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INTRODUCCION.

La importancia del calcio en los procesos metabdlicos de las aves es bien conocida
en la actualidad;'debido a esto, su contenido en los alimentos balanceados es cuantificado
de ordinario en las explotaciones avicolas. El crecimiento de la industria pecuaria y el
aumento en el consumo de alimentos que trae consigo, requiere de procesos de produccion
y control de calidad mas dinamicos y eficientes. Los métodos de andlisis no escapan a esta
tendencia de bisqueda de mejoras y de alternativas para la determinacion de los analitos y
nutrientes que son de su competencia. Para la determinacion de calcio, los métodos que se
emplean normaimente son los emitidos por el AOAC Intemational:® sin embargo, estos
metodos presentan ciertos inconvenientes: el meétodo 835.13 (volumetrico) es lento e
incomodo y sblo permite un numero limitado de analisis por dia, y el método 968.08
(absorcion atdmica) requiere de un equipo costoso al que muy pocos laboratorios tienen
acceso. Se desamollo y validé un método altemative para la determinacién de calcio en
alimentos balanceados; este método utiliza un electrodo selectivo de calcio e involucra un
procedimiento sencillo, de facil implementacion, econdémico y no presenta los
inconvenientes inherentes a los métodos oficiales del AQAC International.

PARTE EXPERIMENTAL.
|._METODO.

A. Aparatos.

A. Electrodos. Electrodo selectivo de calcio (modelo 93-20, Orion Research Inc.) y
electrodo de referencia de unién simple (modelo 80-01, Orion Research Inc.).

B. Agitador magnético. Con barras magnéticas de 4 cm (1 '€ ) recubiertas de teflon. Utilizar
un matenal aislante para proteger a la muestra del calor del motor.

o

Potenciometro. Analizador de iones Orion EA940 (Orion Research Inc. 529 Main street,
Boston, MA 02129 USA). Equipado con ajustador de temperatura automatico.

Reactivos.

Agua desionizada,

Carbonato de calcio. 99.995 % (20,293-2, Aldrich Chemical Inc.).
Solucidn estandar de calcio, SEC. 4000 ppm Ca.

Ajustador de fuerza ionica, ISA. Solucion de KCl 4M

Solucién de azul de bromofenol al 0.5 % en agua.
Hidraxido de amanio al 5 %.
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B. Procedimiento.

¢+ Preparacion de la muesira. Calcine 3 g de muestra en un crisol de porcelana durante 3
horas a 600 °C. Deje enfriar. Adicione 10 mL de solucion de HC| 1+3 y una gotas de
HNO,; concentrado, y cologue sobre una pamila de calentamiento. Permita la
evaporacion hasta cerca de la sequedad. Transfiera cuaniitaivamente a un matraz
volumetrico de 250 mL. Adicione una gota de solucion de azul de bromofenol y adicione
volumenes suficientes de hidroxido de amonio y acido clorhidnico diluido (1+50) para
lograr un cambio en la coloracidn de amarillo a azul-gris. Complete el volumen con agua.

. mwdﬁm Siga el procedimiento sugerido por el fabncante
del electrodo.
s Medicion de la concentracion de calcio. Procedimiento analitico de adicion conocida.®

1. A un vaso de precipitado de 150 mL equipado con barra magnética, adicione 10
mL de la muestra, 2 mL de ISA y 100 mL de agua. Agite vigorosamente.

Prepare el potenciémetro en el modo de adicién conocida.
Sumerja los electrodos en la solucion, cuando la lectura mostrada sea estable,
introduzca el valor expenmental de la pendiente.

Adicione 10 mL de SEC. Agite vigorosamente.

Cuando la lectura mostrada sea estable, registre la concentracion de calcio (ppm).

C. Caiculos.

% Ca = (0.28) (Sc) / W

donde: Sc - concentracion experimental de Ca, ppm.
W - peso de la muestra en gramos.

. VALIDACION.
El método propuesto se sometid a la evaluacion de los siguientes parametros de validacion

1. Linearidad del sistema. Para evaluar éste parametro se registraron las diferencias de
potencial del electrodo en soluciones estandar de calcio de concentraciones
comprendidas entre 0.0 y 100 ppm. Cada nivel de concentracion de calcio se analizd por

2. Exactitud. Con el objeto de conocer la exactitud del método se eligieron las opciones de
a) estudiar la correlacion de l0s resultados con cada uno de los métodos oficiales y un
analisis de varianza de los tres grupos de resultados, para lo cual se analizaron 27
muestras de alimento (0.5- 5.0 % de Ca), con tres réplicas cada una, por los tres
diferentes métodos estudiados:

¢ Método oficial AQAC 935.13 (volumétrico)
+ Meétodo oficial ACAC 968.08 (absorcion atomica).
+ Método por electrodo selectivo de calcio.

y b) ensayos de recuperacion en muestras de alimentos fortificadas con adiciones
conocidas de Ca
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3. Precision. El grado de concordancia entre una serie de mediciones repetidas de una
muestra homogénea se estudio de la manera siguiente:

+ Metodo, A 10 niveles comprendidos entre 5-125 % de los valores de calcio
normalmente encontrados en alimentos para aves.

+ Sistema. Solucicnes estadndar de calcio a 5 niveles (50- 150%) con 5 réplicas
cada uno.

4. Especificidad. Se realizaron ensayos de cuantificacidn del calcio adicionado a soluciones
placebo, estas soluciones contenian los principales iones (P, Na, K. Mn, Mg, Fe, Cu, Zn)
gue se encuentran normalmente en alimentos para aves. a concentraciones de 50, 100y
150 % del valor medio tedrico.

5. Rango. Para establecer el rango de concentraciones de calcio en el cual el metodo es
lineal, exacto y preciso, se evaluo la linearidad de la metodologia utilizando muestras de
alimento (0.5-5.0 % de Ca).

RESULTADCS Y DISCUSION.

En la figura 1 se puede apreciar el grado de correlacion que guardan la diferencia del
potencial del electrodo y el logs; de la concentracion de Ca (ppm) en solucion. Los valores
para el coeficiente de correlacion y su cuadrado son 09999 y 0.9998 respectivamente; lo
cual refleja que la diferencia de potencial de la solucidén medida por el electrodo antes y
después de la adicion del estandar de concentracion conocida es funcién perfectamente
lineal del logaritmo de base 10 de la concentracion de calcio en solucion. Esto brinda un alto
grado de confianza al sistema utilizado en la metodologia propuesta.

Figt, Linzaridad del sistema
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En las figuras 2 y 3 se aprecia que relacionando y graficando los resultados
obtenidos por el método Ca-ES como funcion de los resultados obtenidos por cada uno de
los métodos oficiales AOAC International, para cada muestra, el grado de correlacion es muy
alto. Dicha correlacion indica la gran exactitud de la metodologia desarrollada, y en la tabla
1 se muestran algunos parametros estadisticos que asi lo corroboran.
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Ca POR Ca-ES (%)

Faz. CORRELACION ENTRE LOS METODOS Ca-ES Y AOAC
935.13 (VOLUMETRICO)
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Fig. 3. CORRELACION ENTRE LOS METODOS Ca-ES
¥ AOAC 568.08 (ABSORCION ATOMICA)
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El andlisis de varianza (tabla 2) de los resultados obtenidos por los tres diferentes
métodos ratifica la gran exactitud del método que emplea un Ca-ES.

Tabla 2.
Andlisis de varianza.

El valor alto de P** indica que los métodos dan resultados estadisticamente iguales.

En la tabla 3 se resumen los resultados (media de 3 réplicas) de los ensayos de
recuperacién para 12 muestras de alimento analizadas por el método Ca-ES; el porcentaje
de recuperacién, en todos los casos cumple con el criterio de aceptacion considerado en el
estudio ( trazas mayores de 1 ppm; recuperacién: 70-120 % de recobre).

Tabla 3.
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Tabla 1.
Carrelacién del método Ca-ES con los métodos oficiales AOAC International.
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El andlisis estadistico de los ensayos para conocer la precision del método y del sistema
muestra que el coeficiente de variacion para ambos casos es menor que 2 %, que es un
criterio de aceptacion; estos resultados son acordes con lo publicado por Horwitz® que
acepta un CV de 4 % para conceniraciones hasta de 1 %. Todo lo anterior indica que la
precision del método propuesto es alia.

Enlatabla 4 y figura 4 se resumen y muestran, respectivamente, la perfecta linearidad
que se obtuvo en los ensayos para determinar el rango de aplicacién del método por Ca-ES.

Tabla 4.
Resumen de los resultados de los ensayos de para determinar
el rango del método.
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Los resultados de los ensayos para verificar la especificidad fueron acordes con lo
esperado, y ademas coinciden con lo descrito por el fabricante, esto brinda un alto grado de
confianza a la especificidad del electrodo, v por consiguiente, al método: también los
ensayos de recuperacion descritos en el apartado que traia de la exactitud, corroboran la
gran especificidad de la metodologia que emplea un Ca-ES.

La tabla 5 muestra la excelente respuesta del método Ca-ES en muesiras “ciegas” de
check sample. Las concentraciones de calcio que se encontraron con la metodologia
propuesta estin acordes con los encontrados por las otras metodologias oficiales en
laboratorios de todo el mundo gue participan en los programas de las organizaciones
mencionadas.
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Tabla 5.
Ca (%) encontrado por el método Ca-ES en muestras de dos programas Check sample

El procedimiento propuesto para cuantificar caicio en alimentos balanceados para aves
resulta ser de facil implementacion, rdpido, de bajo costo y cumple con los parametros de
validacion que se recomiendan en la literatura para métodos que determinan
concentraciones a los niveles en que se encuentra el calcio en los alimentos balanceados,
por lo que éste método es confiables y puede ser utilizado para analizar el contenido de
calcio en forma rutinaria. Ademas, este metodo no presenta los inconvenientes inherentes a
los métodos oficiales AOAC Intemational.
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