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1.~ INTRODUCCION

besde hace muchos siglos, la soya se consume en los palses
del mundo oriental; sinr ewbargo, en los paiszs del mundo
occidental su uso ha empezado en forma muy reciente; tal es
el caito de los Estados Unidos, donde esta leguminosa ha
llegado a ser una de las cosechas mds importantes. En las
Gltimas dos décadas su desarvollo cientifico y tecnoldgico se
debe basicamente a que la proteina de soya es de buena
calidad y tiene propiedades funcionales adecuadas para
utilizarlas como sustituto de proteiaas animales en 1a
fabricacidén de algunos alimentos,

En la mayoria de los paises los productos ldcteos en sus
diferentes formas, al igual gue los derivados carnicos, son
cada dia mas dificiles de obtener a bajo precio, por lo gue
la industria alimentaria ha tenido gue buscar sustitutos de
estas proteinas tradicionales, y ha encontrado en la soya una
muy adecuada.

Recientemente, México importa con frecuencia de Estados
Unidos una gran cantidad de soya y productos deriva.’'os de
ésta,; tal es el caso de la harina de soya desgrasada vy, en
cierta medida, los concentrados y aislados protéicos de soya.
Estos tres productos tienen tratamientos arancelarios
distintos y una forma de diferenciarlos es por el contenido
de proteinas, é&ste contenido es determinado por el método
Kjeldahl, el cual requiere ser validado paza demostrar su

alto grado de confiabildad.



1.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

México forma parte del grupo numeroso de paises que han
adoptado el Gistema Armonizado de Codifizanidn y
Clasificacién de Mercancias, para fin:s de comercio exterior.
En este sistema, como su nombre lo indica, las mercancias
estdn codificadas por una serie de n(merss que permitiran
localizarlas :on rapidez. La harina de soya desgrasada, en
este Sistema Armonizado, tiene una codificacidon diferente a
la que corresponde a la harina de soya intnsgval, asi como a
los concentrados y aislados de prote’na de soya; por essa
raron es imprescindinle poder diferenciar dicha harina
desgrasada de los otros productos, a fin de emitir wun
dictamen técnico gque condu:ca a una clasificacién correita en
dicho Sistema Armonizado.

La Administracién Central de Laboratorio y Servicios Cien-

tificos (ACLYSC), dependiente de la Administracién General
de Aduanas, tiene como uno de sus objetivos dar 1poyo técnico
en la identificacidon de mercancias de dificil identificacidn
que se importan al pals, para fines de fiscalizacidn. Con la
aceptacion del Tratado de Libre Comercio con Estados Unidos
de América y Canada, las técnicas analiticas desarrolladas y
practicadas en la Administracidn Central de Laborato-io vy
Servicios Ci=ntificos deben ser contiab'es, a fin de estar en

igualdad de condiciones con las de las palses mencionados.

ii
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Asinismo, el programa de acreditanidn de la Administracién
del Laborator.o Central al Sistema Nacional de Acreditacidn
de Laboratori»ss de Prueba {SINALP), requiere de la validacidn

de los métodos analiticos que se practican en él.

1.1 JUSTIFICACION.

Este proyecto surgye de la necesidad de desarrollar un
método exacto y preciso para la determinacidn de proteinas en
la harina de soya Jdesgrasada; el cual nos conduce a
diferenciar este producto, de otros obtenidos apartir de la
soya (concentrados y aislados), con diferente codificacidn

en el Sistema Armonizado.

1.2 OBJETIVO

- . ®
Validar el método Kjeldahl, utilizando el equipo “Tecator"

para cuantificar proteinas en harina de soya desgrasada.

i1l
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2.0 ANTECEDENTES

Con el propdsito de conocer las caracteristicas mds
importantes de la soya y sus productos, a continuacidn se

hace una breve reseifia.

2.1 GENERALIDADES SOBRE SEMILLA DE SOYA Y SUS PRODUCTOS.

La soya pertenece a la familia de las Leguminosas,
subfamilia Papilionacea, y al género Glycine max. La soya es
una leguminosa tipica que presenta variacidn en color, tamafio
y forma, dependiendo de la variedad y condiciones en las que

crece.

COMPOSICION QUIMICA DE LA SOYA.- La cascarilla, el hipocdtilo
y el cotileddn de la soya estdn constituidos fundamentalmente
por proteinas, grasas y carbohidratos (cuadro No. l). En los
cotiledones, el aceite estd almacenado en pequeiios
compartimentos llamados esferosomas (0.2-0.3u de didmetro)
mientras que la proteina se localiza en cuerpos de mayor
tamafio (2-20u de didmetro) llamados aleuronas o cuerpos
proteicos. Los esferosomas se encuentran dispersos entre los
cuerpos proteicos, que a 5u vez consisten en aproximadamente
98% de proteinas, con pequefias cantidades de lipldos y acido
fitico, y suman aproximadamente 60-70% de la proteina total

de la soya desgrasada. Las proteinas de la soya son fundamen-

wEum



talmente globulinas, por lo que son solubles en soluciones
diluidas de varias sales, insolubles en agua y precipitan en
su punto isoeléctrico, generalmente en el intervalo de

4.2-4.8.

Cuadro No.l. Composicidn de la semilla de soya y de sus par-

tes, en %.

Proteina Porcidn

(N X 6.25) Grasa CHOS Cenizas de la semilla

Soya total 40 21 34 4.9 -
Cotileddn 43 23 29 5,0 90
Cascarilla 9 1 86 BN 8
Hipocétilo 41 11 43 4.3 2

M.P Tombs({33)

Los carbohidratos estdn compuestos por polisacdridos,
algunos oligosacdridos como estaquiosa (3.8%), rafinosa
(1.1.%) y sacarosa (4.5%), y monosacdridos como arabinosa y
glucosa en muy pequeilas concentraciones. La acumulacidn de

aceites en las oleaginosas viene acompailada de un decremento

-2 -
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de los carbohidratos, lo que indica que es muy probable que
éstos sean los precursores en la sintesis de los lipidos en
este tipo de granos. Los acidos nucleicos se encuentran en
muy baja concentracidén y son incluidos como nitrdgeno total
cuando la determinacidon de proteina se hace por el método de
Kjeldahl.

El contenido de proteinas en la soya y sus productos, se
determina multiplicando el nitrdgeno total por 6.25, debido a
que de cada 100 g de proteinas, 16 g corresponden a nitrdgeno
(100/16= 6.25).

En el mercado se encuentran varias presentaciones
comerciales de derivados de la soya, que se clasifican de
acuerdo con su conceantracidn de proteinas. Las harinas sin
desyrasar son las de menor contenido de proteina, que aumenta
en las harinas desgrasadas, los concentrados y finalmente en
los aislados. Cada uno de estos productos tiene ciertas
caracteristicas y propiedades funcionales que los hacen
adecuados para utilizarse en la elaboracidon de diferentes

alimentos.



2.2 OBTENCION Y COMPOSICION DE PRODUCTOS DE SOYA, (ot 22.43 28.29.0.4.3)

2.2.,1 HARINA DE SO0YA
En la actualidad se fabrican en forma industrial wuna gran
variedad de harinas de soya; las principales son las harinas
sin desgrasar y las harinas desgrasadas,cuya presentacidn
fisica puede ser en forma de hojuelas, en grdnulos o en
polvo, Las harinas son las formas menos refinadas y tienen un
minimo de proteina que varia de 40 a 55% segin el contenido

de grasa .

HARINAS SIN DESGRASAR.- Se preparan haciendo pasar la semilla
de soya a una velocidad constante a través de un cocedor a
vapor que trabaja a presidn; durante este proceso, la
cascarilla, que estd compuesta bdsicamente por polisacdridos
celuldsicos, se elimina y el grano descascarado se muele a
una finura de malla 100, o mids fino. La composicidn quimica
de esta harina es practicamente la misma que la del cotileddn
ya que son minimos los cambios que sufre el grano de soya
durante la manufactura de este producto.

Los lipidos de las harinas sin desgrasar contribuyen al
valor nutritivo de la soya, ya gue su aceite contiene un alto
porcentaje de dcidos grasos indispensables poliinsaturados,
aproximadamente 50% linoleico y 9% linolénico., La lecitina y
los tocoferoles que contiene la soya funcionan como

antioxidantes naturales y ayudan a estabilizar el aceite, y



evitar las reacciones de deterioro., La soya tiene un alto
contenido en lecitina que hace a su aceite una buena fuente
comercial de este valioso fosfolipido.

HARINAS DESGRASADAS.- Son las mds comunes en c¢l mercado vya
que la extraccidn del aceite de soya resulta econdmicamente
muy ventajoso, lo gue ha dado origen a una industria muy
importante. La soya se descascara y se muele, procediendo a
la extraccidn del aceite con disolventes como hexano; las
particulas de soya desgrasada se pasan por un eliminador de
disolvente para recuperar el hexano., Esta forma de soya es la
mds utilizada en la industria alimentaria.

Existe otro sistema para la obtencidén de aceite de soya gue
estd basado en métodos mecanicos de compresidén., La soya
limpia se fragmenta primeramente para reducirla de tamafio, y
posteriormente se seca con aire caliente; en estas
condiciones es prensada, rompiéndose la estructura celular y

Yliberandose el aceite de los esferosomas, que lo contienen.

El sistema de prensado es enfriado para aevitar un
sobrecalentamiento que propicie las reacciones de oxidacion;
los lipidos extraidos se almacenan en tanques de reposo para
separar los solidos en suspensidén, que son recirculados
nuevamente a la prensa. Actualmente, los sistemas con
disolventes son mas empleados que los métodos mecdnicos para

la produccion de aceite de soya,

e



2.2.2 CONCENTRADOS DE PROTEINA DE SOYA, (a2 21.28)

Estos productos son mas refinados y contienen cerca del 70%
de protelnas, Durante su manufactura se elimina la mitad de
los carbohidratos y algunos otros componentes de menor
importancia. Actualmente se pueden emplear tres diferentes
procesos. El primero utiliza una solucién de alcohol al
60-80% para eliminar ciertas fracciones solubles como son los
oligosacdridos, parte de las cenizas vy algunos otros
compuestos de bajo peso molecular; en estas condiciones, las
proteinas y los polisacdridos precipitan debido a que son
insolubles en alcohol, y se pueden recuperar al someterlos a
una eliminacidn de disolvente, guedando un concentrado
proteico como residuo final. El sequndo proceso implica la
extraccion de las proteinas de soya en su punto isoeléctrico.
El tercer método utiliza calor himedo para desnaturalizar e
insolubilizar las proteinas de la harina, sequido de un
lavado con agua para eliminar los azlcares y otros

componentes de bajo peso molecular.

2.2.3 AISLADOS DE PROTEINA DE SOYA.

Estos productos son la forma comercial mas purificada de la
soya, ya que contienen 90% o mads de protelnas y se obtienen
de los concentrados al eliminarles los polisacdridos, los
oligosacdridos y otros componentes. El proceso de aislamiento

se basa en las diferencias de solubilidad de las fracciones

-6 -
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globulinicas de la soya con respecto al pH. Para la obtencidn
de los aislados se parte de harinas desqgrasadas que han
recibido un tratamiento térmico minimo y la extraccidn se
efectiia con agua y @&lcalis a pH 7.5.-8.5; el residuo
insoluble contiene bdsicamente polisacdridos qgue se eliminan
por centrifugacidn, El extracto es acidificado a un pH de
4.5 que precipifa la fraccidn proteica mayor en forma de
crema que se separa del suero o fraccidn soluble por
centrifugacidén; posteriormente se lava y neutraliza con
hidrdéxido de sodio para resolubilizarla, y finalmente se
pasa por un secador de espreas obteniéndose un proteinato de
sodio que es mads soluble en agua que la proteina en su punto
isoeléctrico., También se pueden obtener proteinas en forma de
calcio y potasio., Los aislados contienen compuestos de bajo
peso molecular como saponinas, fosfolipidos, isoflavonas y

algunos glucdsidos.

2.3 GENERALIDADES SOBRE EL SISTEMA ARMONIZADO DE CODIFICACION

¥ CLASIFICACION DE MERCANCIAS, (6%

Desde tiempos remotos, ha existido un interés en clasificar
las mercancias, Este interés surgié del deseo de las
autoridades de aplicar impuestos sobre las mercancias que
circulaban dentro de sus territorios o através de las lineas

fronterizas, Mas tarde, con el desarrollo de las sociedades



industrializadas, cobrd gran importancia el saber el nivel de
tal comercio aGn cuando no se aplicaran impuestos.
Posteriormente se establece el desarrollo del Sistema
Armonizado de Codificacién y Clasificacidén de Mercancias,
capaz de cumplir con los principales requisitos de las
autoridades aduaneras, estadisticas, transportistas y
productores.

De esta manera los objetos transportables que sistematiza,
de forma 1Ogica, familias o grupos de mercancias se
clasifican con base a tres principios fundamentales: 1l)la
identificacidén de la estructura material de los objetos en
cuanto a su origen animal, vegetal o  mineral; 2)la
clasificacidn de los productos de acuerdo con las cadenas
productivas, de suerte que las materias primas preceden a los
productos semielaborados y procesados en una escala
ascendente de capitulos, partidas, subpartidas y fracciones ,
y 3)la consideracidn del uso, el destino y la funcién de los
objetos, lo cual orienta al modelo clasificatorio cuando no
es posible utilizar los principios anteriores. Sin embargo,
para aquellas mercancias de dificil identificacidn, es
necesario contar con un dictamen técnico para poder
clasificarlas de manera correcta. En México se tiene el
apoyo de La Administracidon Central de Laboratorio y Servicios

Cientificos para identificar este tipo de mercancias.



2.3.1 Clagificacidn arancelaria de la harina de soya des-
grasada (diferencia con la harina de soya integral,
aislados y concentrados). (+%)

Actualmente México importa una gran cantidad de soya y
productos derivados de é&sta. Dentro de estos productos se
encuentran la harina de soya desgrasada, la integral, los
concentrados y aislados protéicos de soya; la ubicacién y
clasificacidn correcta de estos y otros productos en la
Tarifa de la Ley del Impuesto General de Importacidén permite
identificar, si las mercancias estan sujetas a permisos
(franquicia sanitaria) o autorizaciones, también permite
determinar con exactitud el monto de los impuestos
correspondientes. A continuacidn se presentan los

requerimientos de los productos de soya para su importaciodn,

Cuadro No. 2. Clasificacion de los productos de soya en La

Tarifa de la Ley del Impuesto General de Importacidn.

Tasa |Requisito
Partida | Fracc. Unidad [Aranc] México
2106, 10.01 | Concentrado de pro- Kg Ex.”] £5,1n,NE,
teina de soya. r0,81,L
2304, 00,01 | Harina de soya Ky 15% | A4,£5,1n,
desgrasada. r0,L
3504, |00.06 | Aislado de proteinal Ky 10% | £5,x0,81,
de_gsova L

-9 -
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Debido a que los requerimientos y la tasa arancelaria de
los tres productos de soya son distintos (ver anexo l), surge
la necesidad de diferenciarlos por medio del contenido de
proteinas, éste contenido es determinado por el método
Kjeldahl, el cual requiere ser validado para demostrar su

alto grado de confiabilidad,

- 10 -



2.4 DEFINICIONES Y FUNDAMENTOS TEORICOS DEL METODO KJELDAHL

(EQUIPO TECATOR®),(43.24)

El método Kjeldahl es considerado el mis antiguo de todos
los métodos analiticos usados para determinar nitrdgeno total
contenido en substancias orgdnicas e inorgdnicas, que ailn
estd vigente.

Johan Kjeldahl inicid la técnica calentando la muestra en
acido sulfiirico concentrado cerca del punto de ebullicidn
(330°%c). Después adiciona permanganato de potasio para
completar la oxidacidn. El primer cambio en el método fué
la adicidén de varios metales como catalizadores en la mezcla
de digestidn para acelerar la digestidn como: cobre, hierro y
selenio, El siguiente cambio fué la adicidén de sulfato de
potasio en la mezcla de digestidén, para incrementar la
temperatura de digestidn arriba del punto de ebullicidn del
dcido sulfirico (330°C), por lo tanto el tiempo de digestidn
fué menor. Con la adicidon de perSxido de hidrogeno & acido
perclérico a la mezcla de digestidén, se observd que el
proceso de digestidn era mas rapido.

Sin embargo, el principio bdsico de este método
(obtencidn por oxidacidén del nitrdgeno orgdnico a idén amonio)
no ha sido modificado substancialemnte desde que éste fue
introducido. El método ha sufrido cambios, tales como: el
ugso de aparatos especiales para llevar a caho la digestidn,

los matraces Kjeldahl de 800 ml fueron reemplazados por mas

- 11 -

~ozer



pequefios, los cuales son colocados en blogues para llevar a
cabo la digestidén., Otra innovacidn al método Kjeldahl es el
uso de un sistema rdpido o el uso de energia de microondas
para inducir la digestidén. El amonio generado es normalmente
obtenido  por destilacidn por arrastre alcalino vy
determinado por titulacidén &cida, espectrofotométrica, o el
uso de un electrodo idn-especifico.El Ultimo procedimiento es
el menos usado.

La determinacién del contenido de nitrdgeno total y
proteinas por el método Kjeldahl con digestidn en tubo (en
blogue) y aparato de destilacidn automatizada (TECATOR, Inc.,
Herndor, VA) empieza a incrementar su uso, ya que son equipos
que ocupan poco espacio y de fadcil instalacién en el
laboratorio. Ademds, con el desarrollo de estos equipos se
logrd la eficacia, velocidad y seguridad que se requiere,
reduciendo tiempo y esfuerzo,

Al igual que con el método original, el uso del Tecator se
basa en la descomposicidn de los compuestos nitrogenados
orgdnicos, por ebullicidn con dcido sulfirico.

El hidrégeno y carbdon de la materia orgdnica se oxidan hasta

agua y didxido de carbono. El &dcido sufirico se transforma en
diéxido de azufre, el cual reduce el material nitrogenado a
amoniaco. Este amoniaco se libera después por la adicidén de
de hidréxido de sodio, y se destila recibiéndose en una
solucidén al 4% de 4cido bdrico. Se titula el nitrdgeno
amoniacal con una solucidén valorada de dcido (usando como

indicador una mezcla de verde de bromocresol y rojo de
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metilo)., En este método se emplea catalilzador a base de
selenio, para acelerar la digestidn,

Se aplica para la determinacidn de proteinas en productos
alimenticios, utilizando factores para convertir el nitrdgeno
a proteinas.

La cantidad de muestra que usualmente se debe pesar en el
macro-Kjeldahl es de 0.5 a 1.0 gramo, una cantidad suficiente
para minimizar la heterogeneidad. Para muestras con tamafio de
particula grande es importante lograr la homogenidad de ésta.
Para productos vegetales y otros similares, el tamafio de la

particula se debe reducir a malla 20.
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2.5 PRINCIPIOS DE VALIDACION DE METODOS ANALITICOS. (st.114.11.8)

Los antecedentes histdricos se remontan a 1906 afo en que
es creada la FDA (Food and Drug Administration), la cual
dictaminaba acerca de la calidad de los medicamentos vy
alimentos en U.S.A.

En la década de los 60's la FDA concentrd sus esfuerzos
para controlar los productos comercializados y hacia 1976
surge por primera vez el concepto de VALIDACION aplicado a
proceso incluido en las CGMP (Current Good Manufacturing
Practices).

A mediados de los 80's, el auge de las computadoras
influencid virtualmente para que los principios de validacién

fueran aplicados universalmente de forma féacil y rapida,

La validacién del método puede definirse como el proceso
debidamente documentado, por el cual gueda establecido, por
estudios de laboratorio, que la capacidad del método
satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas
deseadas. La validacidn se divide en:

VALIDACION PROSPECTIVA.- Evidencia documentada de que un
método analitico, cumple su propdsito, basado en un protocolo
preplaneado.

VALIDACION RETROSPECTIVA.- Evidencia documentada de que un
método analitico, cumple su propésito, basado en la revisidn

y andlisis de informacidn histérica.

- 14 -
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Las caractericas fundamentales que deben poseer los métodos
analiticos son: exactitud, linealidad, precisién
repetibilidad, reproducibilidad, limite de deteccidén y de
cuantificacidén. Estas caracteristicas deberdn comprobarse
empleando las técnicas estadisticas adecuadas, material vy
equipos calibrados.

El proceso de validacidén de un método en particular estd
basado en principios cientificos adecuvados y es optimizado
para propdsitos précticos de medicidn, ademas debe satisfacer
regulaciones que en la actualidad emiten las normas

oficiales.

2.5.1 DEFINICIONES.

ANALITO.~ Componente a determinar en la muestra, empleando un
método analitico.

ESPECIFICACIONES.- Son los 1lImites fisicos, quimicos,
bioldgicos y microbiolégicos, dentro de los cuales los
resultados de los andlisis deben de localizarse, cuando son
determinados por la metodologia de prueba.

ESPECIFICIDAD.~ Es la capacidad de un método analitico para
obtener una respuesta debida Gnicamente al analito de interés
y no a otros componcntes de la muestra,

MUESTRA.~ Porcidn discreta y representativa de un producto

que contiene un analito,



MUESTRA ADICIONADA.- Porcidn discreta y representativa de un
producto a la gue se le adicionan cantidades conocidas de
analito, que es empleado en la validacién de métodos
analiticos.

INTERVALO DE UN METODO ANALITICO.- Es el intervalo entre los
niveles superior e inferior de la sustancia de interés
(incluyendo estos niveles), en el cual se ha demostrado que
es preciso, exacto y lineal utilizando el método descrito.
REPETIBILIDAD.,~ Es la precisidén de un método analitico
expresado como la concordancia obtenida entre determinaciones
independientes realizadas por un solo analista, usando los
mismos aparatos y técnicas.

REPRODUCIBILIDAD.- Es la precisién de un método analitico
expresada como la concordancia entre determinaciones
independientes realizadas por diferentes analistas, en
diferentes dias, en el mismo y/o en diferentes laboratorios

utilizando el mismo y/o diferentes equipos.

2.5.2 CARACTERISTICAS QUE SON NECESARIAS EVALUAR EN UNA
VALIDACION DE METODOS ANALITICOS (/)
Para poder demostrar la confiabilidad de un método
analitico, debe comprobarse, gque los procesos a los gue se
someten las muestras (métodos) y los sistemas, sean evaluados

mediante las siguientes caracteristicas:
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PRECISION DEL SISTEMA DE MEDICION.-~ La precisidn del sistema
de medicidn, es el yrado de concordancia entre mediciones
analiticas individuales obtenidas bajo las mismas condiciones
de medicidn, cuando el procedimiento se aplica repetidamente
a diferentes muestreos de una muestra homoyénea de la
solucidédn patrdn. Usualmente se expresa en términos de
Desviacién Estdndar o del Coeficiente de Variacién.

CRITERIO: El coeficiente de variacidn debe ser menor o iqual
a 1.5% para métodos titrimétricos. (8

LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION.~ Es la relacién que se
establece mediante un modelo lineal entre una propiedad
fisica, quimica y/o bioldgica con la cantidad de muestra.
CRITERIO: a) La relacidn lineal simple entre la cantidad de
analito y la propiedad medida debe ser altamente
significativa, b) De preferencia la ordenada al origen de la
relacién lineal simple cantidad de analito y la propiedad
medida, debe ser estadisticamente iqual a cero. ¢) El
coeficiente de determinacién de la relaci6n lineal simple,
debe ser mayor a 0.98, o la falta de ajuste a la relacidn
lineal simple, no debe ser estadisticamente significativa.
EXACTITUD DEL METODO ANALITICO (EXACTITUD AL 100%).- 1Ila
exactitud de un método analitico es la concordancia entre un
valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia. Se
expresa como el porcentaje de recobro obtenido del andlisis
de la muestras a las que se les ha adicionado cantidades

D

conocidas del analito.



CRITERIO: a) El intervalo de confianza (IC) para la media,
debe incluir el 100%, para métodos titrimétricos (98-102%)
b) El coeficiente de variacidn no debe ser mayor de 3%, si el
sistema de medicidén es fisicoquimico; y no mayor a 5%, si el
sistema de medicidén es Dbioldgico y/o0 a la magnitud
prestablecida, acorde a la variacién que dependa de la
aplicacidn del método.

LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO.- Es la relacidn que se
establece mediante un modelo lineal, entre una propiedad
medible (cantidad de muestra recuperada) y el valor real de
la propiedad (cantidad de muestra adicionada).

CRITERIO: a) La relacidén lineal (% adicionado VS %
recuperado) debe ser altamente significativa. b) El
coeficiente de determinacidén de la relacidn lineal debe ser
mayor de 0.98. ¢) La pendiente de la relacidn lineal debe ser
igual a la unidad. d) La ordenada al origen de la relacidn
lineal debe ser jigqual a cero.

PRECISION DEL METODO ANALITICO.- La precisidn de un método
analftico es el grado de concordancia entre resultados
analiticos individuales, cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferentes muestreos de una muestra homogénea
del producto. Usualmente se expresa en términos de Desviacidn
Estdndar o del Coeficiente de Variacién. La precisidn es la
medida del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del

método analitico, bajo condiciones normales de operacidn.
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CRITERIO: a) El coeficiente de variacidn no debe ser mayor de
3¢ si el sistema de medicién es fisicoquimico. b) Los
analistas no deben presentar un efecto significativo en el
resultado analitico, en caso contrario, ¢l efecto desde un
punto de vista préctico, debe ser como miximo, un valor
preestablecido. c¢) Los andlisis para un mismo analista no
deben presentar un efecto significativo en la determinacidn
analitica, en caso contrario, el efecto desde un punto de
vista practico debe ser como midximo un valor preestablecido.sﬁl
ESTABILIDAD ANALITICA.- Son las condiciones en las cuales la
muestra mantiene constante su propiedad medible en un lapso
determinado, Se divide en:

- Estabilidad analitica para muestras dependientes: Se aplica
en muestras que provienen de la misma pesada. Las muestras
que Be generan en cualquier etapa establecida del método
analitico, son sometidas a distintas condiciones de
estabilidad.

- Estabilidad analitica para muestras independientes: Se
aplica para muestras que se obtienen por pesadas
independientes, también son sometidas a diferentes
condiciones de estabilidad.

CRITERIO: La determinacidn analitica de la muestra
reanalizada,debe ser estadisticamente equivalente a la

determinacidén analitica inicial.
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LIMITE DE DETECCION.- Es la minima concentracién de una
sustancia en una muestra la cual puede ser detectada, pero no
necesariamente cuantificada, bhajo las condiciones de
operacidn establecidas.

CRITERIO: El limite de deteccidn del método debe satisfacer
los requisitos para el propdsito de aplicacidn del método
analitico,

LIMITE DE CUANTIFICACION.- Es la concentracidén menor de la
sustancia en wuna muestra que puede ser determinada con
precigidon y exactitud aceptables bajo las condiciones de

operacidn establecidas.

Existen otras caracteristicas menos comines, que se usan
en casos especiales, como la especificidad y tolerancia. A
continuacidon se describen brevemente:

ESPECIFICIDAD.- Es la habilidad de un método analitico para
obtener una respuesta debida udnicamente a la sustancia de
interés y no a otros compcientes de la muestra,

TOLERANCIA.~ La tolerancia de un método analitico es el grado
de reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos
por el andlisis de la misma muestra bajo modificaciones de
las condiciones normales de operacidn, tales  como

diferentes temperaturas, condiciones ambientales, etc.
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3.0 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 PREPARACION DE LA MUESTRA DE HARINA DE SOYA DESGRASADA.O“’O
La muestra de harina de soya que se utilizd para llevar a
cabo este proyecto, se obtuvo del almacén de muestras de la

Administracidén Central de Laboratorio y Servicios Cientificos

Antes de analizar la muestra de harina de soya, os

necesario molerla y homogenizarla . Ademids, debe llevarse a

cabo la determinacidén del contenido de grasa y humedad, ya

que es importante para complementar su identificacidn.

3.1.1 MOLIENDA,- La harina de soya se hace pasar por molino

"Cyclotec Sample Mill" Modelo 1093, hasta obtener un
polvo fino que pase por malla 20.

3.1.2 DETERMINACION DE HUMEDAD.-Se coloca una caja de humedad
destapada, en estufa a 100-105°C hasta peso constante (lh.
aprox.) se saca y se coloca en desecador hasta que se en-
frie, se pesa y se adicionan 2 g, de muestra, se toma el
peso, posteriormente se coloca en la estufa durante 3
horas,

Transferir la caja tapada al desecador, hasta que ésta

alcance la temperatura ambiente y pesar.

3.1.3 DETERMINACION DE GRASA.- Pesar 2-3 g de muestra y colo-
car en cartucho cubriéndolo con algoddn, transferir el car-
tucho al extractor Soxhlet; ajustar un matraz con perlas

de ebullicidn a peso constante y colocar el refrigerante.
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Afladir éter por el extremo superior del refrigerante y ca-
lentar hasta estar sequro de que el agua circula por el
refrigerante. Efectuar la extraccidén 4 horas y posterior-
mente evaporar en bafio Maria el éter del matraz y secar a
100 ¢ hasta peso constante.

Los resultados obtenidos de grasa y humedad se reportan en

el cuadro No. 3.

3.2 DETERMINACION DE PROTEINAS EN LA MUESTRA DE HARINA DE
SOYA DESGRASADA. (16.1,37)

1) Pesar 1 g de muestra en papel glassine y colocarla en
tubo para digestidn "Tecator"; transferir el tubo a la
gradilla del digestor.

2) Agregar aproximadamente 4 g de mezcla reactiva de sele-
nio (La preparacidn de mezcla reactiva se indica en el
Anexo 3),12 ml de acido sulfdrico R.A. 93-98%; y 4 ml
de perdxido de hidrégeno por las paredes lentamente. Se
prepara un blanco de la misma manera, utilizano dnica-
mente papel.

3) Colocar la gradilla con los tubos en el digestor
Tecator, a una temperatura de 350-400°C. Dejar en di-
gestidn hasta que el liquido se torne transliicido
{30-40 min.).

4) Retirar la gradilla con los tubos y dejarlos enfriar,
posteriormente agregar 100 ml de agua destilada en ca-

da tubo, por las paredes lentamente.
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5)

6)

7)

8)

Para la etapa de la DESTILACION deben prepararse ma-
traces FErlenmeyer de 300 ml, colocando en cada uno
100 ml de agua destilada y 25 ml de Aacido bdrico
al 4%, con indicador (La preparacidn de la solucidn se
indica en el Anexo No. 3).
Efectuar la destilacidn en blanco, colocando el tubo vy
el matraz recibidor correspondiente en la unidad de des~
tilacién "Kjeltec" y esperar a que se realice la desti-
cidn. Retirar el tubo y el matraz.
Efectuar la destilacidn de las muestras utilizando el
mi.smo proéedimiento.
Titular finalmente el destilado recolectado, con solu-
cién valorada 0.1 N de dcido sulfirico sol.A hasta
una coloracidn rojiza.

0.014xNx(V-V"')
x 100

% NITROGENO=
P
N= Normalidad del acido valorado.
v= Volumen del &cido valorado gastado en la titulacién

(ml).

y'= Yolumen del dcido valorado gastado en la titulacidn
del blanco (ml).

P= Peso de la muestra {g).

a) Cilculo preliminar del % de proteina, multiplicando
el % de nitrdgeno por el factor 6.25 , Los datos se

anotan en el cuadro Nu. 4.
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Fig. No. 1 Diagrama de proceso para cuantificacidn de proteinas con

equipp Tecator.
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3.3 IDENTIFICACION MICROSCOPICA DE LA HARINA DE SOYA, i

El anadlisis microscdpico de la harina de soya es muy
importante para completar su identificacidn. Para llevar a
cabo ésta determinacién se hizo uso de un microscopio
binocular marca Leitz Wetzlar modelo 4917.

Las caracteristicas mis notables a gran aumento se
identificaron con el objetivo 10X, colocando la muestra en
hidrdxido de sodio al 10%, entre un porta y cubre objetos,
Al igual que las demads lequminosas la harina de soya presenta
células subepidérmicas que tienen la forma de reloj de
arena, pero el tamafio de &stas, comparado con el de las
células en empalizada, es diferente para cada una de ellas,
Ver las caracteristicas mas notables de la harina de soya en

la figura No. 2.
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CARACTERISYTICAS MAS NOTABLES DE LA HARINA DE SOYA

PARA SU IDENTIFICACION A GRAN AUMENTO

FIGURA No. 1

Sz Cubierta de la semilla

E= Endospermo

C= Cotiledon

subl, subz, sub3.- Subepidermis: 1 desde fuera,
2 enfoque a profundidad y 3 vista lateral.

P= Parenquima esponjoso
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3.4 VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICACION
DE PROTEINAS.
3.4.1 SELECCION DE ESTANDAR PRIMARIO

Para llevar a cabo la seleccidn, se efectuaron pruebas
previas con algunas sales de amonio (borato de amonio,
sulfato de amonio y fosfato didcido de amonio) disueltas en
la solucidn de &cido bérico con indicador de verde de
bromocresol y rojo de metilo (Vedse como preparar la solucibn
en el Anexo No. 3) que se utiliza para recoger el amonio que
se obtiene del proceso de destilacidn, valorando con Aacido
sulflirico 0.1N titulado

El borato de amonio, fué elegido por contener en su
molécula quimica el analito (nitrdgeno) de importancia en la
muestra , por su facil adquisicidén, estabilidad y por
reproducir las condiciones de la muestra en la determinaciodn
de proteinas, ya que a diferencia de las otras sales, solo
éste presentd el color de vire semejante al de la muestra
durante la valoracidén con acido sulfirico.

Para el andlisis estadistico del sistema de medicidn se
utilizd biborato de amonio trihidratado (Ammonium hydrogen
tetraborate, NHHBQ, 3HD, mol.wt.228.38, 6.13 % de Nitrdgeno),
por la pequefia cantidad de éste, para la evaluacidn
estadistica del método se usd borato de amonio USP (Ammonium
borate, (NHJRO, 4HQ, mol.wt. 263.4, 10.63 % de nitrdgeno),
3.4.2 PRECISION DEL SISTEMA DE MEDICION.- La precisidn del
gsistema de medicidn se determind, considerando que el punto

central corresponde a 25 ml de solucidén titulante de acido
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sulfiirico 0.1N, y equivale aproximadamente a 500 mg de borato

de amonio (NH4 HBy 0,+3H,0). El contenido de nitrdgeno en el

borato de amonio es de 2.703 mg/ml en la solucibn preparada.

PROCEDIMIENTO:

1.~ Pesar 40g de borato de amonio.

2.~ Transferir a un matraz aforado y calibrado de 1 1lt; agre-
gar aqgua destilada, disolver y llevar al volumen (s0l.B);

valorar con sol. A.

3.- Tomar 12 alicuotas de 12.5ml.

4.~ Seis alicuotas se someten a DESTILACION (a partir del in-
ciso 5 del método para la determinacidn de proteinas).

5.~ Las seis alicuotas restantes se transfieren a matraces
Erlenmeyer de 300 ml.

6.~ Completar con agua destilada a 100ml.

7.- Agregar 25 ml de solucidn de H;BO; al 4% con indicador.

8.~ Titular con solucidén valorada de dcido sulfdrico 0.1N
(con un blanco corregir el volumen). Los resultados se
dos se presentan en el cuadro No 5.

3.4.3 LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION.- La linealidad del

sistema de medicidén se determina, considerando que el

contenido de nitrdgeno en el borato de amonio (NH, HB,O, 3H,0)

es de 2.703 mg/ml en la solucidn preparada,

PROCEDIMIENTO:

1.~ Tomar alicuotas, por lo menos por duplicado, de la solu-
cion B, de: 2.5, 5, 7.5, 10, 12,5, 15,17.5, 20, 22.5 y 25

2.- Transferir a un matraz Elenmeyer de 300 ml.

3.~ Completar con agua destilada a 100 ml.
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4.- Agregar 25 ml de solucidn de HyBO; al 4%, con indicador.
5.~ Valorar con solucidn valorada de dcido sulfirico O.1N.
Correr un blanco para corregir el volumen. Los datos se
anotan en el cuadro No.6, En la fig. 3 se muestra grafica
3.4.4 EXACTITUD DEL METODO ANALITICO.- Determinar la
exactitud del método considerando que el 54% corresponde al
punto central del intervalo de proteinas contenida en la
harina de soya desgrasada, utilizando muestra adicionada que
consuma un volumen titulante comprendido en el intervalo de

linealidad del sistema de mediciédn,

PROCEDIMIENTO:

l1.- Pesar por sextuplicado 150 mg de harina de soya y 125 mg
de borato de amonio (Niiy); B4O,*4H,0), necesario para
obtener el % de nitrdgeno equivalente a 54% de proteinas.

2.~ Colocar la muestra adicionada en un tubo para digestidn
Tecator; transferir el tubo a la gradilla del digestor.

3.- Realizar las mismas operaciones del método, para determi-
nar proteinas en la muestra de harina de soya, a partir
del inciso 2.

4.- Calcular el % de proteina, multiplicando el & de nitré-
geno por el factor 6.25. Reportar en el cuadro No, 7.

3.4.5 LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO.~- La linealidad se

determina, considerando que la harina de soya presenta un

contenido de 48 a 60% de proteinas, utilizando muestra

adicionada que consuma un volumen titulante comprendido en el

intervalo de linealidad del sistema de medicidn.
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PROCEDIMIENTO:

1.~ Pesar 150 mg de harina de soya y adicionar la cantidad
necesaria de borato de amonio para obtener un contenido
de 48, 54 y 60 % de proteinas. La determinacidn se rea
liza por triplicado para cada porcentaje, manteniendo el

peso de la harina de soya constante.

% Proteina Peso (mg) Peso (mg)
H.soya + B.amonio Hl.s0ya B.amonio
48 150 15
54 150 125
60 150 540

2.~ Colocar la muestra en un tubo para digestidn Tecator;
transferir el tubo a la gradilla del digestor.

3.~ Realizar las mismas operaciones del método para determi-
nar proteinas en la muestra de harina de soya, a partir
del inciso 2.

4.~ Calcular el % de proteina, multiplicando el % de nitré-
geno por el factor 6.25. Los datos se anotan en el cua-
dro No. 9. En la fig. No. 4 se muestra la grdfica.

3.4.6 PRECISION DEL METODO ANALITICO.- Evaluar la

repetibilidad y reproducibilidad interdia-analista, del

método analitico, con dos analistas en dos dias diferentes.

En cada caso se trabaja una muestra por triplicado,

utilizando un volumen titulante comprendido en el intervalo

de linealidad del sistema de medicidn. Se trabajé con una

muestra de harina de soya que contiene 47.08% de proteinas,

l.- Pesar en papel glassine la muestra, por triplicado.
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J.4.

la

Colocar la muestra en un tubo de para digestidn Tecator;
transferir el tubo a la gradilla del digestoc.

Realizar las mismas operaciones del método para determi-
nar proteinas en la muestra de harina de soya, a partir
del inciso 2.

Calcular el % de proteinas, multiplicando el % de nitrd-
geno por el factor 6.25. Los resultados se reportan en el
cuadro No. 10 y 11 {andlisis de varridncia).

7 ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA. La estabilidad de

muestra se determina a las 18, 42 y 66 horas de

almacenamiento a temperatura ambiente, a la luz, tapada con

papel parafilm.

PROCEDIMIENTO:

1.~ Pesar 16 muestras de harina de soya en papel glassine,

2.- Transferir tubo de digestidn Tecator a gradilla Tecator.

3.~ Agregar ¢l catalizador de selenio/sulfato de potasio, aci~
do sulfirico concentrado y agua oxigenada, procediendo a
digerir de acuerdo al método para determinar proteinas en
harina de soya.

4.~ Esperar el tiempo marcado, destilar 4 muestras de inmedia-
to de acuerdo con el método de determinacidn de proteinas
4 a las 18 hrs., 4 a las 42 y 4 a las 66 hrs.

5.~ Titular con dcido sulfirico 0.1N.

6.~ Calcular el ¢ de proteinas, multiplicando el § de nitrd-

geno por el factor 6.25. Los datos 8e anotan en el cua-

dro No. 12.
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3.4.8 LIMITE DE DETECCION Y DE CUANTIFICACION DEL SISTEMA DE

MEDICION.- Kl limite de deteccidén vy cuantificacidén se

determina, utilizando una cantidad de borato de amonio que se

titule con: 0.5, 1.0 y 2.5 ml aproximadamente, de acido

sulfiirico 0.lN. Cada caso se trabaja por duplicado,

corriendo 6 blancos. La solucidén de borato de amonio

contiene 0.7569 mg de nitrdgeno por cada mililitro.

PROCEDIMIENTO:

l.- Pesar 3.6198 g de borato.

2.- Transferir a un matraz aforado de 500 ml; agregar agua
destilada, disolver y aforar; titular con dcido valorado.

3.~ Tomar 5 alicuotas de 1 ml, 5 de 2 ml y 5 de 5 ml.

4.- Trasferir a un matraz Erlenmeyer de 300 ml.

5.~ Completar con agua destilada a 100 ml.

6.~ Agregar 25 ml de solucidén de &cido borico al 4%, con indi-
cador.

7.~ Titular con solucidn valorada de dcido sulfirico 0.1N.
Los resultados obtenidos se reportan en el cuadro

No. 13.



4.0 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

A continuacicn, se presentan los resultados obtenidos de las
determinaciones preliminares y del analisis estadistico
evaluado tanto para el sistema de medicidén , como para el m>todo
Kjeldahl. Las férmulas correspondientes se encuentran en el

anexo 2.

CUADRO No. 3
DETERMINACION DE GRASA Y HUMEDAD EN LA MUESTRA
DE HARINA DE SOYA

n CONTENIDO DE CONTENIDG DE
GRASA (%) HUMEDAD (N]

1 2. 1000 ' 8. 3703

2 2, 1182 . 2428

a 2.21008 a. 2348

. 2. 0003 . 4406

a 2.1060 &. 1003

P} 3.12106 6. 1824

Y 2. 1530 6. 24903

] 0. 0476 0, 1312

cv 2.2121 2. avae
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CUADRO No. 4
DETERMINACION PRELIMINARDE PROTEINAS EN LA
MUESTRA DE HARINA DE SOYA

PESO VOLUMEN GASTADO % %
DE MUESTRA DE "3804 to,ocet N} NITROUENO PROTEINAS
(g tml}
0.4378 29, ¢ v.8206 47.0087
0. 4677 28,06 7.%305 4?7.0087
0.4673 28,4 T.4018 16.083062
0.46783 25,0 7.8704 47,3712
0.40672 23. @ ?.3042 47.4012
Yy 0. 4474 23, 6400 7.0938 47,0082
8 o0.0001 0, 1673 0. 0803 0.3140
CV a.0ae2 0,.4826 0.06087? 0,8007?

La precision en la determinacién de grasa, humedad y proteinas
se expresan en torminog de la desviacién estandar (S) vy

el coeficiente de variacion {cv).

Los valores de la desviacién y coeficiente de variacién
{desviacién estandar con respecto a la media) son pequefios, lo que
significa que gse tieme una alta precision en estas

determinaciones,
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PRECISION DEL SISTEMA DE MERTCION

PROPIEDAD MEDIDA: ml de sto4 [0.0981 N]
NUMERO DE DETERMINACIONES: 6

CONCENTRACION DE NH,HB,043H,0: 40.0053 mg/ml,

CUADRG No. 5

NITROGENO (mg) H2804(0.0981 N]| % _NITROGENO
ETAPA DE erara or | BEEY, RN DEST. TIT
OEBT. ey AMONIO - H2Bo4
33.7856| 33.9229 24.6 24.7 6.748 6.775
33.9229| 33.7856 24.7 24.6 6.775 6.748
33.64831 33.7856 24.5 24.6 6.720 6.748
33.9229] 33.7856 24.7 24.6 6.775 6.748
33.7856| 33.7856 24.6 24.6 6.748 6.748
33.7856§ 33,7856 24.6 24.6 6.748 6.748
Y }33.8084 33.8084 24,61 24.61 6.752 6.752
] ’ 0.1026 0.0503 0.0687 0,0372; 0.018 0.010
CVl 0.3035 0.1488 0.28 0.15 0.278 0.148

Bl anslisis estadistico de la variable de respuesta (y) consiste
en: cilculo de la media aritmética (y), desviaci®n estindar (s) vy

coeficiente de variacién (cv).

Log resultados de la prueba de precisién del sistema se dan en
términos de desviacidn estindar (variabilidad en tornc a la media)
¢ coeficiente de variaciun (desviacién estandar con respecto a la
media), como se puede observar la desviaci’n que presentan los
datos en las ambas etapas es pequefia, lo que nos indica que las
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mediciones tienen una alta precisisn, adems, si comparamos el
volumen de &cido consumido (24.6 ml) con la escala mtnims (0.1

ml) de la bureta {0.1 / 24.6 ml x 100= 0.4%] -encontramos que

el coeficlente de variacidn determinadc en ambas etapas es menor.
En base a estos resultados, se puede decir que el sistema de

medicion en este m¢todo es preciso.
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LINEALIDAD DEL SISTRMA DE MEDICION

CANTIDAD ADICIONADA mg de nitrdgeno
PROPIEDAD MEDIDA: ml de H,S0, {0.0981 N}

CONCENTRACION DE NH,HB,Oy3H,0: 40.0053 mg/ml

CUADRO No., 6

NITROAENGD (mg) VOLUMEN (ml)
n N H_50 0. EPHIN
DE NIt HU4 Qp AN, O 2

X ¥
Y ¢ ,72006 3.9
2 ¢, 72906 4.0
E} 13, 4303 ©.0
4+ La. 4%men v,
L 20, 32483 14.80
o 20, aR4P 14.8D
? 27,1999 19,8
[] 27,1933 10, @
] 33. 9320 24.7
[T ag. 7and 24. 8
1t a1, 7a80 24,0
12 3. Y8050 24,0
13 33. 7004 24,0
14 33,7850 24,6
1 40. 7899 2w, v
1a 40, a%20 20. 4
L7 47, 48090 A4.98%
La 47,9804 - X ]
10 B4, 1810 3D, A
i B4.2403 ap. %
24 cu, P09 44,4
22 Go. PTee 4.4
25 ¢7.00248 40,15
24 a?. 6300 49,23

La relaci¢n entre y{ml) y x{mg N) se explica nediante el
siguiente modelo lineal: y = mx + b. El andlisis consiste en:
a) calculo de 1la pendiente o coeficiente de efecto limeal (m),

ordenada al origen {(b) y coeficiente de determinacion (rz).
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Rasultados:

b= 0.0236 ml r’= 1.0000

n= 0.7278 ml/mg

b) Intervalo de confianza para la pendiente poblacional:
0.7268 = M £ 0.7287

) Intervalo de contianza para la ordenada al oriden :

- 0.0143 = B 5 0.0615

d) valores de t calculada y t tablas para la pendiente y ordenada.

Sistema de Valor da valor de
estudio t calculada L tablas
Pendiente 0.01283 2.0739
Ordenada 1.2922 2.0719

En cuanto a la determinacién de la linealidad del sistema de
medicisn, los resultados ohtenidos de r2 y m nos indican que
existe una bucna relacidn lineal entre las variables x, y y en el
intervalo de 6,7296 a 67.6399 mg de nitrdgeno .

Con respecto a los intervalos de confianza de 1la pendiente
(0.7268 , 0.,7287) y la ordenada (~0.0143 , 0.0615}, podenos
observar que m= 0,7278 y b= 0,0236 , se encuentran déntro
de los intervalos, por lo que podemos decir, que no existe
diferencia significativa en los valores obtenidos para m y b,
ademég, la determinaci®n de t calc. paramy b nos confirman 1lo
anterior, ya que los valores obtenidos para ambas caen dentro de
la zona de aceptacién de la prueba de distribucidn t.

Otra manera de analizar 1los resultados, es por medio del
anilisis de regresidn de los meq. determinados en funci‘n de 1los

neq. adicionados.
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VoL BORATO
) ag) g ad peq. cet s det
2,50 89 | o.asmmss 0,46069 5,196
2,50 03| om0 0.48049 6,729
3,000 %8 | o.8707950 09138 13,432
5,000 98 | o.87emest 096138 13,4592
7,50 e | r3uoms 143188 20,1260
7.500 WBs | 131410792 145785 20,3949
10,000 9.8 | 1 1,423 71952
10,000 198 | 1721602 128 7.1952
12,500 A7 | 2.1%1m8m 24707 .92
12.%0 we | 2i00Wm 241306 3,784
12,500 #e | 210 2410 5784
12,500 e | 2.1%imem 24132 5784
12,30 M6 | 219167 RIS 1784
12,500 M6 | 2.1%im8m 2,413 33,7854
13,000 BT | 2,60%83 291597 0.
15,000 A6 | 26:n%8 2.905% 20.4524
1790 | o388 | 3ouzem 3,308 a7.45007
17,50 ne | 028 3.9 40,5154
20,000 N4 | 35047704 o M.111%
20,000 35 | 3.500mm0 387495 54,2493
7.5%0 w4 | sz 4,395 .979%
.50 we | awmmm 4,355 #.97%
79,000 8 | 43 .85 7,695
25,000 Q13 | 430w 42160 .52

= 1.04094 b= 0.00651 r’= 0,99997

De acuerdo con los resultados

relacién altamente

significativa

obtenidos de I Yy m, ex.ite

de meq. determinados y meq.

adicionados, considerando lineal la respuesta para el sistema,

ademas, la ordenada de la relacion lineal pasa por el origen

Con wste

analisis,

se determina

que en el intervalo de

concentracicn establecido, el modelo lineal es correcto para el

sistema de medicicn,
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EXACTITUD DEL METODO ANALITICO
{ EXACTITUD AL 100 % )

CUADRO No. 7
PESO| T PESO [11. SOYA -
rESO PROT. + .
n Eﬁ; HAR. !;UES'I‘RA LS t PROT: b
L Y -1-PY SOYA | H2S504 ': HISO4
img> |* PRRANE L [QERIN ADICION (m??‘“?ﬁf?" RECUPER. || RECOBRO

125 19.10 [150 [8.15 | 54.00 275 17.30y 53.9995) 99.9990
125 }19.20 150 }8.15 | 54.00 }275 17.35] 54.1556{100.2882
125 §9.15 150 |8.20 | 54.00 |275 17.30] 53.9995) 99.9990
125 (9.10 ([150 {8.15 | 54,00 (275 17.30| 53.9995) 99.9990
125 |9.10 150 [8.15 | 54.00 {275 17.25| 53.8278| 99.6811
125 9.2 150 {8.15 {I 54.00 {275 17.35] 54.1556(100.2882

A U e WA -

La exactitud del mdtodo nos indica la desviacién que se tiene
entre un valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia,
expresandolo como porcentaje de recobro, resultado del anilisgis de
muestras a las que se les adiciona cantidades conocidas de
estidndar.

a) Cilculo de la media aritmética (y), desviacién estandar
(8) y coeficiente de variacion (Cv).
Resultados:

¥ = 100.0424 % 8 = 0.2267 % cV = 0.2266 %

b) Intervalo de confianza para la media aritm®tica :

99.8044 % < M < 100.2804 %

- 42 -
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c) valores de t calculada y t tablas para la media,

t calc.= 0.4583 t tablas= 2.5706

Haciendo el anilisis en las mismas condiciones de operaci‘n vy
por el mismo analista determinamos con los resulta dos obtenidos,
que el método es exacto ya que el valor de la media se incluye
en el intervalo de‘ confianza, y el coeficiente v
variacion obtenido es pequeiio, lo que nos indica que la
desviacién de los datos experimentales es pequefla con respecto
a los de referencia en $sta determinacion,

En cuanto al valor de la t calculada para la media, sste nos
indica que no se rechaza la hipitesis nula, ya que su valor

se incluye en la zona de aceptacién de la prueba de distrubuci®n t.
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LINEALIDAD DEL METODO ANALTTICO

CUADRO No. 8

B B T T
[ s) teg ] Has04 PESOQ H2s04 . " H2s01 H2S504
Cmg | 1 vig i ifml JEPROT.
(‘).IBD\II N N.owes Ny lJ,uD?lN H
rf NI BOSTIO tml HARLNA mi) it SD\'»\ (BRI RECUNE
. ALT-BHRALA
Y SOYA B T
1 13.0 1.0%8 150, 0 8.20 tas. Q [V VAN 1. 0047, Hut
2 13,0 1.10 170.0 D.20 1%, 1 o, 29 L. un|(a8., 121
3 18.0 £.0% 180.0 H, 1D 1635.0 220 1L, 00,147 46y
4 129.0 P, t0 180, 0 a.to 27%.0 17,30 0. 18|53, PO
3 120. 0 2,18 130, 0 0, 20y 270. 0 1?7, 30 o, 10", PLO
a 125. 0 e, 20 150. 0 n.45 27%0.0 17.4% G, 2054, 103
? 840.0 3P. 40 130, 0 B.20 Ao0. 0 47,00 AP, TS, 0L
B B40, 0 39, 30 130, 0 8.19 a00. 0 4?7. 60 AY. 4B DO, 21%
o "40, 0 4P, 40 1730, 0 a.20 G, 0 BYr.1h} Ja, lte,. 244
P PIOR | SR 999 1]
CUADRO No. 9
' [Tuzsos” T wzsod T
‘n.mu‘ll ™ N, nopy N
n L) PROTE.LHNA W PROTELINA { Lt o
MTRA. ADICIONADA RECUPERALA ADIC TONADN BECUPERALG
4 40, 00 47, 8¢t t,nn 1. 00
2 489, N0 40. 1214 1.10 s 14
3 40,00 47, Qi L. 0% 1u%
L'y 4. 00 53, OO Q.10 [“PAN 31
- 54,00 N3, 9D [~ W 0. 40
< 4,00 fid, 1BD W, Z0 I, 20
? g0, 01} ap. 1ot A, 402 RTINS
L} an, nu 50, 213 A0, %0 Ju, 15
o] G, an NP 2145 e, 40 der, s
1
SN S SRRSO B, i B
Em la tabla de resultados , la variable de regpuesta er cl
porcentaje de prote)na recuperada (y), y (x) es el porcentaje de
prote: na adicionada.
a) Cilculo de la pendiente (m), ordenada al origen (b) vy
. <
coeficliente de determnacin (v ).
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“sistema de | % de proteina ad. ml de H2804 ad.

[ estudio VS % _proteina recup. VS ml de 12504 recup.
| 0.9355 0.9992

[ b 0.0320 -0.0112

‘ r | 0.9971 0.9999

b) Intervalo de confianza para la pendiente y ordenada al origen.

% de proteina ad.
VS % proteina recup.

‘mi de H2504 ad.
VS ml de H2804 recup.

14

0.8903
~0.8142

M 3 0.9807
% 0,8871

0.9966 = M = 1.0018
~0.0709 5 B £ 0.0485

iA
o

c) valores de t calculada vy t tablas para la pendiente y ordenada.

% PROT., AD. VS PROT. REC|ml DE H2S04 AD, VS REU

Siﬂtema de VALOR DE VALOR DE VALOR DE VALOR DE

estudio t calculada t tablas |t calculada]| t tablas
Pendiente ~0.1424 2.2281 -0.7410 2.2281
Ordenada 0.1013 2.2281 ~0,4435 2.2281

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta prueba sc
considera lineal 1la respuesta para el mdtodo, en 1los dos
intervalos (48 ~ 60 % de proteinas, y de 1.0 ~ 39.0 ml de HZs04
gastado para el borato de amonio) ya que el valor de coeficiente de
variacién es mayor a 0.98 y la pendiente de 0.99 , lo que nos
indica que la desviacion de los resultados con respecto a la recta
es pequefia, presentando relacidn altamente significativa en los
dos casos. Los valores de las t calculadas e intervalos de
confianza para la pendiente y ordenada indican que no se rechaza

la hipStesis nula y la inclusién de la m y o en dichos

1nter?alos,
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PRECISBION DEL METODO ANALITICO

CUADRO No. 10
ARAMLISTA (a)

1 2
46,4665 46.8672
) 1 46.2504 47.0388
46.7072 47.0388
A
(a) 46.5733 47.0388
2 46.8140 46.8672
16.6433 47.0388

La variable da raapuclti eg el § de proteina (y).

a) Chlculo de desviacién estdndar total (sSr), media aritmética

{y), coeficiente de variacisn total (Cvr),

Resultados :

¥= 46.7787 87= 0,2575625 CVr= 0.5505979 %

Respectoc a la determinacion del CVr observamos poca dispersion
en los resultados obtenides, por lo que, se puede decir que ni el

analista, ni los d{as para un analista presentan efecto en esta

valoracién,
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uUna prueba estadi stica adicional importante en la determinaci*n
de la precisién del mttodo es el Andlisis de Varianza (ANADEVA),
que permite establecer con bage a la variacitn de los factores

de variacién, su efecto en la variable de respuesta.

CUADRO  No. 11

TABLA DE ANADEVA

FUENTE DK drRADOS DE SUMA DE MEDLA DE F CAL, ¥ 1FOoR.
VARIACION LIBERTAD CUADRADOR { CUADRADOS

ANALISTA ) 0.4P040304| D. 4PI0GK S 10,1170 10.%1
DI AsANAL, 1 O. 04643074 ] O, 03ICABAB | 1,404 4.40
ERROR [} 0. 1743544 0,02170423 - —--

Los regultados obtenidos en el anslisis de varlanza demuestran
que el método es rep;oducible por los analistas y entre dias para
un aismo analista, ya que Fa < Fgla,gld y rd < Fgld,gle,
con ¢stos resultados, no se rechaza la hipdtesis nula, lo que
nos indica que la respuesta del motodo es la misma al cambiar de
analista y 4! a.
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ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA

CUADRO No. 12
i

CONTENIDO DE PROTEINAS ( % )
MUESTRA G HORAS 10 HORAS 43 HORAS oa HORAs
TEMF. AME. TEMP. AMD, TEMP. AMD. TEKE AMB
3 i 47, 84390 49,0177} 47.38601 47.30013
2 47.83304 47. 87649 46. 49207 40, 0109P
» 47. 91400 47. 92400 472.8818P 47, 44009
4 47. 858254 47. 77010 47.810018 47. 08222

De la tabla se establece la variable de respuesta {yii), como el

contenido de proteina del i¢simo tiempo de muestreo en la j¥“sima

hipstesis,

suestra,
Bl andligis conasiste en aplicar la prueba de
utilizando la t de Dunnette,
CONDICIONES DE Y, N tpeal. | totab.
ALMACENAJE % (%)
20 hre., Lemp. ambiente| 4?0280 47.0072 2.0323 2.08
48 hra., temp. ambiente| 4?.0293| 47.7P30 1. 0084 2.8
60 hre,, temp, ambiente| 475236 47.7483 Q.7197 2.08

MCe (wmedia de cuadrados del error)= 0.05525.

- 50 -~




La muestra es estable en las condiciones estudiadas debido a
que las t de Dunnette calculadas a 20, 43 y 60 hrs. son menores a
la t tablas, lo que nos indica que su almacenaje a las
condiciones que normalmente se trabaja no ge ve afectada en dichos

tiempos, por lo tanto, el error presente en estas determinaciones

se considera pequefio.

- 5] =



LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION
DEL SISTEMA DE MEDICION

CUADRO No. 13

NITROGENO [mq] "2304 0.1077 N [ml)
X Y
M,_Mq’lﬂ:ﬂ.' Y90 ]

0.7569 0.55, 0.60, 0.60,
0.50, 0.50

1.5138 1.0, 1.0, 1.05, 1.0
0.95

3.7845 2.40, 2.60, 2.50, 2.50
2.50

La variable "y" estd definida como los mililitros consumidos de
WmS0s 0.1077 N, En esta determinacion se estima la variacion
del volumen consumido al nivel menor de concentracidn de nitrcgeno
a) Cilculo de la pendiente (m) y coeficiente de determinacion
).

a = 0.6478856 ml/mgN r’ = 0.9962403

b) calculo del intervalo de confianza para la pendiente poblacional.

0.6240362 < M = 0,6717350
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c) Cilculo del limite de deteccion y cuantificacidn.

Limite de deteccién: 0.4630447 mg de nitrogeno.

Limite de cuantificacidén= 0.7717412 mg de nitrégeno.

En la determinacion del limite de cuantificacidn, se comprobt
que para concentraciones en el intervalo de 0.7569-3.7845 wmg de
nitrégeno, la relacivn entre ambas variables es lineal ya que r?
es mayor a 0,98 y el intervalo de confianza incluye la pendiente,
siendo ésta diferente de cero, por lo gue podemos decir que con
contenidos de nitvﬁgeno comprendidos en éste intervalo se
consideran confiable 1la cuantificacien y por consiguiente la

deteccidn,
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CONCLUSIONES

En todo método analitico es importante interpretar los
resultados experimentales de una manera sencilla, adecuada y,

principalmente, que proporcione informacidn (til y confiable.

Para dar validez a una medicién se deben de tomar en
cuenta los errores que puedan presentarse en la obtencidn de
la informacidn experimental, para lo cual es necesario llevar
a cabo el andlisis estadistico que nos permita conocer la
exactitud, precisidn, linealidad y el error en nuestras

mediciones.

En base al anilisis estadistico, se demuestra linealidad,
excatitud y precisidon para el sistema de medicidén y para el
método  Kjeldahl dentro del intervalo de nitrdgeno
establecido, cumpliendo con el propdsito para el cual es

empleado.

El método Kjeldshl instrumentado por Tecator®, adaptado
con reactivos, mezclas reactivas y necesidades propias de su
ugo, resulta ser un método confiable para cuantificar el

nitrogeno en los productos de soya que nos interesan.
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Con la validacidn de éste método, los resultados obtenidos
proporcionan informacidn mas Gtil y confiable para poder
diferenciar la harina desgrasada, de la integral, asi como de
los concentrados proteicos de soya, y de esta manera,
dictaminar correctamente para su clasificacibén en el Sistema

de Codificacidon y Clasificacidn de Mercancias.
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ANEXO 1

A4 Mercancias cuya introducci®sn a territorio nacional esta
requlada por la Direccién General de Sanidad vegetal de la

Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural, mediante

inspeccisn en el punto de entrada al pals,

f5 Mercanclas que estaran parcialmente desqravadas [(tasa del
5%) del impuesto general de importaci®én, cuando se importen a 1la

franja fronteriza norte del pals.

In Mercancias totalmente desqravadas del impuesto general de

importacién, cuando sean originarias de EE.UU, o Canadi.

L Mercancias totalmente desgravadas del impuesto general de
importaci®¢n para la industria, construccion, pesca y talleres de
reparacién y mantenimiento ubicadas en la region fronteriza

glempre que no sean originarias de EE.UU, o Canada.

NE Mercancias que deben ostentar etiquetas de informacidn

comercial en idioma espafiol en punto de entrada al pals.
10 Mercancias totalmente desgravadas del impuesto general de
importacién cuando se importen a la reqion fronteriza, para el

comerclo, restaurantes, hoteles y ciertos servicios.
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§1 Autorizacicn sanitaria expedida por la Direccicn  Geneval de
Control Sanitario de Bienes y Serviclos, ast como por los
Servicios Coordinados de 8alud Publica en los Estados y de

Coordinaci‘n con los Gobiernos de las Entidades Federativas.



ANEXO 2

PRECISION DEL SISTEMA DE MEDICION

Medlia aritmdtica:

Ly

Ve

Desviacivn estsindar:
frrom e
Jn Ly -(Lvy)
- n (n-1})

Coeficiente de variacisn:

5
€V & DER = ——— x 100
Y

LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION Y DEL METODO ANALITICO

Pendiente de la recta:

nxy - EY) Ex

nLx - (Ex)

Ordenada al or:igen:

Ly-mEx
n

Coeficiente de determinaci®n:

[ngay - U:x)(l:v'l]z
v

"Tapx (mx) [nfy ()]



Desvlacidn estindar de regresion:

ZY¥ - a(Cxy)-b(Ly)

S y/x = -
n -2

Intervalo de confianza para la pendiente poblacional:

- <M<
n t:(n—z, 0.073) X 8m S M=+ tm-z. 0. pon % SR

Intervalo de confianza para la ordenada al origen:

b - tin-2, 0.7 X 8b S B £ h + Lin-2, 0.0 x §b
donde :

t .z o.os" 20739 (t de Student en la distribuci‘n, con
o n~2 grados de libertad, con una con-
fianza del 95%)

1
1 LX-(@x)/n

Sm= 5 vy/x

1 x°

+
i1 " Lx - (Ex)z/n

st = 8 y/x

EXACTITUD DEL METODO ANALITICO

Media aritmstica:

. Ly
Y= h

Desviacién estandar:

]-',;'TE"}" ) - &9t
5 = i

n {n-1)




Coeficiente de variacion:

]

CV =

b4

Intervalo de confianza para la media aritmetica:

; - tin-t, 0.978 X ~— S M = i + tin-1, o01m R =

Donde:

X 100

8

i

S

{a

tin-s, o.evm= 2,5706 {t de Student en la distribucién, con
n~-1 grados de libertad, con una con-
Fianza del 95%)

PRECISION DEL METODO ANALITICO

TABLA DE ANADEVA

FUENTE DE GRADDS DE SuMA DE MEDIA DE ¥ CAL v TEOR
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS - 0
2
Yo
scos ¥
sCa MCa [on-1.3
ANALISTA glaza~1 dr MCa= Fazs
2 — — gla, ytd
Y . gla NCd
adr
LA
sSCds
4 scd MGd
DIA gld=ztd~11a 2 F Mod= Fdz L o
v, gld MCe L ’
T i gtd, gl
dr
2
5oz ok .
5Ce
ERROR Aleazcr-1rad MCe s
VYo, yle
- e ———————
t

e



B8 BN gy gy
UL B 1 g

£
donde : LA
a = analista
d = dias
r = replicaciones
F = F de tablas con el 99.0 % de confianza
Yij. = suma de las combinaciones analista-dia
Yi.. = suma para cada analista
Y = guma total de los datos

Yijk = suma de cada dato elevado al cuadrado

pesviacién estandar total:

gre| EEE v oi¥® - y... /adr
adr - 1

Media aritm®tica:

LY.

¥y =
n

éoeficiente de variacién total:

ST
Cvr = X 100

Yoo

coeficiente de variacisn del método:

Sm
CVm=

X 100

Y...

donde :

e = { Mo



ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUERSTRA

Condiciones de Almacenaje

Formula para t de Dunnette

20 horas, temperatura ambiente

!

theal = __..i\__...i_.._u._ )

CReg 77T
P | e e e e -
45 horas, temperatura ambiente toial 5 eedi X
{¥ce T27x1 J
60 horas, temperatura ambiente toral = e
I Wee = /c1” J
donde:

t= 3 tratamientos

r= 4 replicaciones

= media aritmetica del tiempo i de muestreo

yo= media aritm®tica del tiempo cero de muestreo

t de Dunnette tedrica, con gle grados de libertad, t tratamientos

incluyendo el tratamiento control y una confianza del 95%= 2.68

MCe=
SCe= Yij - Yi./r

gle= t{r-1)

media de cuadrados del error= sCe/gle



LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Pendiente:
me NLxy-(Lx ()
nELx - (L%

Coeficiente de determinaci‘n:
= [nE xy - (Ex)] (£y)]
(L& -Ex))][nCyY - (Y)

Intervalo de confianza para pendiente poblacional:
m =~ tin-2, 0. 073y X Sn < M <m+ tin-2, 0,078 ¥ Sm

donde :
tin-2, o.ovs = 2,.1604 (valor de la distribucién t de Stu-
dent con n-2 grados de libertad y confianza
del 95%)
2 2
6= soon | —LLEX - (E)

n

Limite de deteccidn:

Limite de cuantificacion:

10 5%
m

LC=

wrm



ANEXO 3

A. Solucién de icido borico al 4% con indicador. Disolver 80 g. de
Acido borico R. A. en 1.2 litros de aqua destilada. Mezclar vy
agregar mss agua destilada. Mezclar y agregar mds agua destilada
para completar cerca de 1.8 litrog. Agregar 20 al de solucln de
verde de bromocresol {20 mg en 20 m} de alcohol), y 14 ml de
solucion de rojo de metilo {20 mg en 20 ml de alcohol); diluir a 2

litros con agua destilada y mezclar cuidadosamente.

K
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