicacion por pesticidas es un problema importante en las naciones en
vias de desarrollo, donde una gran mayoria de trabajadores agricolas tienen
una exposicion a componentes quimicos perjudiciales. Los nitratos se
encuentran en fertilizantes y son un contaminante principal dentro del sector
agricola. Pueden alcanzar altas concentraciones en los recursos hidraulicos y
causar una diversa gama de problemas para la salud.

Algunos desechos industriales, incluidos los metales pesados, se incorporan en
los sistemas de drenaje de aguas de desecho, llegando asi hasta el “ CICLO
DEL AGUA".

Los principales efectos secundarios que genera la contaminacion agricola son:

v' Erosion del suelo.

Salinizacion y anegamiento de suelos muy irrigados.

Uso abundante e innecesario de plaguicidas y fertilizantes.
Agotamiento de acuiferos.

ASRNEN

Contaminacion fisica.

Desde un punto de vista general, la contaminacion fisica consiste en la
introduccién de cualquier cuerpo extrafio en el medio, por lo tanto si definimos
contaminacion fisica alimentaria podemos decir que es cualquier objeto
presente en el mismo y no deba encontrarse alli, y sea susceptible a causar
dafio o enfermedad a quien consuma el alimento.

La presencia de los siguientes elementos provoca contaminacion fisica en
alimentos: Huesos, astillas, espinas, cristales, porcelana, trozos de madera,
metales, materiales de envasar o empaquetar, relojes, anillos, pendientes...

e Contaminacidn cruzada.

Aunque estos tres tipos de contaminacion son los mas importantes y los que
mas se tienen en cuenta en los alimentos también se puede hablar de
"contaminacion cruzada", la cual se produce cuando se mezcla un alimento
crudo con un alimento cocinado.

Segun la bibliografia encontrada [Aramendariz, J; 2012], de una forma mas
detallada se puede decir que la contaminacion cruzada es la transferencia de
sustancias peligrosas de un alimento al otro por medio de vehiculos como las
manos, superficies de contacto de equipo contaminado, utensilios, o
directamente de un alimento crudo o listo para consumir.

Las principales causas por las que se produce este tipo de contaminacién en
los alimentos se enumeran a continuacion: Practicas inadecuadas de
almacenamiento, contacto con los manipuladores de alimentos, alimentos o
ingredientes contaminados, contacto con superficies contaminadas (equipo,



utensilios, pafios de limpieza), uso de hielo contaminado, contaminacion por los
consumidores.

1.2. Estudio de analisis de metales en alimentos

1.2.1. Introduccion

A la hora de realizar un estudio concreto para determinar metales en alimentos
hay que tener en cuenta cuales seran los metales que vamos a analizar y de
que alimento se trata.

Los metales que mas se suelen analizar en alimentos son: Pb, Hg, Ni, Cu, Fe,
Zn, Mn, Ni, Cd, Mo, Co, etc. Ocurre, que algunos de ellos son elementos
esenciales para el organismo pero en cambio otros no lo son y en cantidades
elevadas pueden ser toxicos o incluso mortales para la salud.

Para entender mejor que es un "elemento esencial”’, su definicion dice que es
aquel que realiza una funcién en el organismo y ningan otro elemento es capaz
de completar su funcién al 100%. Hacer una puntualizacion y es que un
elemento esencial, en cantidades elevadas también puede ser muy perjudicial
para la salud. Para que un elemento sea esencial debe de cumplir una serie de
requisitos:

v Debe ser soluble a pH fisiolégico.

v" Normalmente son abundantes en la corteza terrestre, mares, océanos y
aire.

v Facilidad para incorporarse en el interior de los seres vivos.

1.2.2. Clasificacion

Los metales que encontramos en alimentos se pueden clasificar en varias
categorias, en funcion del criterio al que hagamos referencia. Las pautas
seguidas para hacer esta clasificacion son las siguientes:

1) Concentracion.

Por distintas razones, algunos metales se pueden encontrar en una mayor o
menor concentracion dentro de los alimentos, ya sea de forma natural o por
causa de la contaminacion. Los distintos intervalos de concentracion que
podemos encontrar para los metales son:

e Macroelementos que son los que el organismo necesita en mayor
cantidad (g/Kg): Na, K, Ca, P, Mg, Cly S.

e Microelementos (mg/kg): Fe, F, I, Mn, Co, Cuy Zn.

¢ Oligoelementos o elementos traza (ug/kg): Si, Ni, Cr, Li, Mo y Se.



e Elementros ultramicrotaza (pg/kg): Cd, Hg, Pb, As, Sb, Sn.

2) Funcioén.

En cuanto a la funcion que realizan los metales dentro del organismo se sabe
gue algunos de ellos son esenciales para el funcionamiento y algunos de ellos
son toxicos. Por lo tanto son esenciales para la dieta, cumplen una funcién
fisiolégica, su deficiencia 0 exceso causan problemas en la salud y no son
malos por definicion, pero ocurre que estas cuatro caracteristicas anteriores no
son aplicables a todos los metales.

Teniendo en cuenta la funcion o papel que desempefian los metales dentro del
organismo la clasificacion quedaria [Bermejo, P; 2010]:

¢ Elementos con funciones esenciales en el organismo: Fe, Cu, Co, Mo,
Zn, V, Mn, Cr... Se encuentran unidos a enzimas o estructuras de los
huesos.

¢ Elementos con una funcién esencial pero con mecanismo de accion no
muy conocido: B, Br, Li...

e Elementos sin funcién esencial, es decir, téxicos: Pb, Hg, Cd, As, Sb,
Sn.

3) Toxicidad.

No todos los metales presentan el mismo riesgo de toxicidad para el
organismo, pero eso si, cualquier elemento en una concentracién por encima
de la requerida, incluso siendo esencial, puede llegar a ser téxico y dafino.
Pero también sefalar que otros metales son dafinos por naturaleza dentro del
cuerpo.

Dentro de esta categoria se pueden hacer mas distinciones y dentro de estos
elementos toxicos, en la mayoria metales, podemos encontrar [Méndez, J;
2001]:

e Ligeramente téxico: Al, B, Br, Bi, Cr, Mg, Zn.

e Moderadamente tdxico: Sh, Ar, I, Ni.

e Toxico: B, Co, Cu, Pb, Mo, V.

e Altamente téxicos: Cd, Hg, Se, Ba, Co, Cu, Pb.

Debido a la existencia de estos metales en los alimentos se ha aumentado el
control de éstos, estableciéndose unos niveles maximos permitidos para su
consumo segun la legislacién que siga cada pais.



4) Composicion quimica.

Que ocurre, que los metales en los alimentos se pueden presentar de distinta
forma, adoptando cada uno una composicion quimica especifica [Gonzalez, S.
y col; 2003]. Por esa razén, éste es otro criterio de clasificacion de los metales
en alimentos quedando tal que:

e Trazas metélicas: Pb o Cd

e Especies inorgénicas: EL Fe puede entrar en el organismo como Fe (ll1)
o como Fe (Il) en forma de sal férrica, como por ejemplo el sulfato férrico
(FeSQy,).

e Compuestos organometalicos: EI Hg esta en forma de
metilmercurio, cation organometalicos de formula quimica [CH3Hg]".

Un caso concreto es el del cromo, que en funcién del estado de oxidacién en el
gue se encentre puede tener una funcion esencial o téxico [Faus, J. y col;
2003]. Este elemento puede estar en el organismo como Cr (lIl) y como Cr (VI).
ElI Cr (lll) es un elemento esencial que participa en los procesos de
potenciacion de la insulina. Forma una biomolécula llamada "factor de
tolerancia de la glucosa", que aumenta la capacidad de las células para
metabolizar glucosa. En cambio el Cr (VI) es muy toxico, ya que se absorbe
muy bien a través de las membranas celulares y tienda a reducirse a Cr (lll)
pero uniéndose al ADN teniendo un efecto cancerigeno.

1.2.3. Estudio de elementos tdéxicos en alimentos

Existe una gran diversidad de metales presentes en los alimentos como se ha
podido ver en la clasificacion anterior. A continuacion se describiran los rasgos
o caracteristicas de algunos elementos metalicos que mas dafio pueden causar
por su presencia en los alimentos para tener mayor informacién sobre ellos
como por ejemplo: el por qué de su presencia en los alimentos, propiedades
fisicas y quimicas, niveles de toxicidad y riesgos para la salud.

Este pequefio estudio se va a llevar a cabo para cuatro metales: Cadmio (Cd),
Plomo (Pb), Mercurio (Hg) y Arsénico (As).

1) Cadmio (Cd).

El Cd es un elemento quimico con niumero atomico 48. Es un metal pesado y
muy toxico.

En la siguiente tabla (Tabla 1) se recogen las propiedades quimicas y fisicas de
este elemento.



CADMIO
Propiedades Fisicas Propiedades Quimicas
Configuracion electronica: [Krj4d™5s?
Masa atomica (g/mol): 112,40
Valencia: 2

Estado de oxidacion: +2

Electronegatividad: 1.7
Tabla 1. Propiedades Fisicas y Quimicas del Cadmio.

Estado: sélido.
Densidad (g/ml): 8.65
Punto de fusion (°C): 320.9
Punto de ebullicién (°C): 765

Que ocurre, que el cadmio se encuentra presente en los alimentos por dos
razones [Valle, P. y col; 2000]:

¢ Fuentes de origen natural.

El cadmio es un metal que forma parte de la corteza terrestre y ademas la
actividad volcanica es una de las principales responsables de la presencia de
este elemento en la atmosfera.

e Fuentes de origen antropogénico.

Las principales funciones que tiene el cadmio para el ser humano son para la
fabricacion en industrias de pinturas, pilas, aleaciones, pigmentos y para la
obtencion de fertilizantes, en forma de fosfatos. Todo esto conlleva a la
contaminacion de aguas, suelos y aires, pasando de aqui a la cadena
alimenticia, ya que el cadmio tiene una gran capacidad para entrar a través de
los vegetales, siendo esta la principal fuente de contaminacion.

En la siguiente tabla (Tabla 2) se pueden ver las principales causas de
presencia de Cd en alimentos. Las principales causas cuatro: Residuos de uso
industriales, residuos de uso agricola, suplementacion mineral de los piensos y
migracion a partir de materiales de envasado. [Rubio, C; 2002].



Principales causas de presencia de Cd en alimentos

Electro recubrimiento de aceros
Aleaciones de propiedades especificas.
Soldaduras para material electronico de
bajo punto de fusion.

Pigmentos (de uso en porcelana, vidrio,
ceramica y plasticos).

Catalizadores de polimerizacién de
materiales plasticos.

Semiconductores.

Fotoceélulas.

Baterias de cadmio.

Estabilizante de plasticos

Residuos de uso industriales.

Fertilizantes.
Residuos de uso agricola. Plaguicidas y fungicidas.
Riego con aguas residuales.

Suplementacion mineral de los
piensos.

Migracién a partir de materiales
de envasado.

Tabla 2. Principales causas de presencia de Cd en alimentos.

En cuanto a los efectos negativos para la salud se puede comentar que es
toxico para todos los sistemas y funciones humanas o animales. Tiende a ser
almacenado en higado, rifién y pulmones. El cadmio inhibe a las enzimas con
grupos sulfhidrilo en el sitio activo. Entre sus efectos agudos se observan
alteraciones generalizadas, con problemas respiratorios, bronquitis, neumonia,
arterioesclerosis e hipertension. La intoxicacion crénica hace que el rifion sea el
principal 6rgano afectado

2) Mercurio (Hg).

El Hg es un elemento quimico con ndmero atémico 80. Es un metal pesado
plateado que a temperatura ambiente es un liquido inodoro. Es insoluble en
agua y soluble en &cido nitrico.

En la siguiente tabla (Tabla 3) se recogen las propiedades quimicas y fisicas de
este elemento.
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Mercurio
Propiedades Fisicas Propiedades Quimicas
Configuracion electrénica: [ Xe]4f** 5d™° 6s?
Masa atémica (g/mol): 200.59
Valencia: 1,2

Estado: Liquido a T° ambiente
Densidad (g/ml): 16.6

Punto de fusion (°C): -38.4 T
AN Estado de oxidacion: +2
Punto de ebullicién (°C): 357 Electronegatividad: 1.9

Tabla 3. Propiedades Fisicas y Quimicas del Mercurio.

Las principales causas por las que el mercurio llega a nuestros alimentos son:
e Fuentes de origen natural.

Los propios volcanes y minas naturales que encontramos en el planeta hacen
que el mercurio pase a la atmdésfera, en forma de metilmercurio, y que éste se
dirija a los mares y rios, hasta llegar a los seres vivos que viven en él. De tal
forma que a partir de la cadena alimenticia pasa el metilmercurio de uno a otro
hasta que llega a los seres humanos por la ingesta de pescado (de agua dulce
o salada) y moluscos.

e Fuentes de origen antropogénico.

Las fuentes de origen antropogénico son principalmente las industrias, donde
sus desechos llegan a mares y rios, teniendo los mismos efectos que las
fuentes de origen natural, pero en una mayor cantidad.

En la siguiente Figura 1. Se puede ver de una forma mas esquematizada el
origen del mercurio, ya sea natural o antropogénico, y como llega a nuestros
alimentos por medio de la cadena alimenticia.
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Nivel de
mercurio
{segin consejo
de la EPA)
Comer solo Comer Sin

alguna vez Iimite
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alguna vez
a la semana

Figura 1. El mercurio. Su origen y su llegada a nuestros alimentos.

La importancia de determinar los niveles de mercurio en los alimentos que se
ingieren por los humanos es muy grande, ya que el mercurio tiene un gran
efecto secundario tras su ingesta. Ese efecto negativo es el de acumularse
dafando al higado, rifidn e intestino delgado. En la Tabla 4, se describen los
niveles toxicos de concentraciéon de mercurio y su acumulacion en humanos
tras su ingesta [Valle, P. y col; 2000]. Los niveles de mercurio a los que se hace
referencia son para aquel mercurio acumulado en sangre, eritrocitos y cabello.

SANGRE ERITROCITOS CABELLO
EEECTO

(Lg/KQg) (Lg/KQg) (Lg/KQg)

5.000 10.000 10.000 Normal.

50.000 100.000 - Limite de seguridad.

500.000 1000.000 150.000 Aparicion de
sintomas.

1300.000 2400.000 500.000 SE;T’S(;‘)S fatales a la

Tabla 4. Concentracion de mercurio en el organismo y sus efectos en la salud.

3) Plomo (Pb).

El Pb es un elemento quimico con nimero atébmico 82. El plomo es un metal
pesado y tiene la capacidad de formar muchas sales, 6xidosy compuestos
organometalicos.

En la siguiente tabla (Tabla 5) se recogen las propiedades quimicas y fisicas de
este elemento.
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PLOMO

Propiedades Fisicas Propiedades Quimicas
Configuracion electrénica: Xe]4f** 5d™° 6s* 6p°
Estado: sélido. Masa atémica (g/mol): 207,19
Densidad (g/ml): 11.4 Valencia: 2,4
Punto de fusion (°C): 327.4 Estado de oxidacion: +2
Punto de ebullicién (°C): 1725 Electronegatividad: 1.9

Tabla 5. Propiedades Fisicas y Quimicas del Plomo.

Las principales causas por las que el plomo llega a los alimentos son de tipo
antropogénico. Desde la época del Imperio Romano se utilizaba este material

junto con el cobre para recubrir las tuberias de las casas.

Hoy dia, el origen del Pb se debe:

RS

v

Envases de que contienen Pb para conservar alimentos.

Combustion de gasolinas.

Fundiciones de plomo y de acero.

Industrias de hierro y de acero para vidrio, ceramica, pinturas,
soldaduras, acumuladores etc.

Caza de animales, que es la mayor fuente de contaminacion.

Por todos estos motivos el Pb se acumula en la cadena alimenticia a través de:
medio ambiente, vegetales, soldaduras de latas, conducciones de las redes.

Para ver la importancia que presenta conocer los niveles de metales pesados
qgue hay en los alimentos [Valle, P. y col; 2000] a continuacidon se muestra un
tabla (Tabla 6), donde se hace un pequeiio resumen de cada una de las
concentraciones de Pb que se pueden ingerir y los efectos negativos que tiene
para el organismo su consumo.
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Concentracion en Ingesta diaria para

sangre de Pb llegar a esa Efectos en la salud.
(ug/100 mL). concentracion.
20 0.300 Normal, sin efectos evidentes

Aumento del acido d-amino

>40 1.000 . .
levulinico en orina y sangre
Disminucion de la cuenta de
>80 3.000 e.rltromtos, col_lcos
abdominales, anemia, retraso
mental progresivo en nifios
>120 10.000 Dafio agudo al cerebroy

sistema nervioso central

Tabla 6. Pb, concentracion en sangre y efectos en la salud.

4) Arsénico (As).

El As es un elemento quimico con numero atbmico 33. Pertenece al grupo de
los metaloides, también llamados semimetales, se puede encontrar de diversas
formas, aunque raramente se encuentra en estado solido. Se conoce desde la
antigiiedad y se reconoce como muy toxico

En la siguiente tabla (Tabla 7) se recogen las propiedades quimicas y fisicas de
este elemento.

ARSENICO
Propiedades Fisicas Propiedades Quimicas
Configuracion electrénica: [Ar]4s? 3d™° 4p°
Masa atémica (g/mol): 74,922
Valencia: £3,5

Estado: sélido.
Densidad (g/ml): 5.72

Punto de fusion (°C): 817 ST
RPN Estado de oxidacion: +5
Punto de ebullicion (°C): 613 Electronegatividad: 2.1

Tabla 7. Propiedades Fisicas y Quimicas del Arsénico.

Las principales causas por las que el plomo llega a los alimentos son de tipo
antropogénico. Estas se numeran y describen a continuacion:

- Aplicaciones industriales.

- Metalurgias: aleaciones.

- Aplicaciones quimicas: medicamentos y plaguicidas. Siendo ésta la
principal fuente de contaminacion.
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Todo esto hace que el arsénico llegue al suelo, aguas, tejidos vegetales y
animales.

En cuanto a los efectos nocivos que presenta para la salud cabe destacar que
[Valle, P.y col; 2000], el arsénico es facilmente absorbido por el tracto digestivo
y distribuido en el cuerpo como un complejo de proteina (a-globulina)-arsénico.
El arsénico es un toxico protoplasmético que se une a los grupos sulfhidrilo,
inhibiendo a varias enzimas, especialmente las del metabolismo celular y las de
la respiracion. Posee un efecto de dilatacion y aumento de la permeabilidad
capilar del intestino. Crénicamente causa pérdida de apetito, problemas
gastrointestinales, conjuntivitis y cancer

1.2.4. Tratamiento de muestra

Para realizar cualquier tipo de analisis es necesario llevar a cabo un
tratamiento previo de la muestra. Por lo general, el tipo de muestras vy el
namero de analitos que se determinan en cada una de ellas es muy amplio. No
obstante, consideramos que el tipo de tratamiento depende mas de la
informacion a obtener que de la naturaleza de la muestra. [Camara, C. y col;
2004]

Es importante resaltar que existen casos en los que si se quiere obtener
diferente informacion sobre analitos en una misma muestra, implica tener que
llevar a cabo un tratamiento de la muestra totalmente diferente. Tal seria el
caso de la determinacion del contenido total en ciertos metales (Hg, As, Se,
Sb...) en las muestras o de la evaluacion del contenido en las diferentes
especies en que pueden encontrarse presente. Es obvio que el tratamiento a
seguir en uno u otro caso es totalmente diferente.

En el caso de los alimentos, se van a encontrar matrices en distinto estado
(sélido, liquido) y de diferente heterogeneidad, normalmente matrices serén de
naturaleza organica y al determinarse metales el analito es de naturaleza
inorganica.

Siempre, antes de proceder a realizar algin procedimiento previo al andlisis, es
importante tener presente que la seleccion del tipo de tratamiento de muestra
depende de la técnica analitica de medida que se vaya a utilizar, y que el llevar
a cabo un tratamiento adecuado puede contribuir a mejorar la sensibilidad y
selectividad de la técnica analitica.

Algunos aspectos que ayudan a justificar la necesidad de separar las particulas
sélidas del resto del liquido se debe a que pueden producir interferencias en el
método analitico seleccionado. Asi por ejemplo, si se utilizan método
espectrofotométricos o en el caso de del empleo de alguna técnica que
conlleve el empleo de nebulizadores (absorcion atomica, ICP, ICP-MS).
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Para determinar analitos inorganicos se deben considerar los siguientes
aspectos:

- La eliminacion de materia organica es imprescindible. En el caso de que
existan interferentes, en ocasiones se requiere la adicion de agentes
enmascarantes, reductores, etc. Esto es importante en técnicas
espectroscopicas moleculares.

- Separacion fisica de interferentes o de analitos mediante procesos tales
como extraccion liquido-liquido o liquido-solido.

- Cuando la concentracion del analito sea inferior al limite de cuantificacion de
la técnica, el problema se puede subsanar aplicando distintos métodos de
preconcentracion.

Para tener una vision mas clara de los tratamientos de muestras llevados a
cabo en funcion del estado de la matriz y el analito, se desarrollan los
siguientes apartados, donde para cada tipo de matriz se describen los
tratamientos mas adecuados.

1) Analitos inorganicos en muestras gaseosas.

En el caso de tener una matriz gaseosa lo mas frecuente es burbujear a través
de filtros. Los filtros mas ampliamente utilizados para la retencién de la matriz
gaseosa son los de membrana, constituidos por polimeros rigidos (éster de
celulosa, teflén y policarbonato) con orificios bien definidos y de tamafio
caracteristico. [Camara, C. y col; 2004]

Los problemas mas significativos que se pueden encontrar son debidos a
proceso de adsorcion, particularmente de SO, HNOs; 0 NOg, interaccion de
particulas después de su recogida y volatilizacion de sales de amonio
(NH4NO3, NH.CI).

Estos filtros ofrecen la ventaja de tener un buen poder de separacion de
particulas de diferente tamafio y una elevada velocidad del proceso de
filtracion, debido a la alta densidad del poro [Camara, C. y col; 2004].

2) Analitos inorganicos en muestras solidas.

En los casos en los que el analito se encuentre en una muestra solida, el
tratamiento previo que se debe llevar a cabo es diferente. Con las muestras
sélidas en la mayor parte de los casos lo que se pretende es disolverlas y asi
tener al analito en disolucién, para trabajar mas facilmente.

Se entiende por disolucion de una muestra el proceso de transformacion de la
muestra solida en fase liquida, pudiendo este proceso realizarse sin 0 con
reaccion quimica.
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¢ Disolucion sin reaccién guimica.

Existen bastantes sustancias solidas que su disolucién no implica la existencia
de una reaccién quimica o proceso de descomposicion. En este caso, para la
disolucién de compuestos inorganicos, el agua o las disoluciones reguladoras
son los disolventes més comunes. [Camara, C. y col; 2004]

e Disolucién con reaccién quimica.

Dado el elevado nimero de sustancias que no son solubles en agua, se debe
recurrir al empleo de acidos tales como: acidos diluidos (en frio o en caliente),
acidos concentrados (en frio o en caliente), y mezclas de los mismos entre si 0
con otros componentes de caracteristicas oxidantes, complejantes etc.
[Camara, C. y col; 2004]

A continuacién, en la Tabla 8, se describen las caracteristicas mas relevantes
de los acidos mas utilizados. Gracias a esta tabla se puede adquirir un criterio
de seleccion en funcién de la naturaleza de la muestra, caracteristicas de los
analitos, etc. Por lo tanto las propiedades y aplicaciones se resumen a
continuacion. [Camara, C. y col; 2004].
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. o . Aplicaciones
< . Aplicacion acido | Mezclas mas .
Acido s6lo comunes mas comunes
de mezclas
Nutricionales: Ca,
Cr, Cu, Fe, K, Li, HCI+ HNO3 (3:1)
Mg, Mn, Zn. Au, Os, Ir, Pt, Rh
HCI Medio ambiente: | HCl + HNO3 en’nurﬁer;)sa’s '
Cd, As, Te, Hg, muestras
Sh, Al, Si.
Metalurgia.
Des,trt_Jye materia HNO; + HCIO, _
organica. Alimentos,
co HNO3 + H,SO4 .
Metalurgia: Cu, materiales
HNOs; + H,0, . s
Pb, Zn, Cd, Mo, biolégicos,
HNO; ] . . HNO3z + H,SO,4 +
Medio ambiente: HCIO metales nobles (
Ge, Ag, Pb, Se. 4 As, Pb, Cu, Zn,
Regractarios: Be, Ge)
U, V.
Cr, V, grafito, S, Muy util para
Sb, As, Se, HCIO4 + HNO3 descomponer
aceros. HCIO,4 + H,SO, materia organica
HCIO,4 Su uso sélo se HNO3; + H,SO4+ | en presencia de
recomienda en HCIO, otros acidos y
presencia de muestras
materia organica. biolégicas.
Muchos metales, | HNO3; + H,SO4 + . .,
4xid I Disolucion de
H,SO0, aceros, oxidos, HCIO, matrices
2 carbonatos, HNO;3 + H,SO4 L
. organicas.
hidroxidos.

Tabla 8. Acidos y mezclas utilizados en disolucion con reaccion quimica.

3) Analitos inorganicos en muestras liquidas.

En caso de muestras liquidas, por lo general, es mucho mas sencillo que el
caso de muestras solidas. Es un proceso que puede requerir la filtracion,
centrifugacion (en el caso de que contenga particulas en suspension) o
mineralizacion, cuando contiene cantidades apreciables de materia organica.
En otras ocasiones, cuando se desea una unica informacion sobre el contenido
global, se requiere disolver cuantitativamente la muestra en su conjunto para
asi obtener una unica disolucion.

Los métodos de tratamiento de muestra para la determinacion de analitos
inorganicos en muestras liquidas [Camara, C. y col; 2004]: se pueden resumir
en:
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e Filtracion.

La filtracion es un proceso mediante el cual se separan particulas solidas
de un liquido utilizando un material poroso llamado filtro.

Es evidente que la eficiencia del proceso de filtracion va a depender del tipo
de filtro utilizado, el aparato de filtracion y el procedimiento utilizado. Los
resultados van a verse afectados por el tipo de filtro utilizado y por el
tamafio de poro.

Existen dos tipos de filtracidn, los cuales se explican en la Tabla 9, En esa
tabla se recogen los dos tipos de filtracion que se pueden realizar (filtracion
a vacio y filtracion por gravedad), donde al mismo tiempo se recogen las
ventajas y los inconvenientes que presentan cada una.

Tipos de Filtracion

Filtracion a vacio Filtracion por gravedad

Se realiza la separacion del sélido y
el liquido simplemente usando la
fuerza de la gravedad.

Se utiliza cuando interesa la

Se realiza la separacion del sélido y el
liquido gracias a la aplicacion de vacio
a través de una bomba.

Se utiliza cuando interesa el sélido.

disolucion.
Ventajas Inconvenientes Ventajas Inconvenientes
. . Bajo coste.
Precio algo mas elevado. Eacil de
Rapidez. Mayor dificultad en el Lentitud.
: montar.
montaje.

Tabla 9. Tipos de filtracion (a vacio y por gravedad).

Ademas se deben tener en cuenta algunos requisitos o problemas en el
proceso de filtrado como los que se detallan a continuacién:

v' Contaminacion, la cual debe controlarse.
v" Necesidad de filtrar muestras lo antes posible.
v' Posibles pérdidas de material filtrable.

e Centrifugacion.

La centrifugacion también constituye otra forma de llevar a cabo la separacion
de fases en muestras liquidas. Es un método de separacion gracias a la fuerza
centrifuga, de tal forma que se consigue separar distintos componentes de una
muestra en funcion de sus densidades.
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Por lo general, las condiciones de centrifugacion se deben seleccionar en
funcién del tamafio de las particulas en suspension.

El tiempo de centrifugacién dependera del tamafio y la cantidad de particulas
sélidas suspendidas en el seno del liquido.

Existen diferentes tipos de centrifugas, pero estas se diferencian en funcion de
los margenes de aceleracion a que someten a las muestras. Estos tipos son:

v' Centrifugas: Desde pocos gramos hasta 3 gramos aproximadamente.
v Super-centrifugas: Rango de 20 gramos hasta 200 gramos.
v Ultracentrifugas: Rango de 150 gramos hasta 600 gramos.

A la hora de explicar los tipos de centrifugacion que pueden sufrir las muestras
liquidas, se puede hacer observando la Figura 2, que se muestra a
continuacion. En ella se recogen perfectamente los tres tipos de centrifugacion
y como es el estado final de la muestra en cada caso.

Centrifugacion
diferencial

Centrifugacién zonal o de

Centrifugacion isopicnica o de|
velocidad de sedimentacion

equilibrio de sedimentacion |

(en gradiente preformaco, en gradiente p
continuo o discontinuo) © auto-formado, continud)

muestra

componente companente
mas lento menos densc

> componente — —_—
mas lento

nrifuga

fuerza cer

componente componente
mds rapido mas denso
componente
mas rapido

Figura 2. Clasificacién Centrifugaciones.

e Flotacion.

Otro método, quiza menos conocido para la separacion del material sélido de
un liquido se basa en el burbujeo de un gas a través del mismo. Este gas
puede ser por ejemplo aire. Las particulas soélidas tienden a desplazarse a la
superficie junto con las burbujas del gas. Este proceso recibe el nombre de
flotacion.

Después de realizar uno de estos tratamientos previos se debe proceder a la
separacion y aislamiento. Este proceso puede hacerse mediante la adicion de
agentes tensioactivos 0 sustancias coprecipitantes como son por ejemplo el
Fe(OH)s. Este precipitado de Fe(OH)s puede atrapar muchos otros metales y
actuar como portador de los iones metalicos en baja concentracion.
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e Digestibn por microondas.

El empleo de las microondas en la disolucion de muestras ha alcanzado
actualmente una popularidad que se podria considerar que esta desplazando al
uso de reactores convencionales a presion. Es importante saber que este paso
previo al andlisis esta implementado tanto para la determinacion de analitos
inorganicos como organicos y se esta llevando a cabo en sistemas abiertos y
en sistemas cerrados.

La digestion por microondas consiste en un tratamiento de muestra, donde a la
muestra se le afladen una mezcla determinada de acidos para su dilucion, y a
ésta mezcla se la coloca en una serie de condiciones de presion y temperatura.

A continuacién en la Figura 3, se muestra un horno de digestion por
microondas. En un esquema general de un sistema de microondas contiene las
siguientes partes: Disipador, conductor terminal, guia de microondas, agitador,
vasija de muestra y magneton.

Figura 3. Horno de digestion por microondas.

Con la digestiéon por microondas conseguimos temperaturas muy altas sin
necesidad de tener presiones muy elevadas, lo que favorece la eficiencia del
proceso de disolucion. Hay que destacar que en este proceso la energia se
transmite del acido al vaso, al contrario que con otro tipo de calentamiento
convencional.

El principal inconveniente que presentan es la limitacion del tamafo de la
muestra, ya que debe de ser inferior a 2 gramos.
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Se podria asegurar que constituye el método estandar de tratamiento de
muestras para el andlisis de ultra trazas junto con técnicas de deteccion como
ICP-OES o0 ICP-MS. [Camara, C. y col; 2004]

1.2.5. Técnicas analiticas

Existen un nimero bastante elevado de técnicas analiticas para determinar una
propiedad particular del alimento. Por eso es necesario seleccionar la mas
apropiada para la aplicacion especifica. La técnica seleccionada dependeréa de
la propiedad que sea medida, del tipo de alimento a analizar y la razén de llevar
a cabo el analisis.

Desde un punto de vista muy global, las técnicas analiticas se pueden clasificar
en:

e Cualitativos: Aquellos que de la medida de una propiedad se puede
indicar la presencia de un analito en una matriz.

e Cuantitativos: la magnitud de la propiedad medida es proporcional a la
concentracion del analito en la matriz.

De una forma mas concreta, las distintas técnicas analiticas también se pueden
clasificar en funcion de la propiedad utilizada. En la Tabla 10, se pueden ver las
distintas técnicas analiticas y la propiedad que mide cada una para realizar el
analisis.

Propiedad utilizada Técnica analitica
Espectroscopia de emision
Emision de radiacion Luminiscencia: Fluorescencia,

Fosforescencia,

Espectroscopia de Absorcién
Espectrofotometria, fotometria
Resonancia magnética nuclear
Resonancia de espin electronico

Absorcion de radiacion

Difraccion de Rayos X

Difraccion de la radiacion . -
Difraccion de electrones

., L Polarimetria
Rotacion de la radiacion o .
Dicroismo circular
Corriente eléctrica Voltametria
Relacion masa/carga Espectrometria de Masas

Activacion neutrénica

Radioactividad A
dilucion isotopica

Tabla 10. Clasificacion técnicas analiticas.
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A la hora de tomar una técnica u otra es necesario tener muy claro los analitos
a determinar en este trabajo, metales en los alimentos que se encuentran en
concentraciones muy bajas, es decir, se deben usar técnicas que sean lo
suficientemente sensibles al analisis de trazas.

Por lo que se necesitan técnicas que sean capaces de detectar
concentraciones a nivel de traza, ya que estos metales se encuentran a esa
concentracion. Dentro de la gran variedad de técnicas que se pueden utilizar
para esta determinacion destacamos las siguientes encontradas en bibliografia,
para esta Memoria Fin de Grado.

e Espectrofotometria de absorcion molecular UV-visible.

Esta técnica ha jugado durante afios un papel primordial en el andlisis de
trazas de analitos inorganicos, pero hoy en dia ha perdido protagonismo, en
especial en el analisis de metales, al ser desplazada en la mayoria de sus
aplicaciones por los métodos atomicos de andlisis y la espectrometria de
masas. [Camara, C. y col; 2012]

Su fundamento se centra en la Ley de Lambert-Beer, conocida como ley de
absorcion que se expresa segun la siguiente ecuacion:

F
A= logF = ebc

La mayoria de los compuestos inorganicos a niveles de trazas no absorben
radiacion, o lo hacen en tan pequefa extension que no serian medibles. Por
ello lo habitual es provocar su transformaciéon en otro compuesto que Si
absorba radiacion, a través de una reaccién quimica.

La sensibilidad de esta técnica, aun siendo buena, puede resultar insuficiente,
en especial en el caso de ultratrazas. En la Tabla 11, se muestran los limites de
determinaciéon aproximados para algunos analitos inorganicos comunes en la
espectrofotometria de absorcion molecular. [Camara, C. y col; 2012].

Analito | Reactivo Lp (ug/mL)
Co(lll) | EDTA 2.000
Mn(lIl) | Oxidacion a Mn(VII) 0.250
Fe(ll) o-fenantrolina 0.050
Cu(lll) | Dietilditiocarbamato 0.040
Cr(VI) | Difenilcarbacida 0.015
Nitrito | Acido sulfanilico + naftilanima | 0.015
Pb(ll) Difeniltiocarbazona 0.030

Tabla 11. Analitos y Lp en espectrofotometria de absorcion molecular.
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Su mayor inconveniente deriva precisamente de una de sus ventajas, su gran
versatilidad y adaptacion para la determinacion de especies muy diversas, que
al poder utilizarse para la determinacibn de muchos compuestos, existen
interferencias, por lo que la selectividad ha de calificarse como baja o
moderada.

e Espectroscopia de emisi6on atdmica.

Espectrofotometria de emisién atomica es un tipo de espectroscopia de fotones
basada en la emision de radiacion producida por transiciones electronicas en
atomos en estados energéticos excitados. [Rios, M; 2014]

Esta técnica se utiliza sobre todo para determinar metales con un bajo
potencial de ionizacion como por ejemplo los alcalinos y alcalinotérreos.

Las principales técnicas que posee actualmente importantes aplicaciones
analiticas son: Fotometria de llama (FL), la fluorescencia atomica (FA), las
espectrometrias de arco y chispa, y la espectrometria con plasma de
acoplamiento inductivo (ICP). [Rios, M; 2014]. Pero las que mas destacan son
(FL) y (ICP).

1) Fotometria de llama (FL).

La fotometria de llama (FL) a técnica espectroscopica de emision que utiliza la
llama como fuente de excitacion de los atomos que se encuentran en ella.
[Rios, M; 2014]

Sin duda la llama es el componente mas importante, que en ella se produce la
emisidn atbmica que caracteriza la técnica. La llama produce la desolvataciéon y
vaporizacion de la muestra liquida y la disociacion molecular y atomizaciéon de
los elementos. Las llamas utilizadas son mezclas de: propano-aire, butano-aire
y gas natural-aire.

En la Figura 4, se muestran las distintas partes de un fotdbmetro de llama.
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Fotdmetro de Flama
Atomos Exeitades

Monocromador

Entrada de
cormbusth le

Mebnlizador

Entrada de Oxigenc

Figura 4. Partes Fotometria de llama. [http://arturobola.tripod.com/sodio.htm]

En cuanto al campo de aplicacién de la Fotometria de llama, practicamente se
basa en el analisis de elementos alcalinos y alcalinotérreos de una gran
variedad de muestras como: aguas naturales (de mar, de bebida,
mineromedicinales etc), aguas industriales, liquidos de alimentacion (vinos,
cerveza, zumos de frutas) y fluidos bioldgicos. [Rios, M; 2014].

2) Espectroscopia de emision atémica con plasma (ICP).

La espectroscopia de emision atomica en plasma se basa en la atomizacion de
la muestra, la ionizacion parcial de los &tomos de los elementos a analizar y la
excitacion de los atomos y de los iones en un plasma, para obtener la emisién
caracteristica de los atomos presentes. [Rios, M; 2014]

El plasma actia como un almacén de energia que es transferida a los analitos.

El ICP proporciona unos resultados con mucha calidad debido a la gran
estabilidad, bajo ruido, poca radiacion de fondo y en la ausencia de
interferencias de las fuentes, cuando se opera en las condiciones
experimentales apropiadas. Esta técnica se emplea en muchos andlisis, ya que
un gran numero de elementos pueden ser determinados rapidamente a niveles
traza (ppm, ppb), y porque una amplia variedad de tipos de muestras pueden
ser analizados utilizando esta técnica.

En esta Tabla 12, se resumen brevemente las ventajas y los inconvenientes
gue presenta la técnica de ICP.
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Espectroscopia de emisidén atdbmica (ICP)

Ventajas Inconvenientes

Menor interferencia entre elementos.
Se obtienen buenos espectros.

Determina bajas concentraciones. Equipo mas caro.
Determina elementos no metalicos. | Mayor coste que fotometria de llama.
Tiempo de analisis bajo. Menor precision que fotometria de llama.

Buena selectividad.
Alta sensibilidad.
Gran intervalo de linealidad.

Tabla 12. Ventajas e inconvenientes ICP.

La principal aplicacion de la técnica ICP es en el analisis elemental cualitativo y
cuantitativo de muestras liquidas, por lo que cuando se analizan muestras
sélidas, previamente hay que aplicar procedimientos de mineralizacion o
extraccion adecuados.

Debido a los bajo niveles de deteccion que proporciona se ha aplicado con
éxito al andlisis de elementos traza en aguas, alimentos, bebidas, fluidos
biolégicos, muestras clinicas, medioambientales, aleaciones, muestras
geoldgicas etc. [Rios, M; 2014].

e Espectrofotometria de absorcidén atbmica.

Espectrofotometria de absorcion atdbmica es un tipo de espectroscopia de
fotones basada en la absorcion de radiacion para producir transiciones
electronicas en atomos.

La clasificacion de las técnicas derivadas del fendmeno de absorciéon atémica
depende béasicamente de la forma en que la muestra se trata térmicamente
para convertir los componentes de la misma en atomos o iones gaseosos. En
este caso encontramos dos formas de hacerlo: por calentamiento con una
llama o por calentamiento electrotérmico. [Rios, M; 2014].

1) Espectroscopia de absorcion atdmica con llama (FAAS)

Espectroscopia de absorcion atédmica con llama (FAAS) es un tipo de
espectrofotometria de absorcion atomica que utiliza la llama como medio para
excitar los atomos. [Rios, M; 2014].

La llama seleccionada debe favorecer la atomizacion del analito y destruir los
compuestos refractarios que pudieran reaccionar o atrapar fisicamente al
analito.
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En la Tabla 13, se muestra un pequefo resumen de los tipos de llamas que se
pueden utilizar, comentdndose diferentes caracteristicas de las mismas, desde
su temperatura hasta la velocidad de combustion [Rios, M; 2014].

Oxidante | Combustible Tempoeratura Velocidad de combustion
(°C) (cm/s)
Aire Propano 1700 42
Aire Hidrégeno 2000 320
Aire Acetileno 2200 160
Oxido Acetileno 2800 285
nitroso

Tabla 13. Propiedades de distintos tipos de llama.

2) Espectrofotometria de absorcion atomica con atomizacién
electrotérmica (GFAAS).

Espectrofotometria de absorcion atdbmica con atomizacion electrotérmica es un
tipo de espectrofotometria de absorciébn que utiliza la energia térmica para
excitar los atomos. [Rios, M; 2014].

Los dispositivos empleados para este tipo de atomizacién son hornos o
camaras de grafito.

En la Figura 5, se observa un espectrofotometro de absorcién atémica con
atomizacion electrotérmica real.
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Figura 5. Equipo Espectrofotometria de absorcion atbmica con atomizacion
electrotérmica.

La espectrometria de absorcion atdbmica se emplea para la determinacion de la
concentracion de metales como: aluminio, arsénico, bario, cadmio, calcio,
cobre, cromo, hierro, litio, magnesio, manganeso, mercurio, niquel, plata,
platino, plomo, selenio etc.

A continuacion se nombran tres analisis reales en alimentos donde se
determinan la concentracion de metales con espectroscopia de absorcion
atémica con llama o con cdmara de grafito [Rios, M; 2014].

v' Determinacion de estafio en mejillones enlatados por FAAS.
v' Determinacion de metales pesado en aguas por GFAAS.
v' Determinacion de selenio en ostras por GFAAS.

Las ventajas e inconvenientes que presenta esta técnica a la hora de llevar a
cabo un analisis se pueden ver en la Tabla 14, comentando: sensibilidad, Lp,
estandares, determinacion de elementos etc.

Espectrometria de absorcion atémica

Ventajas Inconvenientes

Muy sensible. Fuente de luz.

Limite de deteccién muy bajo. | Método destructivo de analisis.

Rapidez en el analisis. No determina simultineamente varios
Facilidad en el andlisis. elementos.

Determina bajas Se necesitan estandares para comprar con la
concentraciones. muestra.

Tabla 14. Ventajas e inconvenientes Espectrometria de absorcion atdmica.
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Por lo tanto con ambas técnicas se determinan elementos metalicos en
distintos tipos de muestras, siguiendo previamente un tratamiento previo. En
concreto, los elementos que podemos determinar en alimentos se resumen en
la Tabla 15. De ahi se puede ver que con esta técnica podemos determinar una
gran variedad de elementos de la tabla periddica como: alcalinos,
alcalinotérreos, metales de transicion etc, siendo casa uno de ellos perjudicial o
saludable para el organismo.

Elementos

Nutrientes Tbxicos

Macro minerales (Na, K, Mg, Ca, P)

Micro minerales (Fe, Cu, Zn, Mn) As, Sb, Al, B, Bi, Au, Ag, Ra, U, Li, Pt,

Micro elementos (Co, Sc, V, Cr, Ni, Pb
Sn)

Tabla 15. Metales determinados por Espectrometria de absorcién atémica en
alimentos.

e Espectrometria de Masas con Plasma acoplado Inductivamente (ICP-

MS).

Se puede decir que hibridacién instrumental es una combinacion de dos
técnicas analiticas independientes a través de una fase adecuada, generando
informacion Unica e integral de la composicion de la muestra mas completa que
la informacién dada por cada técnica por separado [Skoog, D. y col; 2008].

Es una técnica que se basa en el acoplamiento de un método para generar
iones (plasma) y un método para separar y detectar dicho iones (espectrometro
de masas). El ICP-MS es altamente sensible y capaz de determinar de forma
cuantitativa casi todo los elementos de la tabla periédica que tengan un
potencial de ionizacién menos al potencial del Ar a concentraciones muy bajas.

Algunas de las ventajas e inconvenientes que presenta esta técnica son: alta
velocidad en el analisis, escaso tratamiento de muestras, interferencias en la
medida del isotopo y dentro del mismo plasma etc. De una forma mas clara y
resumida se pueden ver las ventajas e inconvenientes que presenta el ICP-MS
en la Tabla 16.
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ICP-MS

Ventajas Inconvenientes

Determina mas elementos que la

. I Interferencias en la medida del
espectrometria de emision.

) ) , isétopo.
Determina metales simultaneamente. . )
. A Interferencias dentro del mismo
Alta velocidad de analisis.
plasma.

Escaso tratamiento de muestra.
Bajo limite de deteccion

Tabla 16. Ventajas e inconvenientes ICP-MS.

El ICP-MS a pesar de ser una técnica analitica joven, ofrece un abanico de
aplicaciones muy extenso.

Desde el punto de vista ambiental, muchos contaminantes inorganicos
(metales) ejercen su toxicidad a niveles de concentracion inferiores a los limites
de cuantificacion que de dichas técnicas clasicas de espectrometria atomica
proporcionan. En tales casos, la determinaciéon de metales trazas (Cu, Pb, Hg,
Zn, As, Be, Cd, Cr, Al, Sb, V, Ag...) en aguas naturales y de vertido se realiza
con ICP-MS. Por otro lado, desde el punto de vista clinico, en las muestras
biolégicas se determinan bioelementos trazas en sangre, orina, pelo, dientes
etc [Rios, M; 2014].

Por lo que debido a las caracteristicas que presenta el ICP-MS, es una técnica
muy utilizada en el andlisis de metales en alimentos y con el que se realizara el
analisis en este trabajo.

1.3. Zumos y/o bebidas de fruta

Por zumo o bebida de fruta se entiende liquido de las hierbas, flores, frutas u
otras cosas semejantes, que se saca exprimiéndolas o majandolas.

Dentro del mercado que tenemos en la actualidad, en los supermercados y
grandes almacenes podemos encontrar una gran variedad de zumos o bebidas
de fruta a nuestra disposicién para consumirlos.

1.3.1.  Naturaleza y envasado de zumos
1) Composicién

Como regla general, el zumo de fruta recién preparado corresponde a la
composicion de la fruta de la que procede sélo si se exprime completamente.
Sin embargo, a escala de fabricacion, las frutas rara vez se exprimen
totalmente y ademas se someten a tratamientos de calor y/o de concentracion,
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con lo que habra una desviacion respecto la composicion original. Se puede
estudiar la composicién gracias a la siguiente tabla (Tabla 17), donde se
recogen la concentracion de nutrientes que deben tener diferentes zumos de
frutas [Vitoria, I; 2007].

Nutrientes Gramos por cada 100 gramos de fruta
Tipo de zumo Naranja | Pomelo | Manzana | Pifia
Agua % 88.400 |90.100 | 88.000 85.500
Kcal (9) 40.800 | 34.08 45.430 47.800
Proteinas (Q) 0.600 0.400 0.070 0.400
Grasa (9) 0.100 0.150 0.100 0.080
Glucosa (g) 3.180 3.600 3.100 3.340

Carbohidratos (g) 10.000 | 7.300 11.800 12.080
Acido ascorbico (mg) | 40.000 | 31.000 | 1.400 10.000

Sodio (mg) 1.000 2.000 2.120 1.000
Potasio (mQ) 166.000 | 120.000 | 116.000 | 140.000
Calcio (mg) 15.500 |9.300 6.900 12.000
Hierro (mg) 0.200 0.200 0.260 0.700

Tabla 17. Composicion de zumos de fruta natural.

La bebida refrescante (BR) o refresco se puede definir en sentido estricto como
una bebida preparada con agua potable y cuyos ingredientes son productos
autorizados por la legislacién, adicionada o no con anhidrido carbonico.

En cuanto a la composicién y/o ingredientes de estos zumos de frutas con gas,
se puede resumir en la siguiente tabla (Tabla 18). En ella se puede observar
los nutrientes que presentan este tipo de bebidas y en qué niveles se
encuentran cada uno [Vitoria, I; 2007].

Bebidas de fruta con gas
Nutriente Concentracion
Agua 4-5 mg/L
Hidratos de Carbono | Mas de 10g/100ml
Bebida no isotdnica: 5-7 mEqg/L

Sodio Bebida isotdnica: 15-20 mEq/L

Potasio Beb?da no i§o_ténica: kk
Bebida isotdnica: 5 mEg/L

Fosforo 15-20 mg/DlI

Flaor 0.02-1.28 mg/DlI

Tabla 18. Composicion de bebidas de fruta con gas.
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2) Tipos

Desde un punto de vista general se puede hacer la siguiente clasificacion para
los distintos tipos de bebidas de frutas que hay en funcion de la cantidad de
zumo natural que presenten:

e Zumo 100% natural: Como su descripcion indica, quiere decir que esta
elaborado directamente con el propio jugo de la fruta, tras hacer pasar a
ésta por un proceso para exprimir su jugo o a través de una licuadora.

Puede que este tipo de zumo lo podamos encontrar en el mercado, aunque
también se puede hacer en casa comprando la fruta de la cual se quiere hacer
el zumo, como por ejemplo: zumo de naranja, zumo de uva, zumo de limén,
zumo de pifa etc [Vitoria, I; 2007].

e Zumo a base de concentrado de frutas: En este caso no es un zumo o
un jugo de frutas que se obtenga directamente del alimento, sino que se
obtiene al mezclar una serie de productos que no son naturales, de ahi
gue se diga que es a base de concentrado de frutas.

En este caso la bebida se realiza con extracto de una fruta determinada, o
liofilizada y gran parte de agua y otra serie de aditivos y colorantes para dar
un determinado color a la bebida.

e Zumo con un % natural y un % de zumo concentrado: En estos casos el
% de zumo natural suele ser mucho mas bajo que el % de zumo
concentrado.

e Zumo con gas: Las bebidas refrescantes mas importantes son aquellas
elaboradas a partir de extractos (colas, naranja, lima-limén, fresa etc),
las gaseosas y las bebidas refrescantes aromatizadas [Vitoria, I; 2007].

3) Envases

Se denomina envase al contenedor que esta en contacto directo con el
producto mismo. Su funcion es guardar, proteger, conservar e identificar el
producto; también facilita su manejo y comercializacion [Mathon, Y; 2012].

Los principales materiales que se utilizan para la confeccién de envases y son:

e Vidrio: Los envases de vidrio, segun su capacidad, aplicacién y forma,
se clasifican en botellas, frascos, potes y ampollas. Ofrecen una
versatilidad de disefios en forma, tamafio y color. Los mas utilizados
son: transparente, ambar, verde y Opalo.
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e Metal: Un envase metalico, en términos generales, se define como un
recipiente rigido para contener tanto productos liquidos como sélidos, y
que ademas tiene la capacidad de ser cerrado herméticamente.

Los envases de metal para envasar alimentos o articulos de uso doméstico son
principalmente los envases de hojalata y aluminio, como por ejemplo: latas,
botellas

e Papel/carton: El papel y el carton ocupan un lugar privilegiado en los
intentos por volver a los materiales tradicionales reciclables, en favor de
la ecologia.

e Pléstico: Los envases de plastico son de lo mas seleccionados por los
emprendedores por ser, principalmente, econdémicos, funcionales y
livianos.

Los envases de plastico que actualmente se comercializan pueden ser de tipo
rigido (botellas, frascos o estuches. Pero sin duda el tipo de envase de plastico
mas utilizado es el polietilentereftalato (PET).

Las propiedades del PET son principalmente: transparencia, resistencia al
impacto y al agrietamiento, rigidez, poca permeabilidad al vapor de agua y al
oxigeno. Es un material duro, resistente a los golpes; se usa para envasar una
amplia variedad de alimentos y bebidas como jugos, aceites comestibles y
salsas [Mathon, Y; 2012].

1.3.2. Metales presentes en bebidas de fruta y causas

Sin duda el principal responsable de la presencia de metales pesados en los
alimentos es el hombre, debido al aumento de la actividad industrial en los
altimos tiempos.

Concretamente, en el caso de la fruta o de los zumos de frutas, en las ultimas
décadas se ha detectado un aumento en los niveles de metales, sobre todo el
plomo. El plomo llega a ellos debido a la contaminacién de las tierras de cultivo,
donde este metal puede permanecer durante afos.

Hay dos razones que pueden explicar situaciones de facil contaminacion de
determinados alimentos con plomo.

1) La primera, por via ambiental, en absoluto desdefiable, se habria de
tener en cuenta en las zonas industriales y en las de trafico rodado muy
intenso, tales como zonas agricolas adyacentes y vecinas a las grandes
rutas de las autopistas (vifiedos, frutales, etc.).

2) La segunda derivada de la facil solubilizacion del plomo en acidos
débiles inorganicos y organicos.
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Pero ademas de la contaminacion, hay otra razén que provoca la presencia de
metales en las bebidas de fruta. Esta razén es la migracion de metales del
envase al zumo. Un ejemplo conocido y ademas demostrado es la migracion
de Sb desde el plastico al agua. Lo que ocurre en este caso es que solo esta
legislado para el agua, en el caso de bebidas de fruta no.

Eso si, hay que tener en cuenta que algunos metales estan presentes en los
zumos de forma natural ya que son elementos esenciales para el ser humano
como por ejemplo: Fe, Cu, Zn, Co etc aunque algunos estén en cantidades
mas elevadas que otros.

El antimonio no tiene ninguna funcion biolégica conocida y los efectos de la
exposicion humana a largo plazo son desconocidos. El trioxido de antimonio,
un presunto carcinégeno, se utiliza como catalizador en la produccién de
tereftalato de polietileno (PET) que se utiliza para empaquetar productos
alimenticios.

1.4. Legislacion para metales en alimentos

1. Leqislacién Nacional.

En un principio, en el 2006, se impuso el Reglamento 1881/2006, de 19 de
Diciembre de 2006, de la Comision, por el que se fija el contenido maximo de
determinados contaminantes en los productos alimenticios.
[http://mww.aecosan.msssi.gob.es/AECOSAN/web/seguridad_alimentaria/ampli
acion/metales_pesados.shtml]

A partir de este documento, se han ido realizando una serie de modificaciones
en cuanto a los niveles de metales y otros contaminantes en los productos
alimenticios para la sociedad espafiola. Estos cambios y su evolucién llegan
hasta el afio 2015, donde se pueden ver a continuacion.

o Reglamento 629/2008 de la Comision, de 2 de julio de 2008, que modifica
el Reglamento 1881/2006, por el que se fija el contenido maximo de
determinados contaminantes en los productos alimenticios.

o Reglamento 420/2011 de la Comision, de 29 de abril de 2011, que
modifica el Reglamento 1881/2006, por el que se fija el contenido maximo
de determinados contaminantes en los productos alimenticios.

o Reglamento 488/2014 de la Comision, de 12 de mayo de 2014, que
modifica el Reglamento 1881/2006 por lo que respecta al contenido
maximo de cadmio en los productos alimenticios

o Reglamento (UE) 2015/1005 de la Comision, de 25 de junio de 2015, que
modifica el Reglamento (CE) no 1881/2006 por lo que respecta al
contenido maximo de plomo en determinados productos alimenticios.
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e Reglamento (UE) 2015/1006 de la Comisién, de 25 de junio de 2015, por
el que se modifica el Reglamento (CE) no 1881/2006 en cuanto al
contenido maximo de arsénico inorganico en los productos alimenticios.

Los niveles establecidos para cada metal de una forma mas especifica se
adjunta en el ANEXO.

En la Tabla 19, se recogen los intervalos establecidos para los metales (Pb,
Hg, Cd y As), que son los metales mas toxicos que encontramos en los
alimentos, segun la legislacion establecida y las modificaciones aplicadas.
Donde vemos que el mayor intervalo lo tienen el Pb y el Cd, siendo estos a los
gue se les permite estar en unas mayores concentraciones en los alimentos.

Elemento | Simbolo | Valor minimo (mg/Kq) | Valor maximo (mg/Kg)
Plomo Pb 0.010 3.000
Arsénico | As 0.100 0.300
Cadmio Cd 0.005 3.000
Mercurio | Hg 0.100 1.000

Tabla 19. Concentracion de metales toxicos en la Legislaciéon Nacional.

2. Ledgislacion Unién Europea.

La dltima revision realizada [Alonso, A; 2014] en la legislacion de metales
pesados en alimentos es la del afio 2014.

Los niveles establecidos para cada metal de una forma mas especifica se
adjunta en el ANEXO [Alonso, A; 2014], donde ademéas aqui se pueden
encontrar que concentracion de metal esta permitida y que concentracion
especifica debe tener cada alimento.

En la Tabla 20, se encuentran resumidas las concentraciones maximas y
minimas permitidas para cada uno de estos metales (Pb, Cd, Hg, Sn), segun la
legislacién de la Unidn Europea. Gracias a esta tabla a modo de resumen se
puede ver de una forma global los valores permitidos para cada metal en los
alimentos.

Metal Simbolo | Valor minimo (mg/Kg) | Valor maximo (mg/Kg)
Plomo Pb 0.020 3.000

Cadmio | Cd 0.005 3.000

Mercurio | Hg 0.010 1.000

Estafio | Sn 50 200

Tabla 20. Concentracion de metales tdxicos en la Legislacién Europea.
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En cuanto a metales pesados en envases hay que destacar:

La Directiva 96/42 indica que la suma de los niveles de concentracion de
plomo, cadmio, mercurio y cromo hexavalente presente en los envases 0 sus
componentes no sera superior a: 100 ppm en peso

* Directiva 94/62/CE (DOL 365, 31-12-94) relativa a los envases y residuos de
envases.

» Decision 1999/177/CE (DOL 56, 04-03-99) condiciones de no aplicacion a
cajas de plastico y paletas de plastico.

* Decision 2001/171/CE (DOL 62, 02-03-01) condiciones de no aplicacion a los
envases de vidrio.

* Decision 2006/340/CE (DOL 125, 12-05-06) que modifica la Decisién
2001/171/CE.

Paises que tienen la misma legislacion que la UE: Alemania, Austria, Bélgica,
Bulgaria, Chipre, Croacia, Dinamarca, Eslovaquia, Eslovenia, Espafa, Estonia,
Finlandia, Francia, Grecia, Hungria, Irlanda, Italia, Letonia, Lituania,
Luxemburgo, Malta, Paises Bajos, Polonia, Portugal, Reino Unido, Republica
Checa, Rumania y Suecia.

La Legislacion aplicable es la siguiente:

* Reglamento (CE) n® 1881/2006 de 19 de diciembre de 2006 (DOL 364 de
20.12.2006)

* Reglamento (CE) n° 333/2007 de 28 de marzo de 2007 (DOL 88 de
29.3.2007) sobre métodos de muestreo y andlisis.

* Reglamento (CE) n°® 629/2008 de 2 de Julio de 2008 (DOL 173 de 3-7-08) °
Reglamento (CE) 420/2011 de 29 de abril de 2011 (DOL 111 de 30-04-11)
Mod. R (CE) 1881/2006.

* Reglamento (UE) 488/2014 de 12 de mayo de 2014 DOL 138 de 13-05-
2014).

3. Leqislacion en otros paises.

En este apartado se exponen los valores maximos y minimos permitidos para
cada metal. Los datos se pueden ver en las Tablas 21-29. Los datos que
presentan cada uno de estos paises estan tomados en funcion de la ultima
revision realizada [Alonso, A; 2014] en la legislacion de metales pesados en
alimentos es la del afio 2014.
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AUSTRALIAY NUEVA ZELANDA

Metal Simbolo | Valor minimo (mg/Kg) | Valor maximo (mg/Kg)
Arsénico | Ar 1.000 2.000

Cadmio | Cd 0.050 2.5

Estafio | Sn 250.000 250.000

Mercurio | Hg 0.500 1.000

Plomo Pb 0.020 2.000

Tabla 21. Concentracion metales toxicos en Australia y Nueva Zelanda.

BRASIL

Metal Simbolo | Valor minimo (mg/Kg) | Valor maximo (mg/Kg)

Antimonio | Sb 0.200 2.000

Arsénico | As 0.100 1.000

Cadmio Cd 0.200 1.000

Cobre Cu 0.100 3.000

Cromo Cr 0.100 0.100

Estafio Sn 150.000 250.000

Mercurio | Hg 0.010 1.000

Niquel Ni 0.100 5.000

Plomo Pb 0.050 2.000

Selenio Se 0.050 0.300

Zinc Zn 5.000 25.000

Tabla 22. Concentracion metales téxicos en Brasil.

CANADA

Metal Simbolo | Valor minimo (mg/Kg) | Valor maximo (mg/Kg)

Arsénico | As 0.100 3.500

Plomo Pb 0.080 10.00

Estafio | Sn 250.000 250.000

Tabla 23. Concentracion metales toéxicos en Canada.

FINLANDIA

Metal Simbolo | Valor minimo (mg/Kg) | Valor maximo (mg/Kg)

Cobre Cu 0.400 10.000

Plomo Pb 0.020 3.000

Cadmio | Cd 0.005 3.000

Mercurio | Hg 0.010 1.000

Estafio | Sn 50.000 200.000

Tabla 24. Concentraciéon metales téxicos en Finlandia.




JAPON

Metal Simbolo | Valor minimo (mg/Kg) | Valor maximo (mg/Kg)

Mercurio | Hg 0.300 0.400

Plomo Pb 1.000 5.000

Tabla 25. Concentracion metales téxicos en Japon.

RUSIA

Metal Simbolo | Valor minimo (mg/Kg) | Valor maximo (mg/Kg)

Arsénico | As 0.200 0.500

Cadmio | Cd 0.030 0.100

Mercurio | Hg 0.020 0.050

Plomo Pb 0.400 0.500

Tabla 26. Concentracion metales tdxicos en Rusia.

SUDAFRICA

Metal Simbolo | Valor minimo (mg/Kg) | Valor maximo (mg/Kg)

Antimonio | Sb 0.005 0.150

Arsénico | As 0.010 1.000

Cadmio Cd 0.003 3.000

Cobre Cu 0.100 30.000

Estafio Sn 50.000 250.000

Mercurio | Hg 0.001 2.000

Plomo Pb 0.010 2.000

Zinc Zn 5.000 10.000

Tabla 27. Concentraciéon metales téxicos en Sudéafrica.
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SUIZA

Metal Simbolo | Valor minimo (mg/Kg) | Valor maximo (mg/Kg)
Aluminio Al 2.000 15.000
Arsénico As 0.050 0.200
Boro B 80.000 80.000
Cadmio Cd 0.005 2.000
Cobalto Co 0.200 0.200
Cobre Cu 0.100 25.000
Estafno Sn 0.100 150.000
Hierro Fe 0.300 25.000
Manganeso | Mn 0.050 0.050
Mercurio Hg 0.001 1.000
Niquel Ni 0.100 0.200
Plata Pt 0.100 0.100
Plomo Pb 0.010 2.000
Talio Tl 0.100 0.100
Zinc Zn 5.000 25.000

Tabla 28. Concentraciéon metales toxicos en Suiza.

ESTADOS UNIDOS

Metal Simbolo | Valor minimo | Valor madximo
Cadmio | Cd 0.250 pg/ml 0.500 pg/ml
Mercurio | Hg 1.000 mg/Kg | 1.000 mg/Kg
Plomo Pb 0.500 pg/ml 7.000 pg/ml

Tabla 29. Concentraciéon metales téxicos en Estados Unidos.

Para tener una visibn mas global de todos los valores establecidos, a
continuacion se describe la Tabla 30, que ayuda a comparar los distintos
rangos que presentan los metales mas comunes. Los metales que se compran
a continuacién, son aquellos que se consideran mas perjudiciales para la salud
y que se encuentran en los alimentos hoy en dia.
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Elemento Regi6n Valor minimo | Valor méaximo
(mg/Kg) (mg/Kg)
Union Europea 0.020 3.000
Australia y Nueva Zelanda | 0.020 2.000
Brasil 0.050 2.000
Canada 0.080 10.000
Finlandia 0.020 3.000
Japon 1.000 5.000
Rusia 0.400 0.500
Pb Sudéfrica 0.010 2.000
Suiza 0.010 2.000
Estados Unidos 0.500 7.000
Union Europea 50.000 200.000
Australia y Nueva Zelanda | 250.000 250.000
Brasil 150.000 250.000
Canada 250.000 250.000
Sudéfrica 50.000 250.000
Sn Finlandia 50.000 250.000
Suiza 0.100 150.000
Union Europea 0.010 1.000
Australia y Nueva Zelanda | 0.500 1.000
Brasil 0.010 1.000
Finlandia 0.010 1.000
Hg Japon 0.300 0.400
Rusia 0.020 0.050
Sudéfrica 0.001 1.000
Suiza 0.001 1.000
Estados Unidos 1.000 1.000
Unién Europea 0.005 3.000
Australia y Nueva Zelanda | 0.050 2.500
Brasil 0.200 1.000
Finlandia 0.005 3.000
Rusia 0.030 0.100
Cd Sudafrica 0.003 3.000
Suiza 0.005 2.000
Estados Unidos 0.250 0.500
Australia y Nueva Zelanda | 1.000 2.000
Brasil 0.010 1.000
Canada 0.100 3.500
Rusia 0.200 0.500
As Sudafrica 0.010 1.000
Suiza 0.050 0.200

Tabla 30. Comparacion de la concentracion de los metales tdxicos en distintos

paises.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Reactivos y materiales

Los reactivos utilizados son los que se numeran a continuacion:

Acido nitrico (65%)_Merck, Darmstadt, Alemania.
Peréxido de hidrogeno (30%),Merck, Darmstadt, Alemania.

Disolucion estdndar multipatrén-2A  Agilent, Palo Alto, CA) que tiene
(Ag, Al, As, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Se,
TI, V, Zn; y Cs, Ga, Li, Rb, Sr, U.).

Disolucion estandar de Sb, Panreac, Barcelona, Espafia.

El material con el que se ha trabajado ha sido de dos tipos diferentes, por un
lado se ha utilizado material de vidrio y por otro lado material de plastico, los
cuales se van a sefialar a continuacion.

Material de vidrio.

Vaso de precipitado 500 y 200 mL.
Varilla de vidrio.

Pipeta aforada 1, 4y 5 mL..
Embudo.

Probeta 30 y 5 mL.

Material de plastico.

Duquesas de 40 mL.

Pipetas Pasteur.

Tubos digestor microondas XPRESS.
Parafina.

Los aparatos utilizados para llevar a cabo ese estudio son los que se muestran
en la siguiente lista:

Balanza analitica de precision ME T. Mettler-Toledo International Inc.
CH-8606 Greifensee, Switzerland.
Centrifuga de mesa, Modelo Allegra X-22R (Beckman Coulter)

Agitador magnético. Agimatic-N” con calefaccion REGULACION
ELECTRONICA DE LA VELOCIDAD Y ENERGIA DEL CALEFACTOR.
HASTA 350 °C. Selecta.

Exprimidor.
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2.2. Equipos e instrumentacion

2.2.1. Equipos

Sistema de digestion por microondas

Consiste en un sistema de reaccion acelerada de microondas de CEM, modelo
MARS XPRESS, con una potencia regulable entre 0 y 1.600 Vatios, a una
frecuencia de 2.455 MHz. Utiliza la energia de microondas para someter a la
muestra a una digestion controlada.

En la figura mostrada a continuacion, Figura 6, se puede ver el digestor por
microondas utilizado para el tratamiento de las muestras.

Figura 6. Digestor por microondas, modelo MARS XPRESS.

El equipo de digestion por microondas consta de las siguientes caracteristicas:

- Sistema de control de temperatura por infrarrojo mediante dos sensores
situados en la parte inferior de la cavidad interior. La temperatura
alcanzada en cada vaso es controlada por un sistema giratorio en
continuo movimiento.
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Sistema de agitacion de muestras. Gracias a la generacion de un campo
magnético rotatorio en la parte inferior del equipo y colocando agitadores
magnéticos en el interior de los vasos, se asegura la homogeneizacion
total de las muestras.

Carrusel de 40 posiciones. Los vasos utilizados son XPRESS, que
alcanzan una temperatura maxima de 200°C y una presion de 500 psi.
En la siguiente figura, (Figura 7), mostrada a continuacion se muestra el
carrusel utilizado en el digestor por microondas.

Figura 7. Carrusel utilizado en el digestor por microondas.

Sistema de seguridad ReactiGuard. La funcion de este sistema de
seguridad es detener el digestor si se detecta algun error en alguno de
los vasos XPRESS durante el tratamiento de las muestras.

Sistema de extraccién. Elimina los gases acumulados durante el
tratamiento de las muestras.

El software utilizado es Synergy.

2.2.2. Instrumentacion

Espectrometria de Masas con Plasma acoplado Inductivamente (ICP-MS).

ICP-MS, modelo Agilent 7500A ICP-MS, como se puede ver la Figura 8
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Figura 8. Espectrometro de Masas con Plasma acoplado Inductivamente.

Permite el andlisis quimico cuantitativo y cualitativo de la mayor parte los de
elementos de la tabla periédica, en un amplio rango de concentraciones, desde
ppt hasta cientos de ppm en soluciones acuosas.

Los componentes principales de este ICP-MS, son los que se detallan en la
lista de a continuacion:

- Muestreador con 96 posiciones.

- Bomba peristaltica para la introduccién de las muestras.

- Nebulizador Babington.

- Camara de nebulizacién de cuarzo refrigerada por sistema Peltier.

- Atomizador.

- Antorcha de plasma de argon, a través de los conos de la interfase de
niquel.

- Programa informético, ChemStation ICP-MS Top.
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2.3. Muestras

2.3.1. Tipos de muestras

Para llevar a cabo el estudio o la determinacion de ciertos metales presentes
en bebidas de fruta o zumos se han seleccionado 9 tipos de muestras
diferentes. De cada tipo en concreto hay dos muestras. De cada envase de
zumo de limon y de naranja se realizé una réplica. De tal forma que como
objeto de estudio se obtuvieron finalmente 18 muestras.

Las 18 muestras se adquirieron en un centro comercial.

A la hora de seleccionar las muestras de estudio se han tomado diferentes
tipos donde las variables tenidas en cuenta, para tener una mayor diversidad
en el muestreo, son las que se muestran en la Tabla 31.

Variable Tipos

- Zumo realizado industrialmente.
Naturaleza - .

- Zumo recién exprimido

- Plastico.

- Cart6n o tetrabrick.
Envase - Lata de metal.

- Vidrio.

- Fruta directamente exprimida
Zumo carbonatado - Sl

- No.
Sabores ) L|mon_.

- Naranja.

Tabla 31. Descripcion tipo de muestras.

Tomando tanta variedad de envases, se puede ver si llega a influir la presencia
o el aumento de concentracién de ciertos metales en los alimentos, en este
caso en bebidas o zumo de frutas.

A continuacion, en la Figura 9, se muestran cuales son las muestras sometidas
al estudio, observandose los distintos envases seleccionados, ademas del tipo
de bebida etc.
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Figura 9. Muestras bebidas de fruta de limén y naranja.

2.3.2. Caodificacion

Para tener identificadas las muestras, se codificaron siguiendo unas pautas y
unos criterios para tenerlas controladas, los cuales son los siguientes:

1) Muestra: Se simboliza con una "M" mayudscula.

2) Numero de réplica: Se identificara con un namero concreto. El nUmero
de réplica ira desde el 1 al 18. De 1 al 8 seran las muestras de limén y
del 9 al 18 seran las muestras de naranja.

3) Tipo de zumo de fruta: Para la determinacion de la concentracion de
metales pesados en las muestras, se han tomado dos tipos de zumos
(naranja y limon). Por lo que las muestras de limén se identificaran con
"L" y las muestras de naranja se identificaran con "N".

4) Material del envase: Para identificar el material del envase de cada
muestra de zumo, se adjudicaron las siguientes abreviaturas
representadas en la siguiente tabla (Tabla 32).
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Material Abreviatura
Vidrio V
Plastico P
Lata de metal L
Piel natural N
Tetrabrick o carton T

Tabla 32. Identificaciéon del material del envase en las muestras.

5) Tratamiento de muestra: Los tratamientos previos que se van a llegar a
cabo son tres, de los cuales a continuacion se va realizar una pequefia
explicacion y se aclarard cual serd la codificacion pertinente en cada
caso.

v P1: Digestion por microondas

v P2: Dilucién con HNOj3 al 2% y centrifugacion.

v' P4: Centrifugacion directa.

Teniendo en cuenta las variables anteriores las muestras para los tratamientos
P1y P4 quedan con la codificacion que se muestra en la Tabla 33.

Codificaciéon P1 | Codificaciéon 4
PIMI1LV PAMI1LV
P1M2LV P4AM2LV
P1IM3LP P4M3LP
P1M4LP PAMA4LP
P1M5LL PAMSLL
P1M6LL P4AMG6LL
P1IM7LN PAMTLN
P1M8LN P4M8LN
P1IMONV PAMONV
P1M10NV P4M10NV
P1IM11NP PAM11NP
P1M12NP P4M12NP
P1M13NL PA4M13NL
P1M14NL PAM14NL
P1IM15NT PAM15NT
P1IM16NT PAM16NT
P1IM17NN PAM17NN
P1M18NN P4M18NN

Tabla 33. Codificacion muestras P1y P4.
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En el caso del tratamiento P2 se debe hacer una aclaracion, ya que las
muestras no siguen la codificacion sefialada anteriormente. En P2, al hacer
cuatro diluciones, solo se han sometido al tratamiento solamente una muestra y
se han realizado las correspondientes diluciones, de modo que, la codificacién
realizada es la que se muestra en la Tabla 34.

Muestra Dilucién Codificacién
M11NP 1
] 2
1:1 3
M12NP 2
Muestra Dilucién Codificacién
M11NP 1:5 5
6
M12NP 7
8
Muestra Dilucién Codificacién
M11NP 1:10 9
10
M12NP 11
12
Muestra Dilucién Codificacién
M11NP 1:20 13
14
M12NP 15
16

Tabla 34. Codificacibn muestras P2.

2.3.3. Tratamiento de muestras

Son tres tratamientos de muestras los que se han seleccionado para llevar a
cabo este procedimiento [Juranovic, I. y col; 2011] y [Szymczycha-Madeja, A. y
col; 2013]. Estos tres tratamientos son los que se describen a continuacion.

v" P1: Digestidbn por microondas.

Se toman 5 mL de muestra y 3 mL de HNO3 concentrado y se trata por
digestién por microondas.

v P2: Dilucién con HNO3 al 2% y una posterior centrifugacion.

Se lleva a cabo una simple dilucion con un acido y después se procede a
una centrifugacion.
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v P4: Centrifugacion directa.

De la muestra se toman 8mL, que posteriormente se centrifugan con unas
variables determinadas.

Indicar que algunas muestras han tenido que ser desgasificadas antes de
someterlas a estos tratamientos, por contener gases disueltos. Estos pueden
afectar tanto a la hora de llevar a cabo el tratamiento de muestra como a la
hora del analisis en el ICP-MS.

Por esta razon las siguientes muestras estuvieron en agitacion durante 45
minutos para descasificarlas y ya poder trabajar con ellas.

En la siguiente figura (Figura 10), se puede ver como se realizd la
desgasificacion de las muestras M1LV y M2LV.

Figura 10. Desgasificacion muestras M1LV y M2LV.

A continuacion se procedera a explicar de una forma més detallada cuales son
los tratamientos de muestra sometidos a estudio.

1) Digestién por microondas.

El procedimiento se basa en afadir en los tubos especiales del digestor 5 mL
de muestra de zumo de frutas y 3mL de HNOjs; concentrado (al 65%).
Finalmente, la disolucién final contenia un volumen de 8mL.

Esta disoluciéon se realizé en una campana extractora de gases, debido a la
toxicidad que presenta el HNOs.
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Al afiadir los 3mL HNOs de a la muestra de zumo de frutas, éste perdia su
tonalidad y quedaba transparente o verdoso. Este cambio de color tras la
adicion del HNO3 se puede observar en la Figura 11, que muestra el antes y el
después de afiadir el acido.

Figura 11. Estado de las muestras de zumo antes y después de afiadir HNOs3.

Una vez preparadas todas las disoluciones se deben llevar al digestor.

Previamente se han seleccionado los parametros de temperatura, potencia y
tiempo para llevar a cabo el proceso. Se realiz6 una rampa de temperatura,
para que ésta fuese subiendo en el digestor de forma progresiva.

Se debe hacer una pequefia anotacion. El digestor utilizado sélo presenta
estos valores de potencia para seleccionar: (400/800/1600) W. De modo que
para elegir la potencia impuesta en el método seguido [Juranovic, I. y col;
2011], se tuvieron que hacer unos cambios en la configuracién del digestor.
Simplemente se aplicaron a las potencias impuestas en el digestor, un %
adecuado para obtener la potencia que se busca. [Juranovic, I. y col; 2011]

En la Tabla 35, se indican los parametros seleccionados en el digestor a la
hora de hacer el tratamiento de muestras por microondas.
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Tiempo , Potencia .
Temperatura Tiempo ) Potencia
(°C) rampa (min) digestor % seleccionada (W)
(min) (W)

85 5 3 800 88 704
125 5 5 800 63 504
160 5 4.30 1600 64 1024
160 5 17.30 1600 64 1024

0 5 0 0

Tabla 35. Pardmetros seleccionados en el digestor por microondas.

Tras terminar el tratamiento en el digestor se obitienen tres graficas donde se
representa en cada una :

v'  Gréfica 1: Temperatura frente al tiempo. Aqui se ve perfectamente
como poco a poco va subiendo la temperatura progresivamente,
observandose la rampa seleccionada de temperatura.

v Grafica 2: Presion frente al tiempo. Esta grafica no presenta datos ya
que no hemos impuesto ningun parametro de presion en el proceso de
digestion de las muestras.

v’ Gréfica 3: Potencia frente al tiempo.

El volumen obtenido de muestra tras el tratamiento se llevd a 20mL. Esta
dilucién se hizo afiadiendo agua y midiendo en gramos la cantidad de agua que
se va afadiendo. Esta dilucion, se llevd a cabo con agua destilada o miliQ.
Quedando asi las muestras listas para su analisis en el ICP-MS.

2) Dilucion con HNOg3 al 2% y centrifugacion.

Consiste en un tratamiento donde se lleva a cabo una dilucion con HNO3 y una
posterior centrifugacion [Szymczycha-Madeja, A. y col; 2013].

Con este tratamiento se pretende estudiar con cual de las cuatro diluciones
realizadas con HNO3; al 2% se extrae una mayor concentracion de metales y
por tanto ver cual resulta méas efectiva.

En la Tabla 36, se describe con detalle cdmo se han llevado a cabo las
diluciones en el tratamiento P2, cuales son las muestras implicadas y su
correspondiente codificacion.
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Dilucion | Muestra| mL HNOgzal 2% y mL de muestra
1
11 2 4ml de muestra 'y 4ml de HNO3 al 2%.
) 3
4
5
15 6 1ml de muestra'y 5ml de HNO3 al 2%.
' 7
8
9
. 10 0.5ml de muestra y 5ml de HNO3 al 2%.
1:10
11
12
13
) 14 0.25ml de muestra y 5ml de HNO3 al 2%.
1:20
15
16

Tabla 36. Diluciones tratamiento P2.

Seguidamente, tras la realizacion de las diluciones correspondientes, se
procedid a su centrifugacion. Para llevarla a cabo, las variables seleccionadas
en la centrifuga son [Szymczycha-Madeja, A. y col; 2013]:

- rpm: 12000
- Tiempo: 10 minutos
- Temperatura: 18 grados centigrados.

En general todas las muestras se centrifugaron correctamente, pero las
muestras con dilucién 1:1 no. Por lo que se sometieron las muestras 1,2 ,3y 4
dos veces al proceso de centrifugacion con los mismos parametros
seleccionados que la primera vez.

Una vez llevada a cabo la centrifugacion, las muestras estan listas para ser

analizadas en el ICP-MS.

3) Centrifugacién directa.

Este tratamiento es el mas sencillo de todos, ya que consiste simplemente en
una centrifugacion directa [Szymczycha-Madeja, A. y col; 2013].

Se tomaron 8 mL de muestra y se sometieron a una centrifugacion con las
siguientes caracteristicas [Szymczycha-Madeja, A. y col; 2013]:

- rpm: 12000.
- Tiempo: 10 minutos.
- Temperatura: 18 grados centigrados.
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Una vez realizada la centrifugacion las muestras ya estaban listas para ser
analizadas en el ICP-MS.

2.4. Analisis quimico

El analisis quimico ha sido llevado a cabo mediante el ICP-MS y con él se ha
conseguido determinar la concentracion de ciertos elementos en las muestras
de zumo, tratadas previamente con los tratamientos P1, P2 y P4.

Los elementos de los cuales se ha determinado su concentracidon son los
siguientes: : ©Na, **Mg, ?’Al, *°K, **Ca, °3Cr, >*Mn, *'Fe, *°Co, *°Ni, ®3Cu, °zn,
SBSr 1O7Ag 111Cd 121Sb 137Ba 208Pb

Las disoluciones de trabajo han sido preparadas por dilucion de la disolucion
multipatrén en agua purificada con un Sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
USA) y conservadas en frigorifico (5 °C).

Los resultados obtenidos por el analisis realizado con el ICP-MS nos dan la
concentracion en mg/L. Después se realizaron los correspondientes calculos
para obtener la concentracion real de los elementos en las muestras de zumo,
gue se muestran el apartado siguiente.
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3. RESULTADOS

3.1. Parametros analiticos del método

3.1.1.

Rango dinamico lineal

El rango dinamico lineal consiste en el intervalo de concentracion del analito
en el que la sefial analitica registrada es proporcional a la concentracion.

Para ello, ha sido necesario disponer de las disoluciones de trabajo preparadas
por dilucion, a partir de la disolucion multipatron en agua purificada con un
Sistema Milli-Q, para los distintos intervalos lineales de concentracion, 1 a
10000 pg/L (Ca, Mg, Ky Na), 1 a 1000 pg/L (Al, Fe, Sry Ni), 1 a 100 pg/L (Cr,
Ba, Cu, Mn Pb y Zn) y 0.5 a 10 ug/L, (Cd, Co, Ag y Sb). Los valores de los
coeficientes de regresion han estado comprendidos entre 0.9881 y 0.9971, a
modo de ejemplo en la Figura 12, se muestra una recta de calibrado para un
elemento correspondiente a cada intervalo lineal.

y =0,00339x+ 0,00051

) y =0,00307x + 0,00493
Istd_0-100 R2 =0,99515
0,4
02
04— . ‘ ' ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120
b. Cr

Istd_0-10 R? = 1,00000
0,04
0,02
a.Cd
y=0,03004x + 0,17597
Istd_0-1000 R2 = 0,99826
40
20 -
0 e®— ' ‘
0 500 1000 1500
C. Sr

Istd_0-10000

y=0,016x+2,1603
R?=0,9978

200,00000

100,00000

0,00000 ¥

0,00000 5000,0000010000,0000a.5000,00000

d. Na

Figura 12. Coeficientes de regresion (Cd, Cr, Na y Sr).

3.1.2.

Limite de deteccién y cuantificacion

El limite de deteccion es la menor cantidad de analito que puede diferenciarse

del blanco [Skoog, D. y col; 2008].
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Un criterio muy utilizado para que la concentracion minima detectable sea
distinguible con certeza del ruido de fondo es que la sefial igual a tres veces la
desviacién estandar de la sefial de los blancos:

(Sa)o = Sg + 308

El limite de cuantificacion es la menor cantidad de analito que puede
cuantificarse con suficiente fiabilidad Suele definirse en funcion del Lp, siendo
siempre mayor, por ejemplo tres veces el limite de deteccion. [Skoog, D. y col;
2008].

Los valores de los limites de deteccion y cuantificacion para los analitos en
estudio, han estado comprendidos entre 0.08-1500 pg/L y 0.26-8400 pug/L,
respectivamente.

3.1.3. Precision

Una propiedad analitica basica es la precision, que se define como grado de
concordancia entre una serie de resultados obtenidos al aplicar repetitiva e
independientemente el mismo método analitico a alicuotas de la misma
muestra. [Skoog, D. y col; 2008].

La evaluacién de la precision se realiza mediante parametros estadisticos que
miden la dispersion de los resultados. Estos parametros estadisticos son los
siguientes:

- Desviacion estandar.

- Varianza.

- Desviacién estandar relativa en % (o CV coeficiente de variacion).
Oy—
cv = 224100

En este Trabajo Fin de Grado, la precision se ha expresado como coeficiente
variacional y se ha calculado para distintos niveles de concentracién en funcién
del intervalo lineal de la recta de calibrado, que se muestran en la Tabla 37.
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3.1.4. Exactitud

La exactitud se define como el grado de concordancia entre una media y el
valor real (o aceptado como verdadero). [Skoog, D. y col; 2008].

Para poder evaluar la exactitud de un método es necesario determinar la
precision y la veracidad, grado de coincidencia entre el valor medio obtenido de
una serie muy numerosa de réplicas y un valor aceptado como referencia, ya
que depende de ambos.

La exactitud se ha obtenido teniendo en cuenta el método de recuperacion para
distintas concentraciones de los analitos que se muestran en la Tabla 37, asi
como los valores medios de recuperacion para todos los intervalos.

Intervalo lineal | Niveles de concentracién .,
CV % % Recuperacion
(Hg/L) (Hg/L) M B
5000
1- 10000 100
1 - 1000 588 1.40- 2.78
) 99.60 - 108
1- 100 10
5
05-10 05 <5.03

Tabla 37. Exactitud y precision del método

3.2. Discusion del andlisis quimico

Una vez realizado el analisis mediante ICP-MS de todas las muestras de zumo,
la discusion de los resultados obtenidos se va a plantear bajo distintos
aspectos, dado el numero tan elevado de analitos (18), los tres tratamientos
quimicos para las muestras (P1, P2 y P4), asi como la variedad de zumos
(limén, naranja y natural) y los distintos materiales de los envases.

Antes de iniciar el estudio de discusion, hay que indicar que los valores netos
de las concentraciones encontradas, dependeran de distintas variables como,
materia prima, proceso de elaboracién, almacenamiento... , por lo que solo se
comparan las cantidades encontradas para los elementos en los zumos que se
han tratado de distinta manera.
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En primer lugar en las siguientes Tablas 38-42, se muestran los resultados
para todos los elementos minerales analizados, por zumo y tratamiento de
muestras, ordenados en orden creciente de su masa atdmica y expresados
como el valor medio de las tres réplicas y su desviacion tipica.

Mase atomicay MUESTRAS LIMON
P1LV P1LP P1LL P1LN

23Na(mg/L) 7.519+1.136 46.109+23.077 130.932+6.680 35.417+30.071
24Mg(mg/L) 1.763+0.935 5.902+3.047 5.771+2.895 81.917+41.812
27Al(ug/L) 11.51946.542 | 20.529+1.144 95.827+10.071 51.218+12.102
32K(mg/L) 2.190£0.414 | 177.0643.140 174.926£9.798 ND
43Ca(mg/L) 2.245+0.463 4.336+0.069 2.871+0.187 64.931+2.747
53Cr(ug/L) 1.061£0.327 1.248+0.003 1.980£0.199 6.308+0.046
55Mn (pg/L) 10.841+1.987 6.794+0.058 14.845+2.249 82.042+14.023
57Fe(mg/L) 0.010+0.005 0.016+8.527E-4 1.697+1.407 1.689+1.287
59Co(ug/L) 0.814+0.359 0.691+0.136 0.8580.150 3.368+1.471
60Ni(mg/L) 0.068+0.065 0.024+0.008 7.070E-3+1.900E-3 0.781+0.739
63Cu(pg/L) 3.534+0.046 2.818+0.069 4.027+0.085 42.22142.764
66Zn(pg/L) 1.026£0.027 1.621£0.311 1.403£0.033 22.466+0.897
888r(mg/L) 0.038+5.022E-3 0.055+1.619E-3 0.082+4.083E-3 0.739+0.122
107Ag(ug/L) 1.094+0.397 0.646+0.279 0.653+0.180 1.116£0.476
111Cd(ug/L) 0.106+0.003 0.093+0.028 0.0860.075 1.614+1.451
121Sb(ug/L) 0.271+0.012 0.936+0.005 0.488+0.094 1.471+0.588
137Ba(ug/L) 22.343+2.744 | 15.619+0.207 10.0290.779 23.860+3.979
208Pb(ug/L) 2.934+1.867 1.476+0.447 0.718+0.023 3.210+0.908

Tabla 38. Resultados obtenidos para muestras de limén en P1.

ND: No detectado.
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atgﬂrr?;:z y MUESTRAS NARANJA
Elemento
P1INV P1INP P1NL PINT P1NN
23Na(mg/L) 7.033+0.024 560.918+24.979 6.017+0.234 24.939+1.791 3.971+0.200
24Mg(mg/L) 1.507+0.763 13.153+6.596 8.803+4.409 29.803+15.012 100.029+50.072
27Al(ug/L) 8.281+0.601 95.199+30.698 12.227+0.302 1053.219+1030.7501 10.259+2.507
32K(mg/L) 1.819+0.023 263.424+11.762 260.480+8.981 1.018E3+70.119 1.084E3+1.088E3
43Ca(mg/L) 2.021+0.083 13.529+9.729 3.750+0.049 34.740+£2.166 90.152+0.959
53Cr(ug/L) 1.237+0.160 2.584+0.217 0.948+0.052 2.555+0.082 2.406+0.510
55Mn (ug/L) 4.951+0.860 15.591+0.580 17.204+0.417 85.834+4.079 75.746+7.146
57Fe(mag/L) 0.017+0.003 0.142+0.003 0.019+7.560E-4 0.236+0.009 0.565+0.097
59Co(ug/L) 0.981+0.602 2.146+1.049 0.829+0.083 1.554+0.129 1.043+0.205
60Ni(mg/L) 0.015+5.502E-3 0.175+0.171 4.810E-3+£2.474E-3 0.018+0.013 0.015£0.005
63Cu(ug/L) 3.180+0.159 7.698+0.650 7.923+1.029 12.315+0.0225 31.394+9.787
66Zn(ug/L) 1.172+0.022 1.679+0.017 2.082+0.453 5.439+.0015 10.139+1.594
88Sr(mg/L) 0.028+3.371E-3 | 0.074+£3.573E-3 0.025+1.796E-4 0.099+3.002E-3 0.495+0.120
107Ag(ug/L) | 0.305+0.014 0.413+0.029 0.312+0.009 0.561+0.046 0.501+0.030
111Cd(pg/L) 0.055+0.036 0.030%0.010 0.067+0.020 0.989+0.034 0.227+0.002
121Sb(pg/L) | 0.292+0.008 0.605+0.010 0.637+0.021 2.708+0.020 0.472+0.062
137Ba(ug/L) 15.915+1.220 13.776+1.245 15.356+0.405 47.888+0.311 18.989+1.128
208Pb(ug/L) 2.252+0.905 1.136+0.266 108.096+102.438 0.869+0.081 1.686+0.299

Tabla 39. Resultados obtenidos para muestras de naranja en P1.

En cuanto a los resultados de las Tablas 38-39, para el tratamiento P1, los
elementos que presentan mayor concentracion son los macronutrientes, Na, K
y Mg, y de los oligoelementos o micronutrientes, Fe y Ni, que se destacan en

las mismas.

En segundo lugar, la comparacion para el tratamiento P4 de las Tablas 40-41,
arroja las mismas conclusiones siendo la del Ni, la mayor de todos
independientemente del tipo de zumo considerado.
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Masa atémica y

MUESTRAS LIMON

Elemento
P4LV P4LP P4LL P4LN

23Na(mg/L) 10.827 £ 0.702 50.343+1.810 138.633+1.153 46.608+39.199
24Mg(mg/L) 2.188+1.099 6.517+3.362 6.069+3.037 95.679+47.958
27Al(ug/L) 12.887+1.170 21.818+0.989 97.461+3.766 54.253+17.581
32K(mg/L) 11.499+0.534 189.356+1.353 179.798+4.113 ND
43Ca(mg/L) 7.587+0.780 10.321+0.063 6.976+0.207 90.617+£16.797
53Cr(pg/L) 12.490+0.748 10.161+0.022 10.196+0.034 12.306+0.964
55Mn (pg/L) 14.559+0.744 6.644+0.019 14.242+1.644 101.608+29.553
57Fe(mg/L) 0.022+0.012 0.010+4.809E-4 1.596+1.126 1.991+1.330
59Co(ug/L) 0.119+0.001 0.237+0.028 0.412+0.106 3.201+1.388
ON(GL) | SASIE42TOES | SOTOEaeNES | SoEesLomEs | 6aEsaTORES
63Cu(ug/L) 2.351+0.263 1.668+0.095 2.967+0.755 43.558+0.358
66Zn(ug/L) 1.709+0.005 1.581+0.076 1.663+0.429 28.261+0.038
88Sr(mg/L) 0.049+3.619E-3 0.058+5.342E-4 0.091+8.043E-5 0.948+0.064
107Ag(ug/L) 0.027+0.019 3.327E-3+2.939E-4 0.168+0.163 0.204+0.089
111Cd(ug/L) 0.047+2.149E-3 0.059+7.263E-3 0.253+0.192 2.165+1.791
121Sb(ug/L) 0.509+0.348 0.983+3.838E-3 0.392+0.011 1.674+0.695
137Ba(ug/L) 27.381+0.401 16.203+1.220 9.065+0.011 26.042+7.359
208Pb(ug/L) 2.525+0.637 1.518+0.301 1.867+0.117 8.199+3.570

Tabla 40. Resultados obtenidos para muestras de limon en P4.

ND: No detectado.
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Masa

atbmicay MUESTRAS NARANJA
Elemento
PANV PANP PANL PANT P4ANN

23Na(mg/L) 8.153+1.163 ND 6.971+0.399 22.660+0.338 3.137+0.032
24Mg(mg/L) 1.532+0.808 11.255+5.428 10.059+5.428 27.002+£13.505 89.175+44.594
27Al(pg/L) 8.434+2.052 13.144+1.764 8.545+0.610 11.609+0.319 2.112+0.516
32K(mg/L) 7.240+1.324 232.033+18.237 286.911+13.179 ND ND
43Ca(mg/L) 5.213+0.765 22.005+2.052 9.958+0.552 33.151+0.765 74.246+4.621
53Cr(pg/L) 12.373+0.641 10.930+0.487 19.668+1.433 15.977+0.965 14.242+0.541
55Mn (pg/L) 5,254+1,795 13,354+0,730 18,558+0,856 80,021+0,076 58,842+3,735
57Fe(mg/L) 0.022+0.017 0.101+0.007 0.053+£9.032E-4 0.236+0.009 0.565+0.097
59Co(ug/L) 0.126+0.021 0.285+0.022 0.375+0.109 0.572+0.019 1.043+0.205

60Ni(mg/L)

63Cu(pg/L) 2.189+0.302 10.496+1.255 6.982+0.044 8.630+0.306 23.381+5.855
66Zn(pg/L) 1.583+0.028 2.413+1.065 2.999+0.174 5.306+0.001 9.231+0.621
88Sr(mg/L) 0.031+5.960E-3 0.082+8.266E-3 0.028+2.023E-3 0.101+7.594E-4 0.315+0.022
107Ag(ug/L) | 7.038E-3+5.677E-3 | 6.711E-3+4.56E-4 0.149+0.079 5.833E-3+6.314E-3 0.117+0.097
111Cd(pg/L) 0.045+0.025 0.095+0.036 0.224+0.099 0.872+0.009 0.239+0.180
121Sb(pg/L) 0.144+0.065 0.463+5.043E-4 0.516+0.017 2.732+0.013 0.210+0.071
137Ba(ug/L) 16.275+2.689 13.837+1.392 14.588+0.699 45.711+0.732 8.775+0.809
208Pb(ug/L) 1.805+0.286 1.124+0.494 156.042+149.882 0.268+0.017 0.542+0.232

Tabla 41. Resultados obtenidos para muestras de naranja en P4.

ND: No detectado.

Por dltimo para el tratamiento P2, aunque se han realizado distintas diluciones
para el acido nitrico, a vista de los resultados obtenidos, se opt6 por trabajar

con la dilucion 1:1, que presentaba valores mas elevados de extraccion.

En este caso, se ha considerado la muestra envasada en PET, y se puede
comprobar como los resultados de los elementos de mayor concentracion
coinciden.
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P2. Dilucion 1:1 (Muestra P2NP)

Elemento

23Na(mg/L) 448.372 + 50.714
24Mg(mg/L) 11.196 + 0.876
27Al(ug/L) 17.511 + 3.903
32K(mg/L) 235.511 + 13.002
43Ca(mg/L) 22.013 + 1.586
53Cr(ug/L) 8.762 + 0.506
55Mn (ug/L) 14.008 + 0.610
57Fe(mg/L) 0.081 + 7.277E-3
59Co(ug/L) 0.426 £ 0.078
60Ni(mg/L) 1.657E-3 + 3.898E-4
63Cu(ug/L) 7.383 £0.934
66Zn(ug/L) 5.700 £ 1.274
88Sr(mg/L) 0.078 + 5.063E-3
107Ag(ug/L) 0.043 £ 0.014
111Cd(pg/L) 0.298 + 0.039
121Sb(ug/L) 0.441 £ 0.032
137Ba(ug/L) 14.505 £ 0.896
208Pb(ug/L) 4.336 + 0.816

Tabla 42. Resultados obtenidos para la muestra P2NP por dilucion 1:1.

Con esto, podemos concluir este apartado de discusién, que todos los
tratamientos aplicados independientemente de la naturaleza de los zumos
y distintos envases, repiten los elementos de mayor concentracion
presentes en las muestras

En la Tablas 43-44, se muestran como resumen, los intervalos de
concentracion de todos los analitos, considerando el total de zumos
analizados, asi todos los tratamientos aplicados.
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TRATAMIENTO DIGESTION POR MICROONDAS
Muestras limén Muestras naranja

I\I/_:I?sr?]:;?cr)nlca Y | Intervalo de concentracion | Intervalo de concentracion
23Na(mg/L) [130.932 — 7.519] [560.918 — 3.971]
24Mg(mg/L) [81.917 — 1.763] [100.029 - 1.507]
27Al(ng/L) [95.827—-11.519] [1053.219 — 8.281]
32K(mg/L) [177.064 - 0] [1.084E3 - 1.819]
43Ca(mg/L) [64.931 — 2.245] [90.152 — 2.021]
53Cr(ug/L) [6.308 —1.061] [2.584 — 0.948]
55Mn (pg/L) [82.042 — 6.794] [85.834 — 4.951]
57Fe(mg/L) [1.697 — 0.010] [0.565 — 0.017]
59Co(ug/L) [3.368 — 0.691] [2.146 — 0.829]
60Ni(mg/L) [0.781 — 7.070E-3] [0.175 — 4.810E-3]
63Cu(ug/L) [42.221 — 2.818] [31.394 — 3.180]
66Zn(ug/L) [22.466 — 1.026] [10.139 — 1.172]
88Sr(mg/L) [0.739 — 0.038] [(0.495 — 0.025]
107Ag(ug/L) [1.116 — 0.646] [0.561 — 0.305]
111Cd(pg/L) [1.614 — 0.086] [0.989 — 0.030]
121Sb(ug/L) [1.471-0.271] [2.708 - 0.292]
137Ba(ug/L) [23.860 — 10.029] [47.888 — 13.776]
208Pb(ug/L) [3.210 — 0.718] [108.096 — 0.869]

Tabla 43. Intervalos de concentracion de los analitos en P1.

Muestras limén Muestras naranja
I\é?;?]:;?(;mca Y | Intervalo de concentracién | Intervalo de concentracion
23Na(mg/L) [138.633 — 10.827] [22.660 — 0]
24Mg(mg/L) [95.679 — 2.188] [89.175 — 1.532]
27Al(pg/L) [97.461 — 12.887] [13.144 — 2.112]
32K(mg/L) [189.356 - 0] [286.911 - 0]
43Ca(mg/L) [90.617 — 6.976] [74.246 — 5,213]
53Cr(pg/L) [12.490 — 10.161] [19.668 — 10.930]
55Mn (ug/L) [101.608 — 6.644] [80.021 — 5.254]
57Fe(mg/L) [1.991 - 0.010] [0.565 — 0.022]
59Co(ug/L) [3.201 - 0.119] [1.043 — 0.126]
60Ni(mg/L) [6.424E-3 — 5.481E-4] [3.161E-3 — 1.159E-3]
63Cu(pug/L) [43.558 — 1.668] [23.381 — 2.189]
66Zn(pg/L) [28.261 — 1.581] [9,231 - 1.583]
88Sr(mg/L) [0.948 — 0.049] [0.315 - 0.028]
107Ag(Mg/L) [0.204 — 3.327E-3] [0.149 — 5.833E-3]
111Cd(pg/L) [2.165 — 0.047] [0.872 — 0.045]
121Sh(ug/L) [1.674 — 0.392] [2.732 — 0.144]
137Ba(ug/L) [27.381 — 9.065] [45.711 - 8.775]
208Pb(pg/L) [8.199 — 1.867] [156.042 — 0.268]

Tabla 44. Intervalos de concentracion de los analitos en P4.
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A continuacion se pasa a la discusion de un estudio mas detallado, teniendo
en cuanta la siguiente clasificacion para los elementos estudiados.

v" Nutrientes mayoritarios: Na, Mg, K, Ca y Ba.
v" Micronutrientes: Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Sr, y Al.
v' Toxicos: Ag, Cd, Pby Sb.

También hay que indicar que este estudio, solo se ha realizado para el
tratamiento P1, llevado a cabo en el digestor de microondas, por ser el método
que actualmente mas se emplea para digestiones de muestras de alimentos,
por la ventajas que ofrece, (sencillez, rapidez, alto numero de muestras..... ).

3.2.1. Estudio comparativo de elementos mayoritarios

En este primer apartado se va a comentar la comparacién de los elementos
gue son nutrientes mayoritarios, Na, K y Ca, en las muestras que estan
envasadas en vidrio y lata con el zumo natural, para observar la influencia que
estos materiales tienen en la concentracion de estos analitos de alto valor
nutricional.

En la Figura 13, se puede encontrar la comparaciéon descrita anteriormente
para las muestras de limén y naranja. De esta forma podemos ver la
concentracion que presentan estos elementos mayoritarios en cada tipo de
zumo y seguln su envase.

Observando las graficas, se puede comentar en primer lugar que en el de
naranja solo en el zumo de envase metélico y natural hay presencia de
elementos, presentado el natural, concentraciones méas elevadas, sin embargo
en el de vidrio, no se detectan concentraciones apreciables. En contraposicion,
en el zumo de limén si hay presencia de estos elementos, pero al igual que
antes, en el zumo envasado en vidrio las concentraciones son muy inferiores al
envase metalico, que es mayor incluso al zumo natural. Esto se puede
justificar con el hecho ya conocido, de la mejor proteccion que los envases
metalicos suponen al alimento
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Figura 13. Concentracion elementos mayoritarios en distintos zumos y
envases.

3.2.2. Estudio de micronutrientes con caracter
metalico

Dado que entre las muestras de zumo, hay envases metalicos, tanto para las
muestras de limén como de naranja, es interesante la comparacién entre la
concentracion de algunos de estos elementos y las del zumo natural.
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Asi se podria ver si existe una variacion llamativa entre los resultados como
consecuencia de alguna posible migracion desde el envase al zumo de fruta.

Para ello se van a selecciona los siguientes elementos: Al, Co, Cu, Cr, y Mn,
gue pueden estar presentes en la composicion de los envases metalicos.

En la siguiente Figura 14, se ha representado la concentracion de cada uno de
estos elementos, en funcion de si el envase es de lata o es natural. Se ha
llevado a cabo tanto para las muestras de limén como de naranja. Las
muestras seleccionadas son aquellas sometidas al tratamiento de digestion por
microondas (P1).
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Figura 14. Variaciéon de la concentracién en funcion del envase (Lata o Natural)
para P1.

Observando la Figura 14, se puede comprobar que en todos los casos, salvo
para el aluminio, las concentraciones de estos micronutrientes en los zumos
naturales es superior a lo envasados en lata. Se puede intentar una
explicacion, a través del fendmeno de migracion del envase metélico al zumo,
en base, al periodo, condiciones y tiempo de almacenamiento, que haya dado
lugar a esas concentraciones mas elevadas, sobre los otros elementos.
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3.2.3. Influencia del tratamiento de muestra vy
naturaleza del envase

En este dltimo aparatado se va a plantear un estudio para los siguientes
alimentos: Cd, Sb y Pb, por su destacado caracter toxico y se van a realizar
distitntos estudios de comparacion entre los resultados obtenidos, que son los
que se muestran a continuacion:

a. Concentracion de los elementos y el tratamiento de muestra.
b. Aplicacion del mismo tratamiento para distintos envases.
c. Relacion entre el tratamiento de la muestra y la naturaleza del envase.

a. Concentracion de los elementos y el tratamiento de muestra.

Para este estudio de concentracion de los elementos y tratamiento de muestra,
se eligen las muestras envasadas en PET, ya que son las mas
comercializadas. De esta forma se comprueba el efecto que los tres
tratamientos tienes sobre la extraccion de los analitos de las diferentes
matrices de zumos analizadas.

La Figura 15, muestran los resultados obtenidos tras la realizacion de la
comparacion.
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Figura 15. Comparacion concentracion de metales y tratamientos.
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En la Figura 15, se puede observar como la extraccion afecta a los niveles de
concentracion encontrados, contemplando que siempre el plomo es el que
presenta mayor concentracion, seguido del antimonio, cuyos valores varian
menos entre ellos y por ultimo el cadmio que son menores y con algo mas de
diferencia entre ellos. Si bien, hay que destacar que el plomo mediante el
tratamiento P2, presenta resultados cuatro veces superiores a P1 y P4.

b. Aplicacion del mismo tratamiento para distintos envases.

En segundo lugar, se ha querido contrastar, en el caso de un mismo
tratamiento, si se producen variaciones en la concentracion de los metales Cd,
Sb y Sr en funcion del envase que almacene la muestra. Dicha comparacion se
ha llevado a cabo observando también los valores obtenidos del zumo natural.

En las siguiente figura, Figura 16, se observar los resultados obtenidos para el
tratamiento P1 (Digestidn por microondas) y para el P4 (Centrifugacion directa).
Los envases comparados son el plastico, la lata y la propia fruta natural.

Tanto para el tratamiento P4 como P1, el zumo de limén da resultados mas
altos que el de naranja, siendo preocupante que el zumo de limén natural para
P4, presente valores mas altos que en los envasados, no ocurriendo asi en P1,
gue son resultados mas razonables.
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Figura 16. Concentracion elementos en funcion del envase en P1y P4.
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c. Relacion entre el tratamiento de la muestra y la naturaleza del envase.

En tercer y ultimo lugar, se pretende ver, fijando el tipo de envase, con que
tratamiento se extrae mayor concentracion de los elementos. En este caso se
realiza la comparacion de los tratamientos P1 y P4 y los elementos Cd, Cr, Sb
y Pb. Los envases con los que se lleva a cabo dicha comparacién son, Lata,
plastico (PET) y natural.

v" Muestras de limdn: Lata, plastico (PET) y natural.

En la Figura 17, se puede ver la concentracion obtenida de los metales segun
el tratamiento y en funcion del envase en el que se encuentra la muestra.
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Figura 17. Comparacién envases y concentracién (LIMON).

v' Muestras de naranja: Lata, plastico (PET), tetrabrick y natural.

En la Figura 18, al igual que en el caso de las muestras de limon, se puede
observar la concentracion obtenida de los metales segun el tratamiento
realizado y en funcion del envase.

En primer lugar para el zumo de limén con el natural, observando los
resultados de los gréaficos, para los envases de PET y metélico, el tratamiento
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gque mas afecta es el P4 y al Cr y Pb, siendo cinco y diez veces superior la
concentracion, en comparacion con P1, respectivamente.

En cuanto a la naturaleza de los zumos la extraccion, en ambos tratamientos
es mas eficaz para el natural, con valores visiblemente mas altos para el
conjunto de todos los elementos, siendo los méas elevados, en el caso del Cry
Pb.

Para el estudio del zumo natural y naranja en los tres tipos de envases,
destacan la concentracion de Cr para P4, llegando a ser hasta 10 veces
superior en el envase metalico, resultados que parecen coherentes para este
material de envasado en el que este elemento puede formar parte de su
composicion.
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Figura 18. Comparacion concentracion en funcion de la muestra,

tratamientos y envase.
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4. CONCLUSIONES

En esta Memoria se va a concluir considerando distintos aspectos de la misma,
en primer lugar comprobando que el trabajo desarrollado para la ejecucion
completa, desde sus inicios hasta su redaccién y preparacion de la defensa de
la misma, han servido para adquirir destreza, habilidades y experiencia ante la
resolucién de un problema analitico.

No menos importante, son las conclusiones obtenidas sobre los resultados de
la investigacion cientifica realizada, los cuales muestran un gran interés para
continuar trabajando en esta linea con mas profundidad y tiempo.

En este aspecto se pueden considerar las siguientes conclusiones:

e Entre los tratamientos aplicados a las muestras, si bien existen
diferencias entre los resultados de las cantidades extraidas, no resultan
por general significativas.

e En el caso de los elementos nutrientes que se han comparado, para
distintos envases, solo para los envases de vidrio, muestran
concentraciones inferiores a los de metal, lo que podria indicar,
diferencias en la proteccion del zumo.

¢ De todos los oligoelementos comparados, el aluminio presenta en los
zumos en envases metdlicos, niveles mas altos, lo que se podria
interpretar como una migracion del envase al alimento.

e Para los elementos toxicos estudiados los distintos tratamientos, solo
muestran diferencias significativas para el plomo segun el P2, siendo
éste por tanto, el mas eficaz.

¢ De la comparacién de los distintos envases, (tres y el zumo natural) para
los tratamientos P1 y P4 con los elementos toxicos, el tratamiento P4,
presenta resultados que para el caso del cromo en particular, pueden
llegar a ser hasta diez veces mayores.
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