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  1. RESUMEN  

 

 

El método de Frühbeck  permite cuantificar el ácido fítico del extracto ya  purificado  a través de 

una columna de intercambio aniónico, realizando ajustes de pH para obtener mejores recobros, 

sin embargo  el tiempo requerido para la determinación es  una de las limitantes. 

En este trabajo se modificó la metodología de Frühbeck para disminuir el tiempo de análisis; 

dicho  cambio  se realizó principalmente  en la preparación de las columnas empleadas en la 

purificación, disminuyendo la altura de la resina de 14  a 8 mm.  

Se validó tanto el método de Frühbeck como la modificación al método y ambas metodologías 

fueron  lineales en un intervalo de 5 a 50 µg/mL de ácido fítico, así como precisos considerando 

como criterios de  aceptación la reproducibilidad y la repetibilidad con un coeficiente de 

variación menor o igual al  5%  además de ser  exactos, el límite de cuantificación se determinó 

en 4.6 µg/mL de ácido fítico  para la metodología de Frühbeck y 4 µg/mL  de ácido fítico para la 

modificación del  método.  El método de Frühbeck,  así como la simplificación del método de 

Frühbeck se emplearon para la determinación del ácido fítico,  evaluando el contenido en maíz, 

tortilla, nixtamal, avena, sorgo  crudo y cocido. No se observó diferencia significativa (α=0.05) 

entre el contenido de ácido fítico determinado por la metodología de Frühbeck y  por la 

simplificación propuesta del método de Frühbeck al modificar las columnas.        

====w 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

Los cereales  y sus derivados constituyen un buen  alimento tanto para los humanos como 

para los animales,  proporcionando  importantes cantidades  de hidratos de carbono (fuente 

de energía),  proteínas y minerales así como de fibra. Una desventaja es que pueden contener 

factores antinutricionales como el ácido fítico (IP6) que tiene la capacidad de secuestrar 

cationes divalentes como el Ca (II), Fe (II) y Zn (II) formando complejos insolubles 

teniendo como consecuencia la disminución de la capacidad de absorción de estos minerales 

en el tracto gastrointestinal de los monogástricos. Además, el ácido fítico también puede 

formar complejos con proteínas  lo que hace que disminuya la calidad nutricional.  

El ácido fítico al ser  hidrolizado da como resultado  inositol pentafosfato (IP5),  inositol 

tetrafosfato (IP4), inositol trifosfato (IP3), sin embargo es importante remarcar que 

únicamente los IP6 y IP5 tiene la capacidad de formar complejos.      

Debido a las características antes mencionadas es importante contar con un método analítico 

para la determinación del ácido fítico que proporcione buenos resultados. Existen diversos 

métodos para la cuantificación del ácido fítico, algunos de los cuales aprovechan la 

formación de sales de hierro insolubles en una  solución ácida, pero los valores pueden variar 

por  la proporción de hierro y fósforo en el precipitado, además de la precipitación de 

fósforo inorgánico y otros polifosfatos, lo que hace sobrestimar el valor del ácido fítico y por 

tanto el efecto adverso de éste, por ser métodos  inespecíficos. Se han probado métodos 

como la cromatografía de  líquidos de alta eficiencia (HPLC) o la resonancia magnética 

nuclear los cuales son más específicos, sin embargo implica contar con equipos costosos que 

no siempre se encuentran disponibles en los laboratorios.   

 

 

===w 
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 El  método de Frühbeck  consiste en  una separación  a través de una resina de intercambio 

iónico, para eliminar compuestos que interfieren y que sobreestiman los valores reales, sin 

embargo, éste es un método que requiere de un mayor tiempo  para realizarlo, es por esto 

que se ha pensado en optimizar la metodología reduciendo el tiempo de análisis,  haciendo 

que la muestra pase con mayor rapidez a través de la columna, para ello se propone 

disminuir  la altura de la columna de purificación. 

La validación de una técnica es el proceso por el cual se demuestra que  el método tiene la 

capacidad de satisfacer los requisitos para la aplicación analítica deseada, por medio de la 

evidencia experimental documentada de que un procedimiento cumple con el propósito para 

el cual fue diseñado. La validación se lleva a cabo a través de la comprobación de los 

parámetros de desempeño, de tal manera que cumplan con la linealidad, la precisión y 

exactitud. En este caso al comparar dichos parámetros del  método propuesto con el original 

de Frühbeck. 
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3. OBJETIVOS 

 

Objetivo General: 

 
Modificar  la metodología de  Frühbeck  y comparar  los resultados obtenidos del método 

propuesto  con los del método de Frühbeck,  empleando  muestras de cereales, así como realizar 

la validación de ambas metodologías.  

 

 Objetivos Particulares: 

 
� Determinar el contenido de ácido fítico empleando el método de Frühbeck en cereales y 

algunos alimentos procesados.  

� Determinar el contenido de ácido fítico  con el  método modificado propuesto en las mismas 

muestras empleadas para el  método original de Frühbeck. 

� Disminuir el tiempo de análisis para la determinación de ácido fítico con el método 

propuesto. 

� Verificar si hay diferencia estadísticamente significativa en el contenido de ácido fítico al 

emplear el  método Frühbeck y el método modificado para la determinación de ácido fítico 

en distintos cereales. 

 

===w 
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4. ANTECEDENTES 

 

4.1 Características  de los Cereales 

 

Los  cereales desempeñan un papel predominante en el aporte de nutrimentos a la 

población. En todo el mundo  los cereales constituyen la principal fuente de energía y son 

por ende, la base de la alimentación. Los cereales más importantes son el maíz,  trigo,  arroz,  

cebada,  centeno,  avena,  sorgo y el mijo. 

 El maíz es originario de América y en la actualidad es un alimento dominante en el 

hemisferio occidental; su uso se extendió, a Europa, Asia y África durante varios siglos. En 

México el maíz constituye la base de la alimentación y la principal fuente de energía de la 

mayoría de la población.  

El maíz es nixtamalizado  principalmente para la producción de la tortilla;  la nixtamalización 

es un proceso muy antiguo desarrollado por los aztecas, que todavía se sigue utilizando para 

producir tortillas. Consiste en cocer el maíz con la cal [Ca(OH)2], el producto obtenido 

llamado nixtamal, se lava con agua para eliminar el exceso de cal en seguida es molido  para 

obtener una pasta suave conocida como masa. La masa es utilizada para producir tortillas, las 

cuales son uno de los alimentos básicos de México, además de ser la principal fuente de 

calorías, proteínas y calcio para las poblaciones de bajos recursos, ya que  son económicas y 

la población la ingiere frecuentemente [1,2]. 
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4.2 Estructura de los cereales 

 

Los cereales son las semillas comestibles  de las plantas  Gramíneas, son especies  capaces de 

crecer en condiciones climáticas semiáridas (como el sorgo y el mijo),   en climas cálidos (arroz, 

maíz y mijo) y fríos (trigo, centeno y cebada). La característica común de estas plantas es su 

semilla o grano, conocida botánicamente como cariópside.  La cariópside está formada por una 

cubierta el fruto o pericarpio que rodea a la semilla y se adhiere fuertemente a la cubierta. La 

semilla está constituida a su vez por el embrión o germen y endospermo encerrados dentro de 

una epidermis y de la cubierta [3]. 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura del grano de maíz y del grano de sorgo    
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    4.3 Ácido Fítico  

El ácido fítico es una molécula con seis grupos ortofosfato  cuyo nombre químico es myoinositol 

1,2,3,4,5,6 – hexaquis dihidrogeno fosfato el cual también es llamado ácido myoinositol 

hexafosfórico (IP6).  

El termino de ácido fítico es designado en forma más restringida para los hexaquis-o-fosfoésteres 

del mioinositol IP6,   fitato para las sales y fitina para las sales de calcio y magnesio nombres 

comúnmente  usados para describir IP6 [4].  

 

 

Fig. 2   Estructura del ácido fítico 

 

Esta estructura con doce protones reemplazables y una alta densidad negativa por los grupos 

fosfatos, es la responsable de la característica de formar complejos estables con cationes 

divalentes, a un pH neutro que normalmente es el que presentan los alimentos, esta molécula es 

muy reactiva  tiene la capacidad de formar complejos con proteínas. La solubilidad de las sales del 

ácido fítico varia con el pH debido al grado de protonación de los grupos fosfatos.   
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El ácido fítico es soluble en agua, alcohol al 95%, glicerol y en agua, en mezclas con alcohol-éter y 

muy poco soluble en alcohol absoluto, metanol y prácticamente insoluble en éter anhidro, benceno 

y cloroformo [5,6]. 

4.4 Ácido fítico como Factor Antinutricional      

De forma genérica, las sustancias antinutricionales  se definen como aquellos compuestos que están 

presentes de forma natural en algunos alimentos y actúan provocando una pérdida de nutrientes 

esenciales o interfiriendo en su utilización y función metabólica [7].   

Los factores antinutricionales pueden interferir con los componentes del alimento antes de su 

consumo, durante la digestión en el tracto gastrointestinal y  en la absorción en el cuerpo. Por tanto 

las condiciones bajo las cuales los factores antinutricionales tienen importantes  implicaciones son 

diversas en un estado nutricional marginal. 

Las sustancias antinutricionales  pueden ser de origen natural o sintético y  se pueden clasificar de 

la siguiente forma: 

Tipo A: Sustancias que principalmente interfieren con la digestión  o la absorción  de proteínas, 

son llamados factores antiproteinicos. 

Tipo B: Son sustancias que interfieren con la absorción o funcionamiento metabólico de los 

minerales. 

Tico C: Son sustancias que inactivan o destruyen a las vitaminas, de tal manera que provocan  una 

mayor necesidad en el  consumo de estas [8].  

El ácido fítico ha sido considerado como un factor antinutricional debido a su fuerte capacidad de 

formar complejos con metales divalentes, porque en su estructura tiene seis grupos fosfato con 

carga que  facilitan  la formación de varias sales,  especialmente con  Zn (II),  Ca (II)  y  Fe (II).  En 
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consecuencia, el consumo de grandes cantidades de alimentos que contienen elevados niveles de 

ácido fítico pueden producir un déficit en la absorción de minerales en la dieta. Los vegetarianos son  

afectados por el alto contenido de ácido fítico  o fitatos en los alimentos que consumen, en algunos 

países el promedio de consumo de fitatos de un menú típico puede exceder en 2000 mg/día [4,6,9].   

Debido a que los fitatos no pueden ser absorbidos y los humanos no tienen la capacidad  para 

hidrolizar esta molécula da un efecto adverso en la biodisponibilidad de minerales, además  de que el 

fósforo del fitato no es nutricionalmente disponible.  

Al ser  un excelente agente quelante el ácido fítico forma complejos con minerales y proteínas, 

muchos de estos complejos son insolubles y se considera que la solubilidad  es un factor esencial para 

que los nutrimentos sean absorbidos, ya que el sitio de absorción en el organismo posee un pH  

cercano a la neutralidad y el complejo del fitato tiene un mínimo de solubilidad,  haciendo que se 

reduzca la biodisponibilidad de éstos y en consecuencia influye en el valor nutrimental de los 

alimentos [10]. 

               
 
 

Fig. 3  Interacción del ácido fítico con  minerales, proteínas y almidón  
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     4.5 Ácido  Fítico en los Alimentos 

El ácido fítico esta ampliamente distribuido en alimentos que comúnmente se consumen, 

particularmente en vegetales, se ha encontrado en altas concentraciones en cereales, leguminosas y 

productos oleaginosos y en menor cantidad en tubérculos.  

En cereales aproximadamente 1 – 2 % del peso de la semilla es ácido fítico, generalmente el 90% 

del ácido fítico se localiza en aleurona y solamente el 10% en el embrión [6].   

 

Tabla 1. Distribución de ácido fítico en  los componentes morfológicos de los cereales 

 

Cereal Localización Ácido Fítico 
(%)a 

Distribución 
(%)b 

 Hibrído Comercial 0.89 - 

 Endospermo 0.04 3.20 

Maíz Germen 6.39 88 

 Cascarilla 0.07 0.40 

    

 Endospermo 0.004 2.20 

Trigo Germen 3.91 12.90 

 Aleurona 4.12 87.10 

 Cascarilla 0.00 0.00 

    

 Endospermo 0.01 1.20 

Arroz Germen 3.48 7.60 

 Pericarpio 3.37 80 

                 a Contenido de ácido fítico calculado asumiendo un contenido de 28.20% de fósforo 

               b Distribución del total del grano en el  cereal.   Fuente: Reddy et al 1982 15.  
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El contenido de ácido fítico está influenciado por el cultivo, las condiciones del suelo, la genética, la 

aplicación de fertilizantes y las condiciones de irrigación. Todos estos  factores  también  influyen en   

la  disponibilidad del  fósforo en  los cereales,  su  acumulación   en las semillas se da principalmente 

en la capa de la aleurona, sin embargo existen algunas excepciones como el maíz donde más del 80% 

del ácido fítico se concentra en el germen. Los niveles de ácido fítico  encontrados en el arroz entero  

oscilan desde un  0.86 a 0.99 %  localizándose el 80% del fitato en la capa externa del salvado 

[6,9,11].  

Un alto porcentaje de fósforo presente en cereales,  leguminosas y oleaginosas   existe como ácido 

fítico el cual representa la principal forma de almacenamiento,  el cual comprende de un 1- 5 % del 

peso de los cereales. Sin embargo esta forma de fosfato permanece no disponible para el hombre  y  

animales  monogástricos,  debido  a  que no tienen  actividad de fosfatasas endógenas (fitasas) que 

sean capaces de liberar los grupos fosfato de la estructura del fitato.   

En forrajes un tercio del fósforo esta presente como fósforo  inorgánico digerible, mientras que dos 

terceras partes como fósforo orgánico en forma de fitina [12].  

 

Tabla 2. Contenido de Ácido Fítico en Cereales 

 

Cereal 

Ácido Fítico 

(g/100g) 

Arroz (orize sativia) 0.86-0.99 

Trigo (triticum aestium) >1.13 

Maíz (zea mays) 0.77-0.99 

Sorgo (sorgum vulgare) 0.82-0.96 

Cebada (Hordeum vulgare) 0.99 

Avena (avena sativia) 0.77 

                         Fuente: Martínez et el 2002 5 
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     4.6 Hidrólisis del ácido Fítico 

El ácido fítico es hidrolizado química y enzimáticamente  (por fitasas) originando : inositol 

pentafosfato (IP5), inositol  tetrafosfato (IP4), inositol trifosfato (IP3) y probablemente inositoles 

difosfato y monofosfato. Con el retiro de los grupos  fosfato del anillo, la capacidad de enlace con 

los minerales disminuye, dando como resultado  una biodisponibilidad  creciente del mineral.  Sin 

embargo, como ya se ha mencionado el IP6 y IP5 tienen un marcado efecto sobre la 

biodisponibilidad de los minerales [13,14]. 

Las fitasas (myoinositol hexaquisfosfato fosforilasas, catalizan la hidrólisis del ácido fítico de 

manera que los convierte en myoinositoles y fosfato inorgánico. Las fitasas sólo están presentes 

en los tejidos de las plantas y son consideradas como endógenas y actúan durante el crecimiento 

de los granos [12].  

 

4.7 Métodos de análisis para ácido fítico  

 

El ácido fítico,  no presenta un espectro de absorción característico en la región UV o la visible y 

por tanto no existen reactivos específicos  para su determinación. Se han publicado varios 

métodos para la determinación cuantitativa de fitatos,  la mayoría tiene que ver con la extracción 

mediante ácidos (ácido clorhídrico, ácido sulfúrico o ácido tricloroacético) a diferentes 

concentraciones y tiempos de extracción. 

Los métodos más usados para la determinación del ácido fítico están basados en el método de 

precipitación desarrollado por  Heuber y Stadler en 1914  el cual se basa en la formación de 

complejos insolubles de  los fitatos de hierro, que precipitan  a bajo pH en presencia de un exceso  
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del ión férrico (por la adición de cloruro férrico) y la subsiguiente cuantificación de fósforo, hierro 

o del inositol en el precipitado o indirectamente mediante la determinación del hierro residual en 

la solución ácida después de la precipitación del complejo fitato- hierro [4,5,15]. 

En 1935 McCance y Widdowson desarrollaron la medición  directa del fósforo en el precipitado 

al convertir el fitato de hierro en fitato de sodio soluble usando hidróxido de sodio. El contenido 

de fósforo que proviene del fitato soluble es medido colorimetricamente después de una digestión 

ácida.  

En 1971 Wheeler and Ferrel modificaron el método de McCance y Widdowson proponiendo 

extraer el fitato con ácido tricloroacetico y precipitarlo como fitato férrico. El fitato de hierro fue 

convertido en hidróxido de hierro (que precipita) solubilizando al fitato adicionando hidróxido de 

sodio y calentando, mientras que el precipitado es disuelto en ácido diluido para determinar el 

contenido de hierro colorimetricamente, y calcular el contenido de fitatos asumiendo una 

proporción constante de Fe:P de 4:6 en el precipitado [15].     

Sin embargo se ha demostrado que otros polifosfatos, así como fósforo inorgánico y fracciones 

menores de fosfatos de inositol, los cuales ya no tienen la suficiente capacidad quelante como el 

ácido fítico,  se incluyen en las determinaciones, de tal forma que también  precipitan en estas 

condiciones dando como resultado valores superiores a los reales. Además se presenta una  

variabilidad natural en la proporción molar de hierro y el fósforo (relación teórica 4Fe: 6P) en el 

precipitado [16].  Estos  métodos  son  laboriosos,  consumen  mucho  tiempo,  son  poco 

sensibles y no específicos para el fitato (IP6) debido a la coprecipitación de fracciones menores de 

los fosfatos de inositol [16,17]. 

Harland y Oberleas (1977) eliminaron el paso de la precipitación y extrajeron directamente el fitato 

con   1.2%   de  HCl,   el   cual   fue  eluído  a través  de  una  resina  de  intercambio  iónico  para 
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separar las fracciones menores de inositolfosfato (IP3-IP5) y de fósforo inorgánico. El fitato eluído   

se   digiere   con  H2SO4   y  HNO3  concentrado,  sin  embargo  en  este  método se tienen pérdidas  

por  la  incompleta o excesiva digestión. Y   la  cantidad  de  ácido   fítico  se  determina asumiendo 

que por cada molécula de ácido fítico contiene seis moléculas de fósforo orgánico [18].   

Haug & Lantzsch en 1983 emplean  la 2,2-bipiridina para cuantificar hierro en el sobrenadante, 

siendo hasta ahora uno de los métodos más usados por su relativa sencillez, a pesar de que cuantifica 

al fósforo fítico y la absorbancia de las muestras debe ser medida después de un período corto de 

tiempo debido a que el color del complejo es muy inestable. 

En 1986 la AOAC aceptó el método de Ellis y Morris, como método oficial para la cuantificación de 

fitatos. El método implica la extracción del fitato usando HCl diluido, el extracto es mezclado con 

una solución de EDTA-NaOH y este es vertido en una columna de intercambio iónico, cuya 

finalidad es purificar el extracto. El fitato se eluye con una solución de NaCl 0.7 N una vez que se 

tiene purificado  se somete a una digestión con una mezcla de HNO3  y H2SO4  concentrado para 

liberar el fósforo, el cual es medido espectofotométricamente. La cantidad de fitatos es calculado 

como equivalentes de hexafosfatos [19]. Este método asume que todo el ácido fítico es retenido en la 

columna y que únicamente el ácido fítico es eluído de la columna de intercambio aniónico. Sin 

embargo los alimentos pueden contener apreciables cantidades de isómeros desfosforilados  de ácido 

fítico (IP1-IP5), los cuales  son retenidos en la resina de intercambio aniónico y eluídos,  estos 

fosfatos pueden ser incluidos en el cálculo del ácido fítico, sobrestimando su efecto negativo, ya que 

solamente el IP6 y IP5 interfieren apreciablemente  con  la biodisponibilidad de minerales, proteínas 

y elementos traza [20].          

Kamaya (1995) utiliza cloranilato de zinc para cuantificar el fósforo, basándose en la reacción de 

reemplazo  de  ácido  fítico   y  el   cloranilato   de   zinc,   el   cual  en presencia de alcohol, reduce su  
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solubilidad y libera cloranilato proporcionalmente a la cantidad de ácido fítico presente, sin 

embargo éste método usa bastantes reactivos además de utilizar simultáneamente dos resinas de 

intercambio iónico, por lo cual es una técnica cara [17].   

El principal inconveniente tanto de los métodos de precipitación como de los de intercambio 

iónico es la falta de especificidad, como consecuencia de la dificultad del ajuste de las condiciones 

de hidrólisis  necesarias   para  que  sólo  IP6  sean  liberados  para  su  cuantificación. Por ello 

éstos métodos son apropiados para cereales y leguminosas que se encuentren en estado natural, ya 

que en ellos básicamente sólo hay ácido fítico (IP6), no para alimentos procesados, ya que éstos 

contienen cantidades apreciables de isómeros  del ácido fítico [5].      

La técnica de Harland & Oberleas (1977) que consiste en una extracción del ácido fítico con 1.2% 

de HCl permitiendo disociar los complejos que se pueden formar con proteínas y hierro, así como 

la purificación a través de una resina de intercambio iónico.  La técnica de  Latta & Eskin  (1980) 

que  propone una determinación colorimétrica usando el reactivo de Wade (cloruro de hierro y  

ácido sulfosalicílico) para la determinación del ácido fítico por la formación del complejo fitato de 

hierro y por tanto la disminución de color por el remplazó del hierro del  ácido sulfosalicílico. 

Ambas técnicas (Harland y Latta) fueron retomadas en 1995 por Frühbeck quién realizó un ajuste 

de pH en las tres etapas principales del método; en la extracción a pH de 0.6 para disociar el fitato 

del complejo de hierro, en la purificación  (pH 6.0) para obtener  mejores recobros, al disociar al 

ácido fítico de las proteínas y  en la detección a un pH de 3.0  para obtener mejor estabilidad del 

complejo colorido y mejorar los recobros;  empleando la columna de intercambio aniónico para 

purificar los extractos antes de cuantificarlos [18,22]. Este método fue validado en 2002 [17, 21].  

El principal inconveniente de esta metodología es el tiempo requerido para la determinación por 

el paso preliminar de las muestras a través de la columna.    
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También se ha recurrido  a la cromatografía de líquidos de alta eficiencia (HPLC)  para la 

separación y cuantificación, ya que es un método que ha tenido una buena sensibilidad y 

reproducibilidad en productos de baja concentraciones de ácido fítico. Se han propuesto distintas 

modificaciones como el uso de diferentes columnas, fases móviles,  flujos, extracción con 

solventes y técnicas de preparación, como métodos de monitoreo se han  ocupado índice de 

refracción y determinación de productos de reacción postcolumna. Además se han combinado 

métodos de intercambio iónico con la cromatografía de líquidos de alta eficiencia en una columna  

de fase inversa. 

Entre las ventajas que presenta el HPLC en la determinación de ácido fítico destacan que los 

distintos   inositol   fosfatos   son   determinados  como  entidades  independientes  permitiendo  

la cuantificación de IP5 o IP6 en mezclas que incluso contienen todos los isómeros, además de 

cuantificar los inositol fostatos en presencia de nucleótidos [5].    

Otras determinaciones cromatográficas que se han empleado son la cromatografía de gases 

acoplada a espectometría de masas, cromatografía de líquidos con detección conductimétrica, 

cromatografía por par iónico, la cromatografía de alta resolución e intercambio aniónico.   

Otras técnicas que se han ocupado en la determinación de ácido fítico son la Resonancia 

magnética nuclear de P31 la cual proporciona una elevada especificidad, y produce cuatro puntos 

de resonancia o la espectroscopia infrarroja, sin embargo estas técnicas  requieren de equipos más 

sofisticados y no permiten el análisis rápido del  contenido del ácido fítico, además de ser 

métodos que no se incluyen en los programas de enseñanza [5].  
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      4.8 Valiación de un Método Analítico 23,24 

Mediante un proceso de validación,  se comprueba si el método es lo suficientemente confiable y 

si los resultados previstos se obtienen dentro de las condiciones fijadas.  

       La validación de un procedimiento consiste en tres pasos: 

a) El establecimiento de las condiciones por cumplir conforme a criterios. 

b) Determinación de los parámetros de desempeño del procedimiento. 

c) Valoración de los resultados, comparación de los parámetros obtenidos con las condiciones 

establecidas y decisión de la validez del procedimiento para el propósito establecido. 

Los parámetros de validación o desempeño que se deben considerar varían según los requisitos 

exigidos por distintas organizaciones. Los más comúnmente evaluados son: linealidad,  

sensibilidad,  exactitud,  precisión y la selectividad. 

      

4.8.1 Parámetros de Desempeño 

 

Linealidad. Es la capacidad del método analítico para obtener resultados directamente 

proporcionales a la concentración o cantidad del analito en un rango definido. Se determina 

mediante el tratamiento matemático de los resultados obtenidos en el análisis del analito a 

diferentes cantidades o concentraciones. La selección del rango y del número de puntos 

experimentales están estrictamente relacionado con la aplicación del método.  

La curva de calibración se determina sobre los puntos individuales sin promediar por el método 

de  los  mínimos  cuadrados.  En  el eje de la "x" aparecerá la cantidad  o  la  concentración  del 

analito y en el eje de la "y", la respuesta analítica (absorbancia para métodos 

espectrofotométricos, área o altura para métodos cromatográficos, cantidad de  agente  valorante  

gastado  en  el  caso  de métodos de titulación etcétera).  Los estimadores  de  regresión  para un 
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nivel de  significancia   dado   son: el coeficiente de correlación, la pendiente (que indica la 

sensibilidad analítica y relaciona la aleatoriedad de la respuesta con la aleatoriedad debida a la 

variación de la concentración) y la ordenada al origen.  

Precisión. Refleja la medida en que los valores de una serie repetida de ensayos analíticos que se 

realizan sobre una muestra homogénea son semejantes entre sí. 

Repetibilidad. La precisión de un método, cuando se desarrolla bajo las mismas condiciones, 

utilizando la misma muestra, analizada por el mismo analista, en el mismo laboratorio, con los 

mismos equipos y reactivos y durante una misma sesión de trabajo en un período corto. El 

parámetro estadístico que caracteriza a este estudio es la desviación estándar o preferiblemente el 

coeficiente   de   variación   (desviación estándar relativa).   Este   parámetro   permite  evaluar  la 

incertidumbre en la estimación de la media, es decir, el error aleatorio que se corresponde con la 

dispersión de los datos alrededor de la media.  

 Reproducibilidad. Es la medida de la precisión de los resultados de ensayos realizados sobre la 

misma muestra homogénea, pero ejecutados por diferentes analistas en días diferentes y se 

expresa con los mismos parámetros matemáticos que la repetibilidad.  

 Exactitud. Indica la capacidad del método analítico para obtener resultados lo más próximos 

posibles al valor verdadero. La exactitud refleja el error sistemático o la tendencia a ellos,  cuando 

existen interferencias en el método por falta de selectividad, o cuando se trata de métodos 

analíticos muy laboriosos, con varias etapas, como extracciones, purificaciones, entre otros.  
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Selectividad. Se define como la capacidad de un método analítico para medir exacta y 

específicamente el analito sin interferencias de impurezas, productos de degradación o 

excipientes que pueden estar presentes en la muestra, se expresa como el grado de inexactitud del 

método. La evaluación de este parámetro es especialmente importante en el caso de los métodos 

analíticos diseñados para la cuantificación del analito en formulaciones y en estudios de 

estabilidad [23,24]. 
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5.1 MUESTRAS 

Las muestras seleccionadas fueron dos de los cereales de mayor consumo que son el maíz y la avena así 

como un derivado del maíz que es el nixtamal y la tortilla. El sorgo también se decidió estudiar debido a 

que es usado ampliamente en alimentación animal.  

 Sorgo (sorgum vulgare)  se adquirió en el mercado de sonora de la ciudad de México. 

Avena (avena sativa) se adquirió en el mercado de sonora de la ciudad de México. 

Maíz blanco (zea mays) se adquirió en la tortillería de la colonia panamericana de la ciudad de México. 

Nixtamal y la Tortilla se adquirieron en la misma  tortillería de la ciudad de México. 

 

MATERIAL Y EQUIPO 
 

• Vasos de precipitado de 30 y 
50 mL. 

 
• Pipetas volumétricas de 5 y 

10 mL. 
• Matraces aforados de 25 mL 

 
• Tubos de ensaye de 5 mL. 

 
• Jeringas de 3 mL. Plastipak. 

 
• Fibra de vidrio. 

 
• Tubos para centrífuga. 

 
• Molino Thomas-While 

Modelo 4 
 

• Parrilla de agitación 
 

• Centrífuga. SORVALL 
RC5B . 

 
 

• Espectrofotómetro. Sequoia-
Turner modelo 340 

 
• Estufa  imperial III 

 
 
 

                               REACTIVOS 
 

• Ácido Clorhídrico 0.65 N 
 

• Hidróxido de Sodio 5 N 
 

• Cloruro de Sodio 0.1 N 
 

• Cloruro de Sodio 0.7 N 
 

• Cloruro de hierro  
                         (Sigma F-2877) 
 

• Ácido sulfosalicílico 
      (Sigma S-0640 ) 

 
• Sal sódica de ácido fítico 

(Sigma P-3168) 
 

• Resina de intercambio 
aniónico Dowex AG1-X8, 
200-400 mesh, Bio Rad. 
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5.2 ACONDICIONAMIENTO DE LAS MUESTRAS 
 
 
 La avena como el sorgo crudo se molieron en un  molino de acero inoxidable (Thomas-While 

Modelo 4), por malla de 1 mm, se obtuvo la harina la cual se homogenizó y se guardó a temperatura 

ambiente  en frascos de plástico. En el caso del sorgo cocido se llevó acabó una cocción en parrilla de 

calentamiento empleando un volumen de agua equivalente a dos veces el volumen de la muestra 

medidos en una probeta  llevando hasta sequedad, es decir la evaporación completa del agua, 

posteriormente se sometió la muestra a un secado en estufa  a una temperatura de 50 a 55 °C por 24 

horas. Una vez seca la muestra se molió hasta obtener una harina que pasó por la malla de 1mm.  

El nixtamal  fue secado en estufa  de 50 a 55 °C por 24 horas y posteriormente molido por malla 0.5 

mm, en el caso de la tortilla ésta se cortó en tiras de aproximadamente de 1.5 cm y se sometió a un 

secado en estufa (50 a 55 °C) y posteriormente a una molienda en las mismas condiciones que el 

nixtamal.  

 

 

5.3 DETERMINACIÓN DE FÓSFORO EN EL ESTÁNDAR 25 

 

Antes de comenzar las determinaciones de ácido fítico se  llevó acabó la cuantificación de fósforo en 

la sal sódica de ácido fítico  para conocer la pureza del reactivo, para ello  se realizó la técnica para 

fósforo de la AOAC la cual consiste en lo siguiente: 

Se pesó la muestra, la cual se carbonizó en mechero y posteriormente se colocó en la mufla a  550 °C 

para obtener las cenizas blancas. Las cenizas se disolvieron en ácido clorhídrico y se evaporaron a 

sequedad a baño maría. El residuo se disolvió en 10 mL de HCl y se llevó a un volumen de   100 mL, 

se tomaron 10 mL de esté volumen para desarrollar color con 5 mL del reactivo de molibvanadato. 
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Se preparó una solución estándar (0.5 mg P2O3 /mL) para preparar soluciones con concentraciones 

de 0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, y 0.35 mg  P2O3 /mL  respectivamente. Para la determinación 

tanto de la curva como de la muestra se tomaron 10 mL, se adicionaron 5 mL de la solución de 

molibvanadato y se llevó a un volumen de 25 mL se mezcló y se dejó reposar 10 minutos para 

desarrollar color y finalmente se leyó la absorbancia a 400 nm en un espectofotómetro Sequoia-

Turner modelo 340. 
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DIAGRAMA 1.  DETERMINACIÓN DE ÁCIDO FÍTICO POR EL MÉTODO DE 

FRÜHBECK Y MODIFICACIÓN DEL MÉTODO DE FRÜHBECK 

 

                      

   

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

*
  De acuerdo a la muestra. Maíz, nixtamal y tortilla se centrifugó a 1500 r.p.m por 40 min.  

Purificación 

Preparación de Columnas  (14 mm) 

Diluir 1: 25 , Ajustar el pH a 6, tomar 10 mL y 
transferir a la columna cuantitativamente. 

Preparación de Columnas  (8 mm) 

Método de Frühbeck Método Modificado de Frühbeck 

Pesar 1 g de muestra 
Con < 5 % grasa 

Adicionar 20 mL  HCl   
0.65 N,  agitar 2 h a Temp.  

Extracción 

Lavar la columna con 15 mL de NaCl 0.1 N. 
Eluir el ácido fítico con 15 mL de NaCl 0.7 N y 

colectar el extracto. 

Determinación 

Tomar 3 mL de blanco (agua desionizada), 
muestras y estándares. Ajustar el pH a 3.0 

Adicionar a la muestra 1 mL del reactivo 
de Wade, agitar y  leer  a abs  500 nm. 

 

* Centrifugar el extracto a 
12000 rmp por 30 min.  
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5.4 MÉTODO DE  FRÜHBECK 22  
 

 
5.4.1 Fundamento del  método de Frühbeck  
 

La metodología de Frühbeck se basa en la purificación de los extractos del ácido fítico, empleando 

una columna de intercambio iónico (Dowex AG1 X8 (200-400 mesh, Bio Rad), la cual permite 

eliminar fracciones de inositol con menor número de fosfatos. La determinación se realiza por medio 

de un complejo colorido basada en la reacción entre el ión férrico y el ácido sulfosalicílico, que en 

presencia del fitato, el hierro se enlaza  al éster del fosfato y deja de ser disponible para reaccionar 

con el ácido sulfosalicílico, resultando en la disminución de la intensidad del color.       

 

5.4.2   Metodología de Frühbeck 

 

Extracción de la muestra 

 

Se pesó 1 gramo de alimento con un contenido menor al 5% de grasa, para evitar  interferencias con 

la extracción del fitato, se adicionaron  20 mL de HCl al 2.4% (0.65N), y se verificó  que  el pH de la 

mezcla   estuviera   entre  0-1.   La mezcla  se  sometió  a  agitación    (400 r.p.m aproximadamente) 

durante dos horas a temperatura  ambiente, posteriormente el extracto se transvasó cuantitativamente  

a  los  tubos  de centrífuga para centrifugar a 12000 rpm a temperatura ambiente por  treinta   

minutos,  después  se  colectó  el  sobrenadante   y  se guardó en refrigeración. Este procedimiento se 

realizó para las muestras de sorgo tanto crudo  como cocido y para la avena. En el caso del maíz, 

nixtamal y tortilla la centrifugación se llevó acabó a 15000 rpm por 40 minutos, debido a que estas 

muestras presentan  mayor contenido de almidón y retarda el paso de la muestra por la resina.     
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Preparación de columnas  

 

Se pesó aproximadamente 0.5 g de resina de intercambio aniónico Dowex AG1 X8 (200-400 mesh, 

Bio Rad) la cual se hidrató con 0.6 mL de agua desionizada.  Como columnas se emplearon jeringas 

plastipack de 3 mL, colocadas en un soporte (gradilla) a la cual se le introdujo en el fondo un tapón 

de fibra de vidrio,  doblando la fibra en forma envolvente sin que rebase una altura de 0.5 cm de la 

columna. Se le agregó a la columna la resina hidratada cuidando que quedara asentada 

uniformemente. Una vez que la resina estuvo bien empacada en la columna se adicionaron 15 mL de 

NaCl 0.7 N y posteriormente se lavó con 30 mL de agua desionizada cuidando de dejar líquido 

suficiente  (aproximadamente 0.5 cm de altura arriba de la resina empacada) para que no se seque la 

resina y quede lista para usarse.  

 

Purificación  

 

Del sobrenadante  colectado en la extracción se tomó una alícuota de 5 mL  y se diluyó con agua 

desionizada , se recomienda la dilución de 1:25 para alimentos que contengan 1% o más de ácido 

fítico y la dilución 5:25 para contenidos menores; para el caso de los cereales analizados la dilución 

empleada fue 5:25. El pH se ajustó a un valor de 6.0 (superior al punto isoélectrico de las proteínas) 

con una solución de NaOH  5 N.  Para las muestras de maíz, nixtamal y tortilla se centrifugó a 2500 

r.p.m por 15 minutos, posteriormente se tomó una alícuota de 10 mL  y se transfirió 

cuantitativamente a  la  columna  de  resina.  La  columna  se  lavó  con  15 mL  de  NaCl 0.1 N y se 

desechó  el agua de lavado  (para  eliminar el fosfato inorgánico y fracciones menores de inositol). El 

ácido fítico se eluyó con 15 mL de NaCl 0.7 N y se colectó el extracto purificado.  
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Determinación  

 

Preparación de la curva estándar 

 

Se preparó una solución de ácido fítico  de 1000 µg/mL de ácido fítico: se   pesó  exactamente 

0.1051 g de la sal se fitato de sodio con una pureza del 75% y una humedad de 11.3%,   se  aforó con 

agua desionizada hasta un volumen de 50 mL. A partir de esta solución concentrada se prepararon  

las soluciones de los estándares de 5, 10, 20, 30, 40 y 50 µg/mL de la siguiente manera: 

 

Tabla 3. Preparación de la curva estándar para ácido fítico 

mL solución 
concentrada 1000 µg 
ácido fítico/mL) 

Aforo con agua 
desionizada (mL) 

Concentración final (µg 
ácido fítico/ mL) 

0.125 25 5 

0.250 25 10 

0.500 25 20 

0.750 25 30 

1.000 25 40 

1.250 25 50 

 
 
 
 

Preparación del reactivo de Wade 

 
 Se pesaron 0.03 g de cloruro de hierro hexahidratado  y 0.3 g ácido sulfosalicílico   y  se disolvieron  

en agua desionizada hasta un volumen de 100 ml. El reactivo debe ser preparado en el momento de 

hacer la determinación espectrofotométrica y una vez preparado debe leerse en menos de 30 

minutos.   
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El extracto purificado de las muestras, las soluciones de la curva patrón y el blanco (agua 

desionizada) se ajustaron  a un pH de tres, posteriormente se tomaron 3 mL de cada muestra como 

de las soluciones de la curva patrón y se les adicionó un mililitro de reactivo de Wade  se   agitó, y se 

leyó la absorbancia a 500 nm en un espectofotómetro.  Se utilizó una celda con agua destilada para 

calibrar el espectrofotómetro en cero, se leyó la absorbancia a 500 nm del blanco, las muestras y los 

estándares; a cada una se le restó  el blanco para así obtener la absorbancia corregida respectiva.  
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5.5 MÉTODO  MODIFICADO DE FRÜHBECK 

 

Extracción de la muestra 

La extracción del ácido fítico  se realizó de igual forma que en el método original, siguiendo los pasos 

que se  muestran en el diagrama 1. Las muestras empleadas para probar el método original de 

Frühbeck y la modificación fueron  las mismas:  sorgo crudo y cocido, avena, maíz blanco, nixtamal y 

tortilla.   

 

DIAGRAMA 2.  PREPARACIÓN DE COLUMNAS PARA EL MÉTODO DE 

FRÜHBECK Y MODIFICACIÓN DEL MÉTODO DE FRÜHBECK 

 

Hidratar la resina con 0.6 ml 
de agua desionizada 

Agregar la resina a la 
columna 

Adicionar 15 mL de 
NaCL 0.7 N 

Lavar la columna con 30 
mL de agua desionizada 

Pesar     
0.5  g de 
resina 

Pesar     
0.3  g de 
resina 

Método Modificado de Frühbeck 

Altura de 
columna 8 mm 

Método de Frühbeck 

Altura de 
columna 14 mm 
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Z5 

I I 
~ 
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La modificación realizada a la metodología de Frühbeck se llevó a cabo en la preparación de 

columnas, para ello se emplearon columnas de resina con una altura menor,  reduciendo la cantidad 

de resina utilizada para empacarlas. En el diagrama 2 se muestran los pasos que se siguieron para la 

preparación de las columnas de acuerdo al el método de Frühbeck como a la propuesta de 

modificación.     

 

Preparación de columnas  

 

Se pesó aproximadamente 0.3 g  de resina de intercambio aniónico Dowex AG1 X8 (200-400 mesh, 

Bio Rad) la cual se hidrató con 0.6 mL de agua desionizada.  Como columnas se emplearon jeringas 

plastipack de 3 mL, colocadas en un soporte (gradilla) a la cual se le introdujo en el fondo un tapón 

de fibra de vidrio que se realizó doblando la fibra en forma envolvente sin que rebase una altura de 

0.5 cm de la columna. Se le agregó a la columna la resina hidratada cuidando que quede asentada 

uniformemente. Una vez que la resina esté bien empacada en la columna se adicionaron 15 ml de 

NaCl 0.7 N y posteriormente se lavó con 30 mL de agua desionizada cuidando dejar líquido 

suficiente  (aproximadamente 0.5 cm de altura arriba de la resina empacada) para que no se seque la 

resina y quede lista para usarse.  

 

Purificación  

 

Del sobrenadante  colectado se tomó una alícuota de 5 mL al igual que en método de Frühbeck   y se 

diluyó con agua desionizada a un volumen de 25 mL.  El pH se ajustó a un valor de 6.0  con una 

solución  de  NaOH  5 N,  para  las  muestras  de  maíz,  nixtamal  y  tortilla  se   centrifugó  a 2500 

rpm por 15 minutos, posteriormente se tomó una alícuota de 10 mL  y se transfirió cuantitativamente 

a la columna de resina de 8 mm.   
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La columna se lavó con 15 mL de NaCl 0.1 N y se desechó  al agua de lavado. El ácido fítico se eluyó 

con 15 mL de NaCl 0.7 N y se colectó el extracto purificado.  

 

Determinación  

 

Se preparó de igual forma la curva estándar que el método de Frühbeck, se tomarón 3 mL del blanco, 

los estándares así como la muestra y se les adicionó un mililitro del reactivo de Wade se agitó y se 

leyó a una longitud de onda de 500 nm.      

 

5.6 PARÁMETROS DE VALIDACIÓN  

 

Precisión 
 
Grado de concordancia entre resultados analíticos individuales, cuando el procedimiento se aplica 

repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea del producto o de una referencia. 

La cual se determinó mediante la repetibilidad y reproducibilidad del método. 

         Repetibilidad: Precisión de un método analítico, expresada como la concordancia obtenida 

entre determinaciones independientes realizadas por un solo analista, usando los mismos 

instrumentos y método. Se realizó mediante el análisis del contenido de ácido fítico en la muestra 

(sorgo crudo) por sextuplicado en un mismo día teniendo como criterio de aceptación un coeficiente 

de variación ≤ 5%.    

         Reproducibilidad: Precisión de un método analítico, expresado como la concordancia entre 

determinaciones  independientes  realizadas  en  diferentes  condiciones.  Se  realizó  al  determinar el 

contenido de ácido fítico en sorgo crudo por triplicado durante tres días diferentes considerándose 

como criterio de aceptación un coeficiente de variación  ≤ 5%. 
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Linealidad 

 

La habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o por medio de una 

trasformación matemática definida, son proporcionales a la concentración del analito, dentro de un 

intervalo determinado.  

Se prepararón por sextuplicado seis niveles de concentración de la solución de referencia (sal sódica 

de ácido fítico de Sigma) en un rango de 5 a 50 µg/mL de ácido fítico y se midió la respuesta analítica 

(espectofotométricamente a 500 nm), se calculó el valor de la pendiente, la ordenada al origen y el  

coeficiente  de  correlación,  empleado  como  criterio  de  aceptación  en una valor de  r 2 ≥ 0.98 

 

Exactitud  (Recobro) 

 

Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el valor de referencia  (ácido fitico 

Sigma) . Se expresa como el porciento de recobro obtenido del análisis de la muestra. 

La  determinación  se llevó a cabo preparando tres niveles de concentración del  la sustancia de 

referencia (sal sódica ácido fitico)  8, 25 y 45 µg/mL de ácido fítico, el análisis se realizó por 

sextuplicado bajo las mismas condiciones, es decir cada una de las concentraciones se paso por la 

columna, se lavó con NaCl 0.1 N y después de eluyó con NaCl 0.7 N para continuar con la 

determinación colorimétrica.  Se determinó la cantidad recuperada del analito teniendo como criterio 

de  aceptación un porcentaje de recuperación del 95 a 105% así como un coeficiente de variación del 

método ≤ 5%. 
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Límite de cuantificación 

 

Concentración mínima del analito, que puede ser determinada con precisión y exactitud aceptables, 

bajo las condiciones de operación establecidas. 

Se analizó por sextuplicado la concentración más baja de trabajo (5 µg /mL ác. Fítico) en un mismo 

día, considerando como punto de validez del límite de cuantificación, si su valor promedio cae dentro 

del ± 20 % del valor nominal (4 - 6 µg /mL ác. Fítico, ya que la concentración analizada fue de 5 µg 

/mL ác. Fítico) con un coeficiente de variación ≤ 5%. 
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6. RESULTADOS  Y DISCUSIÓN 

 

Uno de los criterios establecidos para la validación del método de Frühbeck, así como para las 

modificaciones del método de Frühbeck y el análisis de las muestras fue un coeficiente de variación 

menor o igual a cinco por ciento, debido a que  la técnica  implica gran manipulación de la muestra, 

ya que se realiza una extracción,  diluciones y por último una purificación, lo cual puede llevar a 

errores  aleatorios que hacen que aumente la variación de los valores obtenidos,  no obstante  

también se  consideraron los criterios de aceptación de cada uno de los parámetros de acuerdo al 

manual de validación [24]. 

La modificación que se realizó a la metodología establecida por Frühbeck fue en la etapa de 

preparación de columnas, ya que se disminuyó la cantidad de resina de intercambio iónico de 0.5 g a 

0.3 g, disminuyendo la altura de la columna de 14 mm a  8 mm,  con esta característica en las 

columnas se evaluaron  los parámetros de validación,  respetando los mismos criterios para cada 

parámetro evaluado en ambas metodologías. 

 

        Tabla 4.  Precisión para el método de Frühbeck y modificación del método de Frühbeck 

 

Precisión 

Método de Frühbeck 

AF (g/100g) 

Modificación del Método de 
Frühbeck 

AF (g/100g) 

Reproducibilidad 0.588 ± 0.030 0.531 ± 0.023 

Repetibilidad 0.603 ± 0.029 0.527 ± 0.025 

             Promedio ± Desviación Estándar,  n=3 para la reproducibilidad en 3 días  diferentes, n=6 para 
              repetibilidad en un día. AF= ácido fítico, C.V ≤ 5%. 

 

Dentro de los parámetros considerados para la validación del método de Frühbeck así como la 

modificación propuesta fue la precisión del método, evaluándose  repetibilidad  y reproducibilidad, 

resultados que se muestran  en  la  tabla 4.   Este   parámetro   se   determinó  mediante la medición   

==w 
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del contenido de ácido fítico en una muestra de sorgo crudo considerando como criterio de 

aceptación un coeficiente de variación ≤ 5%  criterio que se cumplió en cada una de las 

determinaciones tanto de reproducibilidad como de repetibilidad para ambos métodos. 

La linealidad del método de Frühbeck como la de la modificación se determinó mediante la 

construcción de una curva estándar (anexo A), observándose que en un rango de 5 a 50  µg /mL de 

ácido fítico, la correlación entre la concentración de las soluciones y la respuesta que se obtuvo fue 

lineal, dicha correlación se calculó  mediante el tratamiento de los datos empleando el modelo 

matemático de mínimos cuadrados, obteniéndose un coeficiente de correlación de 0.99 valor que 

cumple  con   el   criterio  de  aceptación  r2  ≥ 0.98   lo  cual  indica  que  las  lecturas  obtenidas  son 

proporcionales a la concentración en dicho rango para el método de Frühbeck como para la 

modificación del método. 

 

Tabla 5   Porcentaje de recuperación de ácido fítico por el método de Frühbeck y  el método 

modificado  propuesto. 

 

 
Método de Frühbeck 

 
 

 
Modificación del Método de 

Frühbeck 
 

 
 

Concentración analizada 
µg /mL AF 

% Recuperación % Recuperación 

8 99 95 

25 95 95 

45 96 96 

          Criterio de aceptación 95 –105% de recuperación, n= 6, CV ≤5% 
          AF= ácido Fítico. 
 

La exactitud de las metodologías se determinó mediante el análisis de porcentaje de recuperación a 

tres  concentraciones  diferentes  de  ácido  fítico, el  porcentaje  de  recuperación  se  muestra  en   la  

tabla 5.  
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El porcentaje de recuperación de ácido fítico para las concentraciones de 25 y 45 µg/mL de ácido 

fítico fue  el  mismo  en ambas metodologías, para la concentración de 8 µg/mL se obtuvo un mayor 

porcentaje de recuperación en el método de  Frühbeck que para el método modificado, sin embargo 

la recuperación  se encuentra en el límite inferior de criterio de aceptación, lo que indica que aun 

cuando la columna tiene menor resina y una menor altura la retención del ácido fítico es buena.   

 

Tabla 6. Recuperación de ácido fítico en el límite de cuantificación para el método 

 de Frühbeck y  modificación del método de Frühbeck. 

 

 
Método de Frühbeck 

 
 

 
Método Modificado de 

Frühbeck 
 

 
Concentración 

analizada 
µg /mL AF 

% Recuperación %  Recuperación 

 
 5 

 
4.67 ± 0.22 

 
3.97 ± 0.24 

                   Promedio ± Desviación Estándar, Criterio de aceptación 4-6 µg /mL AF,  n= 6, C.V ≤ 5% 
                  AF = ácido fítico 

 

El  límite de cuantificación para el método de Frühbeck fue de 4.6 ± 0.22 µg /mL de ácido fítico y el  

obtenido para la modificación del método fue de 3.97 ± 0.24 µg/mL de ácido fítico, el cual se 

encuentra en el límite inferior del criterio de aceptación  de 4 a 6 µg/mL  ya que se considero un 

margen ± 20 % del valor nominal o analizado que en este caso fue de 5 µg/mL de ácido fítico (tabla 

6), sin embargo, para este último si se considera que se  emplearon columnas con una menor altura 

de resina y que se analizó  la mínima concentración del rango de trabajo, además de  las 

características del método,  la recuperación tiende a ser menor ya que es más fácil que se tengan 

perdidas en la manipulación de la muestra.  
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Tabla 7.  Comparación de tiempos de preparación de columnas entre los métodos para la 
determinación de ácido fítico  en cereales 

 
 

 
Método de Frühbeck 
(columna 14 mm) 

 
 Método  Modificado  

(columna 8 mm) 

 
Tiempo de Preparación de  

 
Tiempo de Preparación de  

 
 
 
 

Muestra 

Columnas (min) columnas (min) 

 
 

Reducción del 
tiempo de 

preparación de 
columnas (%) 

 Maíz 72 ± 4 38 ± 6 47 

Tortilla 59 ± 6 34 ± 3 42 

Nixtamal 64 ± 5 32 ± 5 50 

Avena 65 ± 2 31 ± 3 52 

Sorgo Crudo 60 ± 5 30 ± 6 50 

Sorgo Cocido 63 ± 4 35 ± 3 44 

Promedio  ± Desviación Estándar, n=3 
 
 

 

Se cuantificó el tiempo de preparación de columnas de 14  y  8 mm, para todas las muestras de 

cereales analizadas (tabla 7). Se puede observar que los tiempos de preparación de columnas en todos 

los caso disminuye desde un 42 hasta un 50% ( aproximadamente de una hora a treinta y cinco 

minutos se redujo el tiempo) aunque no debería haber variación en los tiempo de preparación entre 

las columnas,  se observó que el acomodo del tapón de fibra de vidrio es fundamental, ya que es el 

principal  factor que puede afectar en el paso de las soluciones por la resina y retardarlas, debido a 

que  la cantidad de resina es la misma y los volúmenes para la preparación son los mismos.    
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Tabla 8. Comparación de tiempos de purificación en  cereales por el método de Frühbeck y el 

método modificado de Frühbeck. 

 

 
Método de Frühbeck 

 

Modificación del Método de 
Frühbeck 

 
 
 

Muestra  
Tiempo de Purificación 

 (min) 

 
Tiempo de Purificación  

 (min) 

 
 

Reducción del Tiempo  
Purificación 

(%) 

Tortilla 120 ± 12 71 ± 6 41 

Maíz 98 ± 20 52 ± 10 47 

Nixtamal 90 ± 5 60 ± 3 33 

Avena 75 ± 5 38 ± 3 50 

Sorgo Crudo 67 ± 5 35 ± 4 47 

Sorgo Cocido 75± 3 39 ± 5 48 

Promedio  ± Desviación Estándar, n=3 

   

 

Las muestras que más tardaron en la etapa de purificación tanto por el método de Frühbeck como en 

el método modificado fueron el maíz y sus derivados, es decir el nixtamal y la tortilla (tabla 8) los 

tiempo fueron de 90 minutos para el nixtamal y 120 minutos para la tortilla empleando el método de 

Frühbeck,  y 52 minutos para maíz y  71 minutos en tortilla empleando la modificación propuesta del 

método, estas muestras presentan una peculiaridad,  en el sobrenadante que se recupera de la 

centrifugación    después   de   la   extracción  se  forma un estratificado  blanquecino  en  la  

superficie  del sobrenadante.    En    estos    alimentos    se    encuentra    una    gran   cantidad   de    

almidón (75 % aproximadamente) que puede ser liberado con la extracción y  puede formar estos 

estratificados los cuales impiden el flujo a través de la  resina, debido a esta característica las muestras 

se sometieron a otra centrifugación antes de la etapa de purificación, con lo cual se logró que la 

muestra pasara a través de la resina, sin embargo el tiempo fue mayor que en la avena y el sorgo.   
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Aún cuando los tiempo de purificación variaron  en  cada  muestra  sí  se  logró  disminuir  el tiempo 

de esta etapa de un 33 a 50 porciento al emplear las columnas con una altura de 8 mm en vez de las 

de 14 mm empleadas en el método establecido por Frühbeck. 

 

Tabla 9. Contenido de ácido fítico en algunos cereales (g/100g) por el método de Frühbeck y la 

Modificación del método de Frühbeck. 

 
 

 
Método de Frühbeck 

 

 
Modificación del Método de 

Frühbeck 

       
      

 
Muestra  

Ácido Fítico1  
(g/100g) 

 

Ácido Fítico1 

(g/100g) 

Tortilla 0.39 ± 0.021 0.40 ± 0.019 

Maíz 0.51 ± 0.016 0.49 ± 0.016 

Nixtamal 0.55 ± 0.032 0.49 ± 0.026 

Avena 0.64 ± 0.028 0.63 ± 0.027 

Sorgo Crudo 0.56 ± 0.025 0.54 ± 0.024 

Sorgo cocido 0.42 ± 0.019 0.40 ± 0.018 

          1 Promedio ± Desviación Estándar, n=3, C.V ≤ 5% 

 

 

Una vez establecidas y validadas ambas metodologías se realizó la determinación del contenido 

de ácido fítico en muestras de cereales y derivados (nixtamal y tortilla), resultados que se 

muestran en la tabla 9.   

Los valores del contenido de ácido fítico observados al emplear la técnica de Frühbeck son muy 

semejantes a los encontrados al realizar la técnica propuesta. Al realizar el análisis estadístico por 

medio de una prueba de t de student  la cual compara las medias utilizando los dos conjuntos de 

datos.  No se encontró diferencia estadísticamente de ácido fítico por el método de Frühbeck    y   
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el  propuesto  en  ninguna  de  las  muestras  estudiadas. En el caso del nixtamal la diferencia es 

más notable de 0.55 a 0.49%, sin embargo esta muestra presenta otra peculiaridad que es el alto 

contenido de almidón, 81%  que hace más complicado el análisis del ácido fítico con mayor 

variabilidad. Ya que presenta la característica de formar  estratificados de almidón que dificultan 

su análisis. En el proceso de nixtamalización el contenido de almidón  aumenta en el maíz  a un 

valor de 81%  de acuerdo con lo reportado por  Agama-Acevedo[26], además que en dicho 

proceso el almidón sufre un proceso de gelatinización aumentando la viscosidad [1, 27] siendo 

ésta  la posible causa de la formación de la capa blanca que se presenta en la muestra y  que 

causo mayor  tiempo de purificación y por tanto en las determinaciones  también pudo influir. El  

contenido de almidón en maíz  es de 73%  y no difiere en gran proporción con el contenido 

reportado para tortilla y sorgo  70% almidón de acuerdo al reporte de la FAO [28], sin embargo 

la muestra  sí presentó turbidez la capa blanquecina después de la extracción. 

 La avena fue la muestra con mayor contenido de ácido fítico, el valor encontrado es ligeramente  

menor al reportado por  Reddy en 1982  0.79-1.01% [15], sin embargo hay que considerar que estas 

metodologías llevan un paso de purificación que hace que no se cuantifiquen otro tipo de 

compuestos que no sea el inositol hexafosfato y por tanto no  sobreestiman el valor. El menor 

contenido ácido fítico  se  presentó  en   la tortilla lo cual indica que el tratamiento que sufre el maíz 

para la realización de tortilla; nixtamalización y cocción  (que alcanza temperaturas muy altas)  

permiten la disminución del contenido de ácido fítico, este resultado concuerda con lo reportado por 

Uriza Hernández en 1997  en donde el contenido de ácido fítico disminuyó significativamente 

durante el proceso de nixtamalización. 
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La reducción del ácido fítico puede atribuirse a la labilidad del compuesto al calor aunado al tiempo 

de cocción, sin embargo, existen otros factores que pueden contribuir a la disminución del ácido 

fítico, como la etapa de lavado del nixtamal en el cual se remueve el exceso de cal y partes físicas del 

grano como el pericarpio y una pequeña parte del germen, lo cual permite una remoción del ácido 

fítico [29].   

En la muestra de sorgo tanto crudo como cocido no se presentó diferencia significativa estadística 

entre los métodos pero sí se puede apreciar que el contenido de ácido fítico disminuye con el 

tratamiento térmico, esto debido muy probablemente a la degradación del ácido fítico por  la  

degradación térmica como lo reporta Agte en 1999 [30].   

 

Grafica 1. Comparación del contenido de ácido fítico en cereales  

 

Contenido de ácido fítico en algunos cereales por el método de Frühbeck y la 

modificación del método de Frühbeck
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En la gráfica 1 se puede observar los contenidos de ácido fítico en las diferentes muestras de cereales 

analizadas tanto por el método de Frühbeck como por la modificación propuesta del método, en las 

muestras de maíz, nixtamal, avena y sorgo tanto crudo como cocido, el contenido de  ácido fítico es 

ligeramente mayor por el método de Frühbeck que en el método modificado y únicamente en la 

tortilla se presentó un valor de ácido fítico mayor en la modificación del método, sin embargo estas 

diferencias no son estadísticamente significativas entre los dos métodos como lo muestra la t de 

student . La avena fue la muestra en la que menor diferencia entre los valores de ácido fítico se 

encontró y la de mayor contenido de ácido fítico de las muestras analizadas. 
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7. CONCLUSIONES 
 

 
� El método de Frühbeck se modificó en la etapa de purificación del ácido fítico, 

disminuyendo la cantidad de resina de las columnas de intercambio iónico y por tanto la 

altura de la columna de 14 a 8 mm. 

�  Se logró disminuir del tiempo purificación de la muestra al pasar por las columnas, así como  

el de preparación,  reduciéndose  el tiempo total de análisis del ácido fítico. 

� Tanto el  método de Frühbeck original como el método modificado  son precisos, exactos y 

lineales en un rango de concentración de 5 a 50 µg /mL de ácido fítico. 

� El límite de cuantificación para el método de Frühbeck es de 4.6 µg/mL ácido fítico y para la 

modificación del método es de 3.97 µg /mL ácido fítico. 

� No se presentó diferencia significativa estadísticamente  entre el valor del contenido de ácido 

fítico por el método de Frühbeck y por el método modificado, en ninguna de las muestras 

analizadas al hacer una t de student  para datos pareados.  

� El mayor contenido de ácido fítico de las muestras analizadas se observó  en la avena y el 

menor en la tortilla, la cual es un producto procesado, indicando que tanto el proceso de 

nixtamalización (la cocción del maíz con cal y lavado) como la cocción de la masa para la 

obtención de la tortilla,  a altas temperaturas  disminuye la cantidad de ácido fítico.    

� En la muestra de sorgo también se observó que el contenido de ácido fítico se disminuyó 

por el proceso de cocción. 
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9. ANEXOS 
 
 

9.1  ANEXO A   
 
 

Grafica 1. Curva Patrón para el Método de Frühbeck 
 
   
            
 
 

                               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
          Criterio de aceptación r2 ≥ 0.98, n=6 

 
 

Grafica 2. Curva Patrón del Método Modificado de Frühbeck  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    

    

    

    

    

           Criterio de aceptación r2 ≥ 0.98, n=6 
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9.2 ANEXO B  Formulas Matemáticas Empleadas en los Parámetros de Validación 

 
 

Precisión del Método 
 

Media Aritmética: X = 
n

y∑
 

 

Desviación Estándar : 
( ) ( )

( )1

22

−

−

=
∑∑

nn

yyn
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Coeficiente de Variación: 100×=

x

s
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Linealidad del Método 
 

Pendiente: m = 
( )∑ ∑

∑ ∑ ∑
−

−
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Ordenada de Origen:  b = 
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9.3  ANEXO C   Cálculos para Obtener los Resultados el Contenido de Ácido Fítico 
 
 

 
Muestra: Maíz 
Peso de la muestra: 1.0001g 
Volumen de extracción (HCl): 20 ml 
Volumen de la muestra: 10 ml 
Volumen del eluyente (NaCl 0.7 N): 15 ml 
Dilución de la muestra: 5:25 
Abs muestra: 0.335   
 
Datos de la curva patrón para la muestra 
 
m = 8.18 x 10-3 

b = - 0.016  
Abs blanco: 0.583 
 
Absorbancia corregida (Ac) 
  Ac = Abs blanco – Abs exp de la muetra = 0.583-0.335 = 0.248 
 
Interpolación del valor de la Ac con la ecuación de la recta 
 
Y = mx + b 
  

AF  27.32
1018.8

)016.0(248.0
3 mL

g

xm

by
X

µ

=

−−

=

−

=
−     

 
 

AF  µg  4841mL20
alicuota  mL 5

aforo  mL 25

mtra  mL 10

eluyente  mL 15

mL

µg
27.32 =×
















AF  

 

=×















100

mtra g  0100.1

1

101

1
AF  µg  4841

6 gx

g

µ

0. 484 % ácido fítico 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 51 

AnexosAnexosAnexosAnexos    

 
 
 

9.4  ANEXO D   Análisis Estadístico 
 
 

 
Se utiliza el test t de  Student para comparar un conjunto de medias con otro, y decidir si son o no 

diferentes. Se fija un nivel de probabilidad para concluir si dos medias difieren entre sí.  

 

Contraste t para datos emparejados (Comparación de pares de medias) 

A menudo se comparan dos métodos de análisis estudiando muestras de ensayo que contienen 

sustancialmente diferentes cantidades de analito y se desea ver si difieren los resultados obtenidos 

por los dos métodos.  El contraste para datos emparejados observa la diferencia, d, entre cada par 

de resultados dados por los dos métodos. Si no existe diferencia entre los dos métodos, entonces 

estas diferencias se obtienen de una población  con media µd =0. Para probar la hipótesis nula, se 

prueba si d difiere significativamente de cero utilizando el estadístico t. El número de grados de 

libertad de t es n -1. 

 

Se calcula el estadístico t =
ns

d

d

 

 

Sd = 
( )

1

2

−

−∑
n

dd i
 

 

Donde n =Número de diferencias por pares 

            d = Media de las diferencias muestrales 

            sd = Desviación estándar de las diferencias muestrales.  
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       Cálculo de t de student 

Contenido de AF   

Muestra 
Método de Frühbeck           Modificación del  

                                                       Método     

 

Diferencia (di) 

Tortilla 0.39 0.40 -0.01 

Maíz 0.51 0.49 0.02 

Nixtamal 0.55 0.49 0.06 

Avena 0.64 0.63 0.01 

Sorgo Crudo 0.56 0.54 0.02 

Sorgo Cocido 0.42 0.40 0.02 

   d = 0.02 

            n =6 

 

Sd = 0.022 

 

t experimental  =
6022.0

0.02
= 2.22 

 

Grados de libertad = 5 

Ttablas = 2.571                      

      t experimental < t tablas   No hay diferencia significativa entre los métodos. 
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