TRABAJOS Revista FABICIB, Afio 1997, Volumen 1, pags. 61-65

Utilizacion del complejo formado con metalftaleina
para la determinacion espectrofotométrica de calcio
en jugos y cremogenados de naranjas.*

Robles Juan C.; De Zan Maria M.; Mantovani Victor E.; Sanchis Juan C.; Satuf Lucila;
Ferraro Julieta B.

Catedra de Quimica Analitica General, Departamento de Quimica, Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional del
Litoral, C.C. 530 (3000) Santa Fe, Argentina.

RESUMEN: E| método fue desarrollado para su aplicacion ala determinacién de calcio dentro del conjunto de pardmetros fisicoguimicos
que se evalian en muestras de jugos y cremogenados de naranjas del pais, para actualizar la base de datos de sus composiciones
y el estudio de sus tipificaciones, como asimismo deducir modelas estadisticos que permitan juzgar la autenticidad de los mismos y
la posibilidad de la deteccion de adulteraciones (8,9).

Se desarrollé una técnica espectrofotométrica, en la cual el calcio forma con la metalftaleina un complejo coloreado en presencia de
8-hidroxiquinaleina, que evita la interferencia del magnesio en las condiciones del ensayo. Se estudio el comportamiento del método
evaludndose: caracteristicas espectrales, estabilidad del color, linealidad, reproducibilidad, exactitud, interferencia del magnesio,
ensayo de recuperacion de calcio, y se realizd un estudio comparativo con la técnica de absorcién atémica. El método propuesto
presenta las siguientes caracteristicas: es rapido, requiere paco volumen de muestra, es preciso, exacto, econdmico, utiliza reactivos
de facil preparacion y elevada estabilidad a temperatura ambiente, lo que permite reemplazar las técnicas de absorcion atémica y
volumetrias complejomeétricas para conseguir resultados precisos en un laboratorio de mediana complejidad.

SUMMARY: Calcium is one of the parameters studied for the characterization of fruit juices and puree as well as for detecting
adulterations. A spectrophotometric method was develaped for its determination, in which a Metalftaleine colored complex is formed
with calcium, when 8-hidroxiquinoleine was present to avoid the interference of magnesium in the conditions of the test. The behavior
of the method was studied evaluating: spectral characteristics, color stability, reproducibility, accuracy, interference of the magnesium
and recovery of calcium. This methad had the following characteristics: quickness, small sample volume, accuracy, high precision,
low cost, easy reagents preparation and high stability at room temperature. For these reasons it may be applied in a laboratory of
medium complexity as an alternative of the atomic absorption and complexometric volumetric methods.

Introduccion

Para el analisis de calcio en jugos y cremoge-
nados de naranjas, los métodos mas citados por la
bibliografia son: la volumetria complejométrica, uti-
lizando acido etilendiaminotetracético como titulan-
te (1), la espectroscopia de emision y de absorcion
atomica (1-3) y la espectrocopia de emisién en
plasma acoplado inductivamente (3). El primero
presenta como dificultad la utilizacion de volimenes
elevados de muestra y una escasa reproducibilidad,
y los otros, debido al costo del equipamiento, no
siempre son accesibles a laboratorios de mediana
complejidad.

* Trabajo desarrollado en el marco del programa CAl+D de la
Universidad Nacional gel Litoral, Resolucion CS N° 156/94.

£l presente trabajo fue presentado en el “Encuentro Bioguimico del
Litoral y IV Jornadas de Comunicacion Técnico-Cientiticas de la
Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolgicas-UNL". Oclubre 1996-

En el método que se propone, basado en
trabajos precedentes (4,5), la determinacion de cal-
cio se hace espectrofotométricamente a través de
la formacion de un complejo con la Metalftaleina,
conteniendo ademas el reactivo una concentracion
suficiente de 8-hidroxiquinoleina que evita la inter-
ferencia del magnesio en las condiciones de trabajo
(6, 7).

Materiales y Métodos
Aparatos y reactivos

a) Espectrofotémetro UV-Visible: GBC Scienti-
fic Equipment Pty Ltd. Australia, modelo 911.

b) Peachimetro: Orion mod. 420 A.

c) Espectrémetro de absorcion atémica: Per-
kin Elmer 3110 con lampara de catodo hueco.

d) Mufla: Dalvo modelo HM1,

e) Micropipetas de 50 y 100 ul con constric-
cion.

f) Reactivos (todas las drogas utilizadas son
de grado analitico):



f1') Selucion patrén stock de calcio de 1.000
mg /f: preparada a partir de “Titrisol” MERCK, de
1.000 g +/- 0.002, llevado a 1000.00 ml con agua
destilada.

f2 ) Soluciones derivadas de calcio de 20, 40,
60, 80 y 100 mg /I se prepararon tomando 1.00 -
2.00 - 3.00 - 4.00 y 5.00 ml respectivamente de la
solucion stock con microbureta de 5.000 ml, llevan-
do en cada caso a 50.00 ml.

f3 ) Reactivo complejante: se preparé mez-
clando 0.10 mmol de metalftaleina (Cfx),(o-cre-
solphthalein-3',3"-bis-methyleneiminodiacetic acid
0 phthalein purple) SIGMA; 3.44 mmol de 8 - hidro-
xiquinoleina ERBA RPE - ACS; 11.61 mmol de
acetato de sodio trihidrato MERCK.; disolviendo la
mezcla con 15 ml de 4cido clorhidrico 2 mol/l
preparado a partir de dcido clorhidrico concentrado
MERCK; llevando finalmente a 25 mi con agua
destilada.

14) Solucion regufadora: se prepard mezclan-
do 5 ml de 2-Amino-2 metilpropan-1-ol BDH, pre-
viamente fundido con 250 ml de metanal al 35 %
(v/v) MERCK., adicionando Iluego 0.30 ml de hidrg-
xido de potasio 5 mol / | MERCK, ajustando final-
mente el pH entre 10.9-11.1.

Preparacion de las muestras

Jugos: Se trabajo con jugo obtenido por expri-
mido manual, filtrado por un lecho de algodon y
posteriormente centrifugado durante 15 minutos a
2500 rpm. Se pesaron aproximadamente 25 g en un
crisol de cuarzo, determinandose cenizas calcinan-
do en mufla a 500°C - 525°C. El residuo se trato
con 15 ml de dcido clorhidrico 1.2 mol / |, calen-
tando en bafio maria por espacio de 15 min., en-
friando luego y llevando a 50.00 ml con agua des-
tilada en matraz aforado.

Cremogenados: E procedimiento es similar al
indicado para jugos, pero en este caso se utilizaron
alrededor de 15 g de muestra, llevdndose también
a un volumen final de 50.00ml.

Sobre las soluciones obtenidas a partir de las
cenizas de jugos y cremogenados, se determind el
contenido de calcio (en la misma solucion se pudie-
ron cuantificar también los iones magnesio, hierro
y fosfato). Los resultados que se expresan en este
trabajo se refieren a esta solucion clorhidrica de las
cenizas. A partir de estos datos y las masas de jugos
y cremogenados utilizadas en los andlisis se calcu-
lan los valores de calcio en las muestras, expresan-
dolos en mg/kg (ppm).
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Valoracion espectrofotométrica

La determinacién se realizo directamente en la
cubeta de lectura de 10 mm.

Reactivo Patrén Muesira
Reguladora 3.00mi 3.00 m|
Complejante 100 ul 100 ul

Se agitd con varilla plastica y se realizo la
lectura a 576 nm. Los valores obtenidos, que co-
rresponden a los blancos internos del patron y de la
muestra, se identifican como Bp y Bm. Sin retirar la
cubeta de lectura del espectrofotdmetro, se agrega-
ron 50 ul de la muestra patrdn y de la muestra
incagnita respectivamente con micropipeta de
constriccion, mezclando con la varilla plastica y se
realizaron nuevas lecturas, identificadas como Ap y
Am respectivamente. Se obtuvieron luego las absor-
bancias corregidas Apc = (Ap - Bp) y Amc = (Am
- Bm).

Resultados y Discusion
a) Caracteristicas espectrales

Se realizé un barrido en el rango de luz visible
con las soluciones de reactivos (blanco) y del com-
plejo CaCfx (muestra), como se indica en la Figura
1, adoptandose 576 nm como longitud de onda de
lectura, dado que se encontré la mayor diferencia
de absorbancia entre las mismas,

) Estabilidad del color

La estabilidad del complejo formado se consi-
guio luego de 30 segundas, al completarse la reac-
cion, permaneciendo estable durante el tiempo en-
sayado de 3 horas.

¢) Linealidad
Se ensayaron soluciones con concentraciones

entre 0y 140 mg/l. Se obtuvieron respuestas linea-
les hasta una concentracién de 120 mg/l. Este rango
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Figura 1: Espectro de absorcion del complejo CaCix contra blanco de reactivo.
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puede ampliarse utilizando programas de ajuste
para la confeccion de la curva de calibrado.

d) Interferencia del magnesio

Considerando que las muestras analizadas en
las condiciones del ensayo, tanto para jugos como
para cremogenados, pueden tener una concentra-
cion de magnesio de 30 a 80 mg /|, se estudid la
interferencia que podia tener este cation sobre la
determinacion de calcio. Para ello se prepararon
muestras de 50.0 mg /| de calcio, con concentra-
ciones crecientes de magnesio, para lo cual se
utilizé una solucién patron de magnesio de 1.000
mg /I, preparada a partir de un “Titrisol"” MERCK, de
1.000 g +/- 0.002, llevado a 1000.00 ml con agua
destilada. Se partio de un reactivo complejante con

0.69 mmol de 8-hidroxiquinoleina (5) y se observé
que el magnesio empezaba a interferir a partir de los
60 mg / |. Se duplico entonces la cantidad de 8
-hidroxiquinoleina (1.38 mmol), y la interferencia se
produjo a concentraciones superiores a 100 mg /|
de magnesio. Se cuadruplicé la cantidad inicial
(2.76 mmol), y lainterferencia se produjo a concen-
traciones de magnesio por encima de los 140 mg/I.
Finalmente y con el propdsito de darle mayor versa-
tilidad a la técnica, por ejemplo: trabajar con solu-
ciones mas concentradas de cenizas clorhidricasen
caso que sea necesario, se llegd a la cantidad de
8-hidroxiguinoleina indicada en la preparacion de
reactivos. Con este reactivo no se observa interfe-
rencia del magnesio hasta una concentracién de
240 mg/l, como se aprecia en los valores indicados
en la Tabla 1.
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Tabla 1: Concentracién de calcio obtenida con distintas cantidades de magnesio agregado.

Mg (mg/l) 0 40 80 120 160 200 240
Ca (mg/l) 50.0 50.8 50.2 50.3 495 50.0 50.0
&) Reproducibilidad f) Ensayo de recuperacion de calcio

Se hicieron diez (10) determinaciones sobre
una muestra, obteniéndose los siguientes valores
estadisticos: valor medio: 59.2 mg /I; desviacion
standard (s)=: 1.1 mg /I; coeficiente de variacion
/ev: 1.86 %

Tabla 2: Datos del ensayo de recuperacion de calcio ( mg/l).

Sobre una muestra de 22.8 mg/1, se agregaron
incrementos de calcio obteniéndose un rango de
recuperacion entre 99.4 y 101.3 % para los datos
indicados en la Tabla 2.

Conc. esperada 1)34.4

II') 45.7 ) 56.8

Conc. medida 1)346

Il) 45.1 IIl) 56.8

g) Comparacion con el método de Absorcion Atémica

g1 ) Se analizaron tres (3) muestras de jugos
y tres (3) de cremogenados por el método propues-
to (triplicados de cada muestra) y por absorcion
atomica.

Condiciones de trabajo en el método de absor-
cion atémica:

Longitud de onda: 422.7 nm

Ancho de banda: 0.7 nm
Rango lineal: hasta 5mg/ |
Gases utilizados: aire - acetileno

Se realizaron las diluciones apropiadas de las
muestras y se agreg6 lantano en una concentracién
de0.1%p/iv.

Se obtuvieron los resultados indicados en la
Tabla 3.

Tabla 3: Datos de comparacion enlre el método espectrofotométrico y el de absorcion alémica.

Muestra Mét. espectrofotométrico Absorcidn atémica
(mg/1) (mg /1)

Jugos 54.0 51.8
304 316
45.4 46.5
Cremogenados 122.5 116.1
116.4 109.3
95.4 101.8
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Las desviaciones porcentuales conrespectoal
método de absorcion atémica fueron de: -2.4 a +
4.2 % para jugos y de -6.3 a + 6.5 % para cremo-
genados.

g2 ) Se hicieron diez (10) determinaciones de
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calcio sobre una misma muestra utilizando absor-
cion atémica y el método espectrofotométrico pro-
puesto, obteniéndose los datos estadisticos infor-
mados en la Tabla 4.

Tabla 4: Comparacion de métodos para la delerminacién de calcio.

Variable Absorcitn atémica Mét. espectrofatométrico
media (x) 314mg 31.8 mg/l
desviacion standard (s) 0.25 mg/l 0.46 mg/l
coel. de variacion (c.v.) 080 % 145 %

Para evaluar precision y exactitud entre am-
bos métodos se realizaron pruebas de hipétesis: de
comparacion de variancias o prueba F (de Fisher) y
de comparacion de promedios o prueba t (utilizando
la t de Student), aceptandose las mismas conp =
0.042 y p = 0.013, respectivamente.

Conclusiones

El método espectrofotométrico propuesto pre-
senta las siguientes caracteristicas: es preciso y
exacto de acuerdo a los resultados satisfactorios
obtenidos en las pruebas de hipétesis F y t. Ademas
es rapido, econémico, utiliza poco volumen de
muestra, y los reactivos son faciles de preparar y
estables en el tiempo, requiriendo de un equipa-
miento accesible a un laboratorio de mediana y adn
baja complejidad.
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