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1. RESUMEN g

El método de Frihbeck permite cuantificar el acido fitico del extracto ya purificado a través de
una columna de intercambio anidnico, realizando ajustes de pH para obtener mejores recobros,
sin embargo el tiempo requerido para la determinacion es una de las limitantes.

En este trabajo se modificé la metodologia de Frithbeck para disminuir el tiempo de anilisis;
dicho cambio se realizé principalmente en la preparacion de las columnas empleadas en la
purificacion, disminuyendo la altura de la resina de 14 a 8 mm.

Se valid6 tanto el método de Frithbeck como la modificacion al método y ambas metodologias
fueron lineales en un intervalo de 5 a 50 Pg/mL de acido fitico, asi como precisos considerando
como criterios de aceptacion la reproducibilidad y la repetibilidad con un coeficiente de
variacion menor o igual al 5% ademas de ser exactos, el limite de cuantificacion se determind
en 4.6 ng/mL de acido fitico para la metodologfa de Frithbeck y 4 pg/mlL de 4cido fitico para la
modificacién del método. El método de Frithbeck, asi como la simplificacién del método de
Frihbeck se emplearon para la determinacion del 4cido fitico, evaluando el contenido en maiz,
tortilla, nixtamal, avena, sorgo crudo y cocido. No se observo diferencia significativa («=0.05)
entre el contenido de acido fitico determinado por la metodologia de Frihbeck y por la

simplificacién propuesta del método de Frithbeck al modificar las columnas.



2. INTRODUCCION Q

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 energfa), proteinas y minerales asi como de fibra. Una desventaja es que pueden contener
factores antinutricionales como el acido fitico (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 disminucién de la capacidad de absorcion de estos minerales
en el tracto gastrointestinal de los monogastricos. Ademas, el acido fitico también puede
formar complejos con proteinas lo que hace que disminuya la calidad nutricional.

El 4cido fitico al ser hidrolizado da como resultado inositol pentafosfato (IP5), inositol
tetrafosfato (IP4), inositol trifosfato (IP3), sin embargo es importante remarcar que
unicamente los IP6 y IP5 tiene la capacidad de formar complejos.

Debido a las caracteristicas antes mencionadas es importante contar con un método analitico
para la determinacion del acido fitico que proporcione buenos resultados. Existen diversos
métodos para la cuantificaciéon del acido fitico, algunos de los cuales aprovechan la
formacion de sales de hierro insolubles en una solucién acida, pero los valores pueden variar
por la proporcion de hierro y fésforo en el precipitado, ademas de la precipitacion de
tésforo inorganico y otros polifosfatos, lo que hace sobrestimar el valor del acido fitico y por
tanto el efecto adverso de éste, por ser métodos inespecificos. Se han probado métodos
como la cromatograffa de liquidos de alta eficiencia (HPLC) o la resonancia magnética
nuclear los cuales son mas especificos, sin embargo implica contar con equipos costosos que

no siempre se encuentran disponibles en los laboratorios.
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El método de Frithbeck consiste en una separacion a través de una resina de intercambio
16nico, 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 metodologfa reduciendo el tiempo de analisis, haciendo
que la muestra pase con mayor rapidez a través de la columna, para ello se propone
disminuir la altura de la columna de purificacion.

La validacién de una técnica es el proceso por el cual se demuestra que el método tiene la
capacidad de satisfacer los requisitos para la aplicacién analitica deseada, por medio de la
evidencia experimental documentada de que un procedimiento cumple con el propésito para
el cual fue disenado. La validacién se lleva a cabo a través de la comprobacién de los
parametros de desempefio, de tal manera que cumplan con la linealidad, la precision y
exactitud. En este caso al comparar dichos parametros del método propuesto con el original

de Friuhbeck.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General:

Modificar la metodologia de Frithbeck y comparar los resultados obtenidos del método
propuesto con los del método de Frihbeck, empleando muestras de cereales, asi como realizar

la validacién de ambas metodologfas.

Obijetivos Particulares:

3 Determinar el contenido de acido fitico empleando el método de Frithbeck en cereales y
algunos alimentos procesados.

3 Determinar el contenido de acido fitico con el método modificado propuesto en las mismas
muestras empleadas para el método original de Frithbeck.

3 Disminuir el tiempo de andlisis para la determinacién de acido fitico con el método
propuesto.

3 Verificar si hay diferencia estadisticamente significativa en el contenido de acido fitico al
emplear el método Frithbeck y el método modificado para la determinacién de acido fitico

en distintos cereales.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Caracteristicas de los Cereales

Los cereales desempefian un papel predominante en el aporte de nutrimentos a la
poblacion. En todo el mundo los cereales constituyen la principal fuente de energfa y son
por ende, la base de la alimentacién. Los cereales mas importantes son el maiz, trigo, arroz,
cebada, centeno, avena, sorgo y el mijo.

El maiz es originario de América y en la actualidad es un alimento dominante en el
hemisferio occidental; su uso se extendi6, a Europa, Asia y Africa durante varios siglos. En
México el maiz constituye la base de la alimentacién y la principal fuente de energfa de la
mayorfa de la poblacion.

El maiz es nixtamalizado principalmente para la produccién de la tortilla; la nixtamalizacion
es un proceso muy antiguo desarrollado por los aztecas, que todavia se sigue utilizando para
producir tortillas. Consiste en cocer el maiz con la cal [Ca(OH)], 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. .a masa es utilizada para producir tortillas, las
cuales son uno de los alimentos basicos de México, ademas de ser la principal fuente de
calorfas, proteinas y calcio para las poblaciones de bajos recursos, ya que son econdmicas y

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

Los cereales son las semillas comestibles de las plantas Gramineas, son especies capaces de
crecer en condiciones climaticas semiaridas (como el sorgo y el mijo), en climas calidos (arroz,
maiz y mijo) y frios (trigo, centeno y cebada). La caracterfstica comun de estas plantas es su
semilla o grano, conocida botanicamente como cariépside. La caridépside estda formada por una
cubierta el fruto o pericarpio que rodea a la semilla y se adhiere fuertemente a la cubierta. La

semilla estd constituida a su vez por el embrién o germen y endospermo encerrados dentro de

una epidermis y de la cubierta [3].
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4.3 Acido Fitico

El 4cido fitico es una molécula con seis grupos ortofosfato cuyo nombre quimico es myoinositol

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

hexafosférico (IPG).

El termino de acido fitico es designado en forma mas restringida para los hexaquis-o-fosfoésteres
del mioinositol IP6, fitato para las sales y fitina para las sales de calcio y magnesio nombres

comunmente usados para describir IP6 [4].

Fig. 2 Estructura del acido fitico

Esta estructura con doce protones reemplazables y una alta densidad negativa por los grupos
fosfatos, es la responsable de la caracteristica 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 proteinas. La solubilidad de las sales del

acido fitico varia con el pH debido al grado de protonacién de los grupos fosfatos.
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El 4cido fitico 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 practicamente insoluble en éter anhidro, benceno

y cloroformo [5,0].

4.4 Acido fitico como Factor Antinutricional
De forma genérica, las sustancias antinutricionales se definen como aquellos compuestos que estin
presentes de forma natural en algunos alimentos y actian provocando una pérdida de nutrientes

esenciales o interfiriendo en su utilizacion y funcién metabélica [7].

Los factores antinutricionales pueden interferir con los componentes del alimento antes de su
consumo, durante la digestién en el tracto gastrointestinal y en la absorcion 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 digestién o la absorcién de proteinas,

son llamados factores antiproteinicos.

Tipo B: Son sustancias que interfieren con la absorcién o funcionamiento metabdlico 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 4cido fitico 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 formacion 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
acido fitico pueden producir un déficit en la absorcion de minerales en la dieta. Los vegetatianos son
afectados por el alto contenido de 4cido fitico o fitatos en los alimentos que consumen, en algunos

paises el promedio de consumo de fitatos de un menu tipico puede exceder en 2000 mg/dia [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, ademas de que el

tésforo del fitato no es nutricionalmente disponible.

Al ser un excelente agente quelante el acido fitico forma complejos con minerales y proteinas,
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 absorcién en el organismo posee un pH
cercano a la neutralidad y el complejo del fitato tiene un minimo de solubilidad, haciendo que se
reduzca la biodisponibilidad de éstos y en consecuencia influye en el valor nutrimental de los

alimentos [10].

: HO I\C_n OH
il el g 0 0-p-C” 7 0O-F:C
ar g g M 0" o @
o s = 0-C-CE,~Proteina ,—L A3 I_m@
@ O0H  m OH \ i) . P—\\\E)-P 0.
. < H @
-‘-@‘:)L‘ OH I L\ - M) O
) I F
G oH QNG b
() rr‘-.:noh?,c 0 H
¥ 9 0 ) % ' m
) H o)
Mg Ca == 000 0P0
U = OH

Fig. 3 Interaccién del 4cido fitico con minerales, proteinas y almidén



Antecedentss

4.5 Acido Fitico en los Alimentos

El 4cido fitico esta ampliamente distribuido en alimentos que comunmente se consumen
5
particularmente en vegetales, se ha encontrado en altas concentraciones en cereales, lequminosas y

productos oleaginosos y en menor cantidad en tubérculos.

En cereales aproximadamente 1 — 2 % del peso de la semilla es acido fitico, generalmente el 90%

del 4cido fitico se localiza en aleurona y solamente el 10% en el embrion [6].

Tabla 1. Distribucién de 4acido fitico en los componentes morfolégicos de los cereales

Cereal Localizacion Acido Fitico Distribucion
(Vo) (Vo)
Hibrido Comercial 0.89 -

Endospermo 0.04 3.20

Maiz Germen 6.39 88
Cascarilla 0.07 0.40
Endospermo 0.004 2.20
Trigo Germen 391 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 acido fitico calculado asumiendo un contenido de 28.20% de fésforo

b Distribucién del total del grano en el cereal. Fuente: Reddy et al 1982 15.

10
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El contenido de 4cido fitico esta influenciado por el cultivo, las condiciones del suelo, la genética, la
aplicacion de fertilizantes y las condiciones de irrigacién. Todos estos factores también influyen en
la disponibilidad del fésforo en los cereales, su acumulacién en las semillas se da principalmente
en la capa de la aleurona, sin embargo existen algunas excepciones como el maiz donde mas del 80%
del 4cido fitico se concentra en el germen. Los niveles de acido fitico encontrados en el arroz entero
oscilan desde un 0.86 a 0.99 % localizindose el 80% del fitato en la capa externa del salvado

6,9,11].

Un alto porcentaje de fésforo presente en cereales, leguminosas y oleaginosas existe como acido
fitico 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 monogastricos, debido a que no tienen actividad de fosfatasas enddgenas (fitasas) que

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

En forrajes un tercio del fésforo esta presente como fésforo inorganico digerible, mientras que dos

terceras pattes como fésforo organico en forma de fitina [12].

Tabla 2. Contenido de Acido Fitico en Cereales

Acido Fitico

Cereal (g/100g)
Arroz (orize sativia) 0.86-0.99
Trigo (triticum aestium) >1.13
Maliz (zea mays) 0.77-0.99
Sorgo (sorgum vulgare) 0.82-0.96
Cebada (Hordeun vulgare) 0.99
Avena (avena sativia) 0.77

Fuente: Martinez et el 2002 5

11
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4.6 Hidrolisis del acido Fitico

El acido fitico es hidrolizado quimica y enzimaticamente (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 hidrolisis del acido fitico de
manera que los convierte en myoinositoles y fosfato inorganico. Las fitasas sélo estin presentes
en los tejidos de las plantas y son consideradas como enddgenas y actdan durante el crecimiento

de los granos [12].

4.7 Métodos de analisis para acido fitico

El 4cido fitico, no presenta un espectro de absorcién caracteristico en la region UV o la visible y
por tanto no existen reactivos especificos para su determinacién. Se han publicado varios
métodos para la determinacién cuantitativa de fitatos, la mayorfa tiene que ver con la extraccién
mediante acidos (acido clorhidrico, acido sulfurico o acido tricloroacético) a diferentes

concentraciones y tiempos de extraccion.

Los métodos mas usados para la determinacién del 4cido fitico estain basados en el método de
precipitacion desarrollado por Heuber y Stadler en 1914 el cual se basa en la formacién de

complejos insolubles de los fitatos de hierro, que precipitan a bajo pH en presencia de un exceso

12
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del i6n férrico (por la adicién de cloruro férrico) y la subsiguiente cuantificacién de fésforo, hierro
o del inositol en el precipitado o indirectamente mediante la determinacién del hierro residual en

la solucién acida después de la precipitacién del complejo fitato- hierro [4,5,15].

En 1935 McCance y Widdowson desarrollaron la medicién directa del fésforo en el precipitado
al convertir el fitato de hierro en fitato de sodio soluble usando hidréxido de sodio. El contenido
de fésforo que proviene del fitato soluble es medido colorimetricamente después de una digestién
acida.

En 1971 Wheeler and Ferrel modificaron el método de McCance y Widdowson proponiendo
extraer el fitato con acido tricloroacetico y precipitarlo como fitato férrico. El fitato de hierro fue
convertido en hidréxido de hierro (que precipita) solubilizando al fitato adicionando hidréxido de
sodio y calentando, mientras que el precipitado es disuelto en 4cido diluido para determinar el
contenido de hierro colorimetricamente, y calcular el contenido de fitatos asumiendo una

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

Sin embargo se ha demostrado que otros polifosfatos, asi como fésforo inorganico y fracciones
menores de fosfatos de inositol, los cuales ya no tienen la suficiente capacidad quelante como el
acido fitico, se incluyen en las determinaciones, de tal forma que también precipitan en estas
condiciones dando como resultado valores superiores a los reales. Ademas se presenta una
variabilidad natural en la proporcién molar de hierro y el fésforo (relacion tedrica 4Fe: 6P) en el
precipitado [16]. Estos métodos son laboriosos, consumen mucho tiempo, son poco
sensibles y no especificos para el fitato (IP6) debido a la coprecipitacion de fracciones menores de

los fosfatos de inositol [16,17].

Harland y Obetleas (1977) eliminaron el paso de la precipitacion y extrajeron directamente el fitato

con 1.2% de HCI, el cual fue eluido através de una resina de intercambio i6nico para

13
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separar las fracciones menores de inositolfosfato (IP3-IP5) y de fésforo inorganico. El fitato eluido
se digiere con H>SO; y HNOs concentrado, sin embargo en este método se tienen pérdidas
por la incompleta o excesiva digestion. Y la cantidad de 4acido fitico se determina asumiendo
que por cada molécula de 4cido fitico contiene seis moléculas de fésforo organico [18].

Haug & Lantzsch en 1983 emplean la 2,2-bipiridina para cuantificar hierro en el sobrenadante,
siendo hasta ahora uno de los métodos mas usados por su relativa sencillez, a pesar de que cuantifica
al fosforo fitico y la absorbancia de las muestras debe ser medida después de un periodo corto de
tiempo debido a que el color del complejo es muy inestable.

En 1986 la AOAC aceptd el método de Ellis y Morris, como método oficial para la cuantificacion de
fitatos. El método implica la extraccion del fitato usando HCI diluido, el extracto es mezclado con
una solucién de EDTA-NaOH y este es vertido en una columna de intercambio ibnico, cuya
finalidad es purificar el extracto. El fitato se eluye con una solucién de NaCl 0.7 N una vez que se
tiene purificado se somete a una digestiéon con una mezcla de HNO; y HoSO4 concentrado para
liberar el fésforo, el cual es medido espectofotométricamente. La cantidad de fitatos es calculado
como equivalentes de hexafosfatos [19]. Este método asume que todo el 4cido fitico es retenido en la
columna y que unicamente el 4cido fitico es eluido de la columna de intercambio aniénico. Sin
embargo los alimentos pueden contener apreciables cantidades de isémeros desfosforilados de acido
fitico (IP1-IP5), los cuales son retenidos en la resina de intercambio aniénico y eluidos, estos
fosfatos pueden ser incluidos en el calculo del acido fitico, sobrestimando su efecto negativo, ya que
solamente el IP6 y IP5 interfieren apreciablemente con la biodisponibilidad de minerales, proteinas
y elementos traza [20].

Kamaya (1995) utiliza cloranilato de zinc para cuantificar el fésforo, basandose en la reaccion de

reemplazo de acido fitico 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 acido fitico presente, sin
embargo éste método usa bastantes reactivos ademas de utilizar simultineamente dos resinas de

intercambio i6nico, por lo cual es una técnica cara [17].

El principal inconveniente tanto de los métodos de precipitacién como de los de intercambio
i6nico es la falta de especificidad, como consecuencia de la dificultad del ajuste de las condiciones
de hidrolisis necesarias para que sélo IP6 sean liberados para su cuantificacién. Por ello
éstos métodos son apropiados para cereales y leguminosas que se encuentren en estado natural, ya
que en ellos basicamente sélo hay 4acido fitico (IPG), no para alimentos procesados, ya que éstos

contienen cantidades apreciables de isémeros del acido fitico [5].

La técnica de Harland & Oberleas (1977) que consiste en una extraccién del 4cido fitico con 1.2%
de HCI permitiendo disociar los complejos que se pueden formar con proteinas y hierro, asi como
la purificacion a través de una resina de intercambio i6nico. La técnica de Latta & Eskin (1980)
que propone una determinacién colorimétrica usando el reactivo de Wade (cloruro de hierro y
acido sulfosalicilico) para la determinacién del acido fitico por la formacion del complejo fitato de
hierro y por tanto la disminucién de color por el remplazé del hierro del acido sulfosalicilico.
Ambas técnicas (Harland y Latta) fueron retomadas en 1995 por Frithbeck quién realiz6 un ajuste
de pH en las tres etapas principales del método; en la extraccion a pH de 0.6 para disociar el fitato
del complejo de hietro, en la purificacién (pH 6.0) para obtener mejores recobros, al disociar al
acido fitico de las proteinas y en la deteccion a un pH de 3.0 para obtener mejor estabilidad del
complejo colorido y mejorar los recobros; empleando la columna de intercambio anidnico para
purificar los extractos antes de cuantificarlos [18,22]. Este método fue validado en 2002 [17, 21].
El principal inconveniente de esta metodologia es el tiempo requerido para la determinacién por

el paso preliminar de las muestras a través de la columna.
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También se ha recurrido a la cromatograffa de liquidos de alta eficiencia (HPLC) para la
separacién y cuantificaciéon, ya que es un método que ha tenido una buena sensibilidad y
reproducibilidad en productos de baja concentraciones de acido fitico. Se han propuesto distintas
modificaciones como el uso de diferentes columnas, fases moviles, flujos, extraccion con
solventes y técnicas de preparacion, como métodos de monitoreo se han ocupado indice de
refraccién y determinacién de productos de reaccién postcolumna. Ademds se han combinado
métodos de intercambio i6nico con la cromatografia de liquidos de alta eficiencia en una columna

de fase inversa.

Entre las ventajas que presenta el HPLC en la determinacién de 4cido fitico destacan que los
distintos inositol fosfatos son determinados como entidades independientes permitiendo
la cuantificacién de IP5 o IP6 en mezclas que incluso contienen todos los isémeros, ademas de

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

Otras determinaciones cromatograficas que se han empleado son la cromatografia de gases
acoplada a espectometria de masas, cromatografia de liquidos con detecciéon conductimétrica,

cromatografia por par idnico, la cromatografia de alta resolucién e intercambio aniénico.

Otras técnicas que se han ocupado en la determinacién de 4acido fitico son la Resonancia
magnética nuclear de P3! la cual proporciona una elevada especificidad, y produce cuatro puntos
de resonancia o la espectroscopia infrarroja, sin embargo estas técnicas requieren de equipos mas
sofisticados y no permiten el analisis rapido del contenido del acido fitico, ademas de ser

métodos que no se incluyen en los programas de ensefanza [5].
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4.8 Valiacién de un Método Analitico >

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

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

La validacién de un procedimiento consiste en tres pasos:

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

b) Determinacion de los parametros de desempefio del procedimiento.

¢) Valoracién de los resultados, comparacién de los parametros obtenidos con las condiciones
establecidas y decision de la validez del procedimiento pata el propésito establecido.

Los parametros de validacion o desempefio que se deben considerar varfan segun los requisitos

exigidos por distintas organizaciones. Los mas comunmente evaluados son: linealidad,

sensibilidad, exactitud, precision y la selectividad.

4.8.1 Parametros de Desempefio

Linealidad. Es la capacidad del método analitico para obtener resultados directamente
proporcionales a la concentracién o cantidad del analito en un rango definido. Se determina
mediante el tratamiento matematico de los resultados obtenidos en el analisis del analito a
diferentes cantidades o concentraciones. La selecciéon del rango y del nimero de puntos
experimentales estan estrictamente relacionado con la aplicacién del método.

La curva de calibracién se determina sobre los puntos individuales sin promediar por el método
de los minimos cuadrados. En el eje de la "x" apatecerd la cantidad o la concentracién del
analito y en el ee de la "y", la respuesta analitica (absorbancia para métodos

espectrofotométricos, area o altura para métodos cromatograficos, cantidad de agente valorante

gastado en el caso de métodos de titulaciéon etcétera). Los estimadores de regresion para un
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nivel de significancia dado  son: el coeficiente de correlacién, la pendiente (que indica la
sensibilidad analitica y relaciona la aleatoriedad de la respuesta con la aleatoriedad debida a la

variacién de la concentracién) y la ordenada al origen.

Precision. Refleja la medida en que los valores de una serie repetida de ensayos analiticos que se

realizan sobre una muestra homogénea son semejantes entre si.

Repetibilidad. La precision 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 sesién de trabajo en un periodo corto. El
pardmetro estadistico que caracteriza a este estudio es la desviacién estandar o preferiblemente el
coeficiente de wvariaciéon (desviacion estandar relativa). Hste parametro permite evaluar la
incertidumbre en la estimacion de la media, es decit, el error aleatorio que se corresponde con la

dispersion de los datos alrededor de la media.

Reproducibilidad. Es la medida de la precision de los resultados de ensayos realizados sobre la
misma muestra homogénea, pero ejecutados por diferentes analistas en dias diferentes y se

expresa con los mismos parametros matematicos que la repetibilidad.

Exactitud. Indica la capacidad del método analitico para obtener resultados lo mas préximos
posibles al valor verdadero. La exactitud refleja el error sistematico o la tendencia a ellos, cuando
existen interferencias en el método por falta de selectividad, o cuando se trata de métodos

analiticos muy laboriosos, con varias etapas, como extracciones, purificaciones, entre otros.
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Selectividad. Se define como la capacidad de un método analitico para medir exacta y
especificamente el analito sin interferencias de impurezas, productos de degradaciéon o
excipientes que pueden estar presentes en la muestra, se expresa como el grado de inexactitud del
método. La evaluacién de este parametro es especialmente importante en el caso de los métodos

analiticos disefiados para la cuantificaciéon 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 maiz y la avena as{

como un derivado del maiz que es el nixtamal y la tortilla. El sorgo también se decidi6 estudiar debido a

que es usado ampliamente en alimentacion animal.

Sorgo (sorgum vulgare) se adquiri6 en el mercado de sonora de la ciudad de México.

Avena (avena sativa) se adquiri6 en el mercado de sonora de la ciudad de México.

Maiz blanco (gea mays) se adquiri6 en la tortilleria de la colonia panamericana de la ciudad de México.

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

MATERIAL Y EQUIPO

®  Vasos de precipitado de 30 y
50 mL.

® DPipetas volumétricas de 5y
10 mL.

® Matraces aforados de 25 mL

® Tubos de ensaye de 5 mL.

® Jeringas de 3 mL. Plastipak.

e Fibra de vidrio.

® Tubos para centrifuga.

o  Molino Thomas-While
Modelo 4

e Darrilla de agitacion

® Centrifuga. SORVALL
RC5B .

® EHspectrofotéometro. Sequoia-
Turner modelo 340

e Estufa imperial 111

REACTIVOS
Acido Clorhidrico 0.65 N
Hidréxido de Sodio 5N
Cloruro de Sodio 0.1 N
Cloruro de Sodio 0.7 N

Cloruro de hierro
(Sigma F-2877)

Acido sulfosalicilico

(Sigma S-0640)

Sal sédica de acido fitico
(Sigma P-3168)

Resina de intercambio
aniénico 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 homogenizé y se guardé a temperatura
ambiente en frascos de plastico. En el caso del sorgo cocido se llevé acabé una coccién 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 evaporacion completa del agua,
postetiormente se sometié la muestra a un secado en estufa a una temperatura de 50 a 55 °C por 24
horas. Una vez seca la muestra se molié hasta obtener una harina que pasé por la malla de Tmm.

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 cortd en tiras de aproximadamente de 1.5 cm y se sometié a un
secado en estufa (50 a 55 °C) y posteriormente a una molienda en las mismas condiciones que el

nixtamal.

5.3 DETERMINACION DE FOSFORO EN EL ESTANDAR 2

Antes de comenzar las determinaciones de acido fitico se llevé acabd la cuantificacion de fésforo en
la sal sédica de acido fitico para conocer la pureza del reactivo, para ello se realiz6 la técnica para
tésforo de la AOAC la cual consiste en lo siguiente:

Se pesé la muestra, la cual se carbonizé en mechero y posteriormente se colocé en la muflaa 550 °C
para obtener las cenizas blancas. Las cenizas se disolvieron en acido clorhidrico y se evaporaron a
sequedad a bafio marfa. El residuo se disolvié en 10 mL de HCl y se llev6 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 prepar6 una solucion estandar (0.5 mg PO3 /ml) para preparar soluciones con concentraciones
de 0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, y 0.35 mg P,Os3 /ml respectivamente. Para la determinacion
tanto de la curva como de la muestra se tomaron 10 mlL, se adicionaron 5 mL de la solucién de
molibvanadato y se llevé a un volumen de 25 ml se mezcld y se dejé reposar 10 minutos para
desarrollar color y finalmente se leyé la absorbancia a 400 nm en un espectofotémetro Sequoia-

Turner modelo 340.
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DIAGRAMA 1. DETERMINACION DE ACIDO FITICO POR EL METODO DE
FRUHBECK Y MODIFICACION DEL METODO DE FRUHBECK

Extraccion

Pesar 1 g de muestra
Con < 5 % grasa

=

Adicionar 20 ml. HCI
0.65 N, agitar 2 h a Temp.

==

' Centrifugar el extracto a
12000 rmp por 30 min.

A Y

Meétodo Modificado de Friihbeck
L

Preparacion de Columnas (8 mm)

paracion de Columnas (14

A

Purificacion .

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

— =

Lavar la columna con 15 mlL. de NaCl 0.1 N.
Eluir el 4cido fitico con 15 mL de NaCl 0.7 N y
colectar el extracto.

S

Determinacion

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

= ===

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

*
De acuerdo a la muestra. Maiz, nixtamal y tortilla se centrifugd a 1500 r.p.m por 40 min.
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5.4 METODO DE FRUHBECK?

5.4.1 Fundamento del método de Friithbeck

La metodologfa de Frithbeck se basa en la purificaciéon de los extractos del acido fitico, empleando
una columna de intercambio iénico (Dowex AG1 X8 (200-400 mesh, Bio Rad), la cual permite
eliminar fracciones de inositol con menor numero de fosfatos. La determinacion se realiza por medio
de un complejo colorido basada en la reaccién entre el i6n férrico y el acido sulfosalicilico, que en
presencia del fitato, el hierro se enlaza al éster del fosfato y deja de ser disponible para reaccionar

con el acido sulfosalicilico, resultando en la disminucion de la intensidad del color.

5.4.2 Metodologia de Frithbeck
Extraccion de la muestra

Se pesé 1 gramo de alimento con un contenido menor al 5% de grasa, para evitar interferencias con
la extraccién del fitato, se adicionaron 20 mL de HCl al 2.4% (0.65N), y se verificé que el pH de la
mezcla estuviera entre 0-1. Lamezcla se sometié a agitacion (400 r.p.m aproximadamente)
durante dos horas a temperatura ambiente, posteriormente el extracto se transvasé cuantitativamente
a los tubos de centrifuga para centrifugar a 12000 rpm a temperatura ambiente por treinta
minutos, después se colecté el sobrenadante y se guardd en refrigeracion. Este procedimiento se
realizé para las muestras de sorgo tanto crudo como cocido y para la avena. En el caso del maiz,
nixtamal y tortilla la centrifugacion se llevé acabd a 15000 rpm por 40 minutos, debido a que estas

muestras presentan mayor contenido de almidén y retarda el paso de la muestra por la resina.
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Preparacion de columnas

Se pesé aproximadamente 0.5 g de resina de intercambio aniénico Dowex AG1 X8 (200-400 mesh,
Bio Rad) la cual se hidraté 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 tapon
de fibra de vidrio, doblando la fibra en forma envolvente sin que rebase una altura de 0.5 cm de la
columna. Se le agregé 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 lavé con 30 mL de agua desionizada cuidando de dejar liquido
suficiente (aproximadamente 0.5 cm de altura arriba de la resina empacada) para que no se seque la

resina y quede lista para usarse.
Purificacion

Del sobrenadante colectado en la extraccion se tomoé una alicuota de 5 mLL y se diluy6 con agua
desionizada , se recomienda la dilucién de 1:25 para alimentos que contengan 1% o mas de dcido
fitico y la dilucién 5:25 para contenidos menores; para el caso de los cereales analizados la dilucién
empleada fue 5:25. El pH se ajustd a un valor de 6.0 (supetior al punto isoélectrico de las proteinas)
con una solucién de NaOH 5 N. Para las muestras de mafz, nixtamal y tortilla se centrifugd a 2500
r.p.m por 15 minutos, posteriormente se tomé una alicuota de 10 mL y se transfirio
cuantitativamente a la columna de resina. La columna se lavé con 15 mL de NaCl0.1 Ny se
desecho el agua de lavado (para eliminar el fosfato inorganico y fracciones menores de inositol). El

acido fitico se eluyé con 15 mL de NaCl 0.7 N y se colectd el extracto purificado.
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Determinacion

Preparacion de la curva estandar

Se prepar6 una solucion de 4cido fitico de 1000 pg/ml. de 4cido fitico: se  pesé  exactamente
0.1051 g de la sal se fitato de sodio con una pureza del 75% y una humedad de 11.3%, se afor6 con

agua desionizada hasta un volumen de 50 mlL. A partir de esta solucién concentrada se prepararon

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

Tabla 3. Preparacion de la curva estandar para acido fitico

mlL solucién Aforo con agua Concentracion final (Ug
concentrada 1000 pug desionizada (mL) acido fitico/ mL)
acido fitico/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

Preparacion del reactivo de Wade

Se pesaron 0.03 g de cloruro de hierro hexahidratado y 0.3 g 4cido sulfosalicilico y se disolvieron
en agua desionizada hasta un volumen de 100 ml. El reactivo debe ser preparado en el momento de
hacer la determinacién espectrofotométrica y una vez preparado debe leerse en menos de 30

minutos.

27



Méﬁé@/&

El extracto purificado de las muestras, las soluciones de la curva patrén y el blanco (agua
desionizada) se ajustaron a un pH de tres, posteriormente se tomaron 3 mlL de cada muestra como
de las soluciones de la curva patrén y se les adiciond un mililitro de reactivo de Wade se agito, y se
ley6 la absorbancia a 500 nm en un espectofotémetro. Se utilizé una celda con agua destilada para
calibrar el espectrofotémetro en cero, se leyo la absorbancia a 500 nm del blanco, las muestras y los

estandares; a cada una se le rest6 el blanco para as{ obtener la absorbancia corregida respectiva.
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5.5 METODO MODIFICADO DE FRUHBECK

Extraccion de la muestra

La extraccién del 4cido fitico se realizé 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
Frihbeck y la modificacién fueron las mismas: sorgo crudo y cocido, avena, maiz blanco, nixtamal y

tortilla.

DIAGRAMA 2. PREPARACION DE COLUMNAS PARA EL METODO DE

FRUHBECK Y MODIFICACION DEL METODO DE FRUHBECK

B8do Modificado de Frahi

Altura de
columna 8 mm

Pesr
0.3 gde

resina

Método de Frithbeck

Altura de
olumna 14 mt

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
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La modificacién realizada a la metodologia de Frithbeck se llevé a cabo en la preparacién 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
preparacion de las columnas de acuerdo al el método de Frithbeck como a la propuesta de

modificacion.
Preparacion de columnas

Se pes6 aproximadamente 0.3 g de resina de intercambio anidnico Dowex AG1 X8 (200-400 mesh,
Bio Rad) la cual se hidraté 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 tapon
de fibra de vidrio que se realizé doblando la fibra en forma envolvente sin que rebase una altura de
0.5 cm de la columna. Se le agreg6 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 lavé con 30 mL de agua desionizada cuidando dejar liquido
suficiente (aproximadamente 0.5 cm de altura arriba de la resina empacada) para que no se seque la

resina y quede lista para usarse.
Purificacion

Del sobrenadante colectado se tomé una alicuota de 5 mL al igual que en método de Frihbeck vy se
diluy6é con agua desionizada a un volumen de 25 mL. El pH se ajust6 a un valor de 6.0 con una
solucién de NaOH 5N, para las muestras de maiz, nixtamal y tortilla se centrifugd a 2500
rpm por 15 minutos, posteriormente se tomé una alicuota de 10 mL y se transfirié cuantitativamente

a la columna de resina de 8 mm.

30



Méﬁé@/&

La columna se lavé con 15 mL de NaCl 0.1 N y se deseché al agua de lavado. El 4cido fitico se eluy6

con 15 mlL de NaCl 0.7 N y se colecté el extracto purificado.

Determinacion

Se preparé de igual forma la curva estandar que el método de Frithbeck, se tomarén 3 mL del blanco,
los estandares asi como la muestra y se les adicion6 un mililitro del reactivo de Wade se agit6 y se

ley6 a una longitud de onda de 500 nm.

5.6 PARAMETROS DE VALIDACION

Precision

Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea del producto o de una referencia.
La cual se determiné mediante la repetibilidad y reproducibilidad del método.

Repetibilidad: Precision de un método analitico, expresada como la concordancia obtenida
entre determinaciones independientes realizadas por un solo analista, usando los mismos
instrumentos y método. Se realiz6 mediante el andlisis del contenido de acido fitico en la muestra
(sorgo crudo) por sextuplicado en un mismo dfa teniendo como criterio de aceptacién un coeficiente
de variacién < 5%.

Reproducibilidad: Precision de un método analitico, expresado como la concordancia entre
determinaciones independientes realizadas en diferentes condiciones. Se realizé al determinar el
contenido de acido fitico en sorgo crudo por triplicado durante tres dias diferentes considerandose

como criterio de aceptacién un coeficiente de variaciéon = 5%.

31



Méﬁé@/&

Linealidad

La habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o por medio de una
trasformacién matematica definida, son proporcionales a la concentracion del analito, dentro de un
intervalo determinado.

Se preparar6n por sextuplicado seis niveles de concentracion de la solucion de referencia (sal sédica
de 4cido fitico de Sigma) en un rango de 5 a 50 pug/mlL. de 4cido fitico y se midi6 la respuesta analitica
(espectofotométricamente a 500 nm), se calculé el valor de la pendiente, la ordenada al origen y el

coeficiente de correlacion, empleado como criterio de aceptacion en una valor de r2 = 0.98

Exactitud (Recobro)

Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el valor de referencia (acido fitico
Sigma) . Se expresa como el porciento de recobro obtenido del anilisis de la muestra.

La determinacién se llevd a cabo preparando tres niveles de concentracion del la sustancia de
referencia (sal sodica 4cido fitico) 8, 25 y 45 ug/ml de 4cido fitico, el analisis se realizé por
sextuplicado bajo las mismas condiciones, es decir cada una de las concentraciones se paso por la
columna, se lavé con NaCl 0.1 N y después de eluyé con NaCl 0.7 N para continuar con la
determinacion colorimétrica. Se determiné la cantidad recuperada del analito teniendo como criterio

de aceptaciéon un porcentaje de recuperacion del 95 a 105% asi como un coeficiente de variacién del

método < 5%.
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Limite de cuantificacion

Concentracion minima del analito, que puede ser determinada con precisioén y exactitud aceptables,
bajo las condiciones de operacion establecidas.

Se analizé por sextuplicado la concentracion més baja de trabajo (5 ng /mlL é4c. Fitico) en un mismo
dfa, considerando como punto de validez del limite de cuantificacion, si su valor promedio cae dentro
del + 20 % del valor nominal (4 - 6 pg /mL ac. Fitico, ya que la concentracién analizada fue de 5 pg

/mL éc. Fitico) con un coeficiente de variacién < 5%.
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Uno de los criterios establecidos para la validacion del método de Frihbeck, asi como para las
modificaciones del método de Frithbeck y el anilisis de las muestras fue un coeficiente de variacion
menor o igual a cinco por ciento, debido a que la técnica implica gran manipulacién de la muestra,
ya que se realiza una extraccion, diluciones y por ultimo una purificacion, lo cual puede llevar a
errores aleatorios que hacen que aumente la variacién de los valores obtenidos, no obstante
también se consideraron los criterios de aceptacién de cada uno de los parametros de acuerdo al
manual de validacion [24].

La modificacién que se realiz6 a la metodologia establecida por Frithbeck fue en la etapa de
preparacion de columnas, ya que se disminuy6 la cantidad de resina de intercambio iénico de 0.5 g a
0.3 g, disminuyendo la altura de la columna de 14 mm a 8 mm, con esta caracteristica en las
columnas se evaluaron los parametros de validacion, respetando los mismos criterios para cada

parametro evaluado en ambas metodologfas.

Tabla 4. Precision para el método de Frithbeck y modificacién del método de Frithbeck

Método de Friithbeck Modificacion del Método de

Friithbeck
Precision AF (g/100g) AF (g/100g)
Reproducibilidad 0.588 = 0.030 0.531 + 0.023
Repetibilidad 0.603 £ 0.029 0.527 + 0.025

Promedio * Desviacion Estandar, n=3 para la reproducibilidad en 3 dfas diferentes, n=06 para
repetibilidad en un dfa. AF= acido fitico, C.V = 5%.

Dentro de los parametros considerados para la validaciéon del método de Frithbeck asi como la
modificacién propuesta fue la precision del método, evaluandose repetibilidad y reproducibilidad,

resultados que se muestran en la tabla4. Este parimetro se determiné mediante la medicién
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del contenido de acido fitico en una muestra de sorgo crudo considerando como criterio de
aceptacion un coeficiente de variacién = 5% criterio que se cumplié en cada una de las

determinaciones tanto de reproducibilidad como de repetibilidad para ambos métodos.

La linealidad del método de Frithbeck como la de la modificacién se determiné mediante la
construccién de una curva estandar (anexo A), observandose que en un rango de 5a 50 pg /mL de
acido fitico, la correlacién entre la concentracién de las soluciones y la respuesta que se obtuvo fue
lineal, dicha correlacion se calculé mediante el tratamiento de los datos empleando el modelo
matematico de minimos cuadrados, obteniéndose un coeficiente de correlacién de 0.99 valor que
cumple con el criterio de aceptacion 2 20.98 lo cual indica que las lecturas obtenidas son
proporcionales a la concentracién en dicho rango para el método de Frihbeck como para la

modificacion del método.

Tabla 5 Porcentaje de recuperacion de acido fitico por el método de Frihbeck y el método

modificado propuesto.

Método de Friihbeck Modificacion del Método de
Concentracion analizada Frithbeck
pg /mL AF
% Recuperacion % Recuperacion
8 99 95
25 95 95
45 96 96

Criterio de aceptacion 95 —105% de recuperacion, n= 6, CV <5%
AF= acido Fitico.

La exactitud de las metodologfas se determiné mediante el analisis de porcentaje de recuperacion a

tres concentraciones diferentes de acido fitico, el porcentaje de recuperacion se muestra en la

tabla 5.
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El porcentaje de recuperacion de é4cido fitico para las concentraciones de 25 y 45 ug/ml. de 4cido
fitico fue el mismo en ambas metodologias, para la concentracion de 8 pg/ml. se obtuvo un mayor
porcentaje de recuperacién en el método de Frithbeck que para el método modificado, sin embargo
la recuperacién se encuentra en el limite inferior de criterio de aceptacion, lo que indica que aun

cuando la columna tiene menor resina y una menor altura la retencién del acido fitico es buena.

Tabla 6. Recuperacion de acido fitico en el limite de cuantificacion para el método

de Frihbeck y modificacién del método de Frihbeck.

Concentracion Método de Friihbeck Método Modificado de
analizada Frithbeck
pg /mL AF
% Recuperacion % Recuperacién
5 4.67 £ 0.22 397+ 0.24

Promedio  Desviacién Estiandat, Critetio de aceptacion 4-6 pg /mL AF, n= 6, C.V < 5%

AF = 4cido fitico
El limite de cuantificacion para el método de Frithbeck fue de 4.6 = 0.22 ng /mlL de 4cido fitico y el
obtenido patra la modificaciéon del método fue de 3.97 + 0.24 pug/ml. de 4cido fitico, el cual se
encuentra en el limite inferior del criterio de aceptacién de 4 a 6 pg/ml. ya que se considero un
margen + 20 % del valor nominal o analizado que en este caso fue de 5 pg/mlL de acido fitico (tabla
0), sin embargo, para este dltimo si se considera que se emplearon columnas con una menor altura
de resina y que se analiz6 la minima concentracién del rango de trabajo, ademas de las
caracteristicas del método, la recuperacién tiende a ser menor ya que es mas facil que se tengan

perdidas en la manipulacién de la muestra.
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Tabla 7. Comparacién de tiempos de preparacion de columnas entre los métodos para la
determinacién de acido fitico en cereales

Método de Frithbeck Método Modificado
(columna 14 mm) (columna 8 mm) Reduccion del
tiempo de

Muestra Tiempo de Preparacion de Tiempo de Preparacion de preparam()no de

Columnas (min) columnas (min) columnas (%)
Maiz 72+ 4 38%6 47
Tortilla 59£6 34£3 42
Nixtamal 641£5 32%£5 50
Avena 65+2 31+£3 52
Sorgo Crudo 605 30£6 50
Sorgo Cocido 63+ 4 35+ 3 44

Promedio * Desviacion Estindar, n=3

Se cuantificé el tiempo de preparaciéon de columnas de 14 y 8 mm, para todas las muestras de
cereales analizadas (tabla 7). Se puede observar que los tiempos de preparacién 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 deberia haber variacién en los tiempo de preparacion entre
las columnas, se observéd que el acomodo del tapén 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 volumenes para la preparacion son los mismos.
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Tabla 8. Comparacién de tiempos de purificacion en cereales por el método de Frihbeck y el

método modificado de Frithbeck.

Modificacion del Método de

Método de Frithbeck Frithbeck
Reduccién del Tiempo

Muestra Purificacion

Tiempo de Purificacién Tiempo de Purificacién (Vo)
(min) (min)

Tortilla 120 + 12 71+6 41
Maiz 98 + 20 52+ 10 47
Nixtamal 90=x5 60x3 33
Avena 75%5 38%3 50
Sorgo Crudo 67 %5 35+ 4 47
Sorgo Cocido 75+ 3 39+5 48

Promedio * Desviacién Estandar, n=3

Las muestras que mas tardaron en la etapa de purificacién tanto por el método de Frithbeck como en
el método modificado fueron el maiz 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
Frihbeck, y 52 minutos para maiz y 71 minutos en tortilla empleando la modificacién propuesta del
método, estas muestras presentan una peculiaridad, en el sobrenadante que se recupera de la
centrifugacién  después de la  extraccidbn se forma un estratificado blanquecino en la
superficie del sobrenadante. En estos alimentos se encuentra una gran cantidad de
almidén (75 % aproximadamente) que puede ser liberado con la extracciéon y puede formar estos
estratificados los cuales impiden el flujo a través de la resina, debido a esta caracteristica las muestras
se sometieron a otra centrifugacién antes de la etapa de purificacion, con lo cual se logré 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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Aun cuando los tiempo de purificacién variaron en cada muestra si se logré 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 Frithbeck.

Tabla 9. Contenido de acido fitico en algunos cereales (g/100g) por el método de Frithbeck y la
Modificacién del método de Frithbeck.

Método de Frithbeck Modificacion del Método de
Frithbeck

Muestra

Acido Fitico' Acido Fitico'
(2/100g) (g/100g)

Tortilla 0.39 = 0.021 0.40 = 0.019
Maiz 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

1Promedio * Desviacién Estindar, n=3, C.V < 5%

Una vez establecidas y validadas ambas metodologias se realizé la determinaciéon del contenido
de acido fitico en muestras de cereales y derivados (nixtamal y tortilla), resultados que se
muestran en la tabla 9.

Los valores del contenido de 4cido fitico observados al emplear la técnica de Frithbeck son muy
semejantes a los encontrados al realizar la técnica propuesta. Al realizar el analisis estadistico por
medio de una prueba de t de student la cual compara las medias utilizando los dos conjuntos de

datos. No se encontré diferencia estadisticamente de acido fitico por el método de Frithbeck y
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el propuesto en ninguna de las muestras estudiadas. En el caso del nixtamal la diferencia es
mas notable de 0.55 a 0.49%, sin embargo esta muestra presenta otra peculiaridad que es el alto
contenido de almidén, 81% que hace mas complicado el analisis del acido fitico con mayor
variabilidad. Ya que presenta la caracteristica de formar estratificados de almidén que dificultan
su analisis. En el proceso de nixtamalizacién el contenido de almidén aumenta en el mafz a un
valor de 81% de acuerdo con lo reportado por Agama-Acevedo[20], ademas que en dicho
proceso el almidon sufre un proceso de gelatinizacién aumentando la viscosidad [1, 27] siendo
ésta la posible causa de la formacién de la capa blanca que se presenta en la muestra y que
causo mayor tiempo de purificacién y por tanto en las determinaciones también pudo influir. El
contenido de almidén en mafz es de 73% y no difiere en gran proporcion con el contenido
reportado para tortilla y sorgo 70% almidon de acuerdo al reporte de la FAO [28], sin embargo
la muestra si presenté turbidez la capa blanquecina después de la extraccion.

La avena fue la muestra con mayor contenido de 4cido fitico, el valor encontrado es ligeramente
menor al reportado por Reddy en 1982 0.79-1.01% [15], sin embargo hay que considerar que estas
metodologias llevan un paso de purificacién 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 4cido fitico se presenté en la tortilla lo cual indica que el tratamiento que sufre el maiz
para la realizacion de tortilla; nixtamalizacién y coccién (que alcanza temperaturas muy altas)
permiten la disminucién del contenido de 4cido fitico, este resultado concuerda con lo reportado por
Uriza Herniandez en 1997 en donde el contenido de acido fitico disminuyé significativamente

durante el proceso de nixtamalizacion.
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La reduccion del acido fitico puede atribuirse a la labilidad del compuesto al calor aunado al tiempo
de coccidn, sin embargo, existen otros factores que pueden contribuir a la disminucién del acido
fitico, como la etapa de lavado del nixtamal en el cual se remueve el exceso de cal y partes fisicas del
grano como el pericarpio y una pequena parte del germen, lo cual permite una remocién del acido
fitico [29].

En la muestra de sorgo tanto crudo como cocido no se presentd diferencia significativa estadistica
entre los métodos pero si se puede apreciar que el contenido de acido fitico disminuye con el
tratamiento térmico, esto debido muy probablemente a la degradacién del acido fitico por la

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

Grafica 1. Comparacién del contenido de 4cido fitico en cereales

Contenido de 4cido fitico en algunos cereales por el método de Frithbeck y la
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En la grafica 1 se puede observar los contenidos de 4cido fitico en las diferentes muestras de cereales
analizadas tanto por el método de Frithbeck como por la modificacién propuesta del método, en las
muestras de maiz, nixtamal, avena y sorgo tanto crudo como cocido, el contenido de 4cido fitico es
ligeramente mayor por el método de Frithbeck que en el método modificado y tnicamente en la
tortilla se presentd un valor de acido fitico mayor en la modificacién del método, sin embargo estas
diferencias no son estadisticamente 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 4cido fitico se

encontré y la de mayor contenido de acido fitico de las muestras analizadas.
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O3 El método de Frihbeck se modific6 en la etapa de purificacion del acido fitico,
disminuyendo la cantidad de resina de las columnas de intercambio i6nico y por tanto la
altura de la columna de 14 a 8 mm.

O3 Se logré disminuir del tiempo purificacién de la muestra al pasar por las columnas, asi como
el de preparacion, reduciéndose el tiempo total de analisis del acido fitico.

@3 Tanto el método de Frithbeck original como el método modificado son precisos, exactos y
lineales en un rango de concentracién de 5 a 50 pg /mL de acido fitico.

(3 El limite de cuantificacién para el método de Frithbeck es de 4.6 ng/mlL acido fitico y para la
modificacién del método es de 3.97 ng /mL 4cido fitico.

@3 No se present6 diferencia significativa estadisticamente entre el valor del contenido de acido
fitico por el método de Frithbeck y por el método modificado, en ninguna de las muestras
analizadas al hacer una t de student para datos pareados.

@3 El mayor contenido de acido fitico de las muestras analizadas se observé en la avena y el
menor en la tortilla, la cual es un producto procesado, indicando que tanto el proceso de
nixtamalizaciéon (la coccion del maiz con cal y lavado) como la coccidon de la masa para la
obtencién de la tortilla, a altas temperaturas disminuye la cantidad de acido fitico.

@3 En la muestra de sorgo también se observé que el contenido de 4cido fitico se disminuyd

por el proceso de coccién.
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9. ANEXOS

ANEXO A

Grafica 1. Curva Patron para el Método de Friihbeck

Curva Patron de Acido Fitico
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Criterio de aceptacién r22 0.98, n=6

Grafica 2. Curva Patron del Método Modificado de Friihbeck
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Anexos

9.2 ANEXO B Formulas Matematicas Empleadas en los Parametros de Validacién

Precision del Método

— Dy

Media Aritmética: X =
n

(> y?)-( )

n(n - 1)

Desviacion Estandar : § = \/

S
Coeficiente de Variaciéon: CV = =x100
X

Linealidad del Método

ny xy= X))y
iS5 (S x)

Pendiente: m =

2 y—m)x

Ordenada de Origen: b =

(> ) - (X )
(>Nl )5

Coeficiente de determinacion: 2 =
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Anexos

9.3 ANEXO C Calculos para Obtener los Resultados el Contenido de Acido Fitico

Muestra: Maiz

Peso de la muestra: 1.0001g

Volumen de extraccion (HCI): 20 ml
Volumen de la muestra: 10 ml

Volumen del eluyente (NaCl 0.7 N): 15 ml
Dilucién de la muestra: 5:25

Abs muestra: 0.335

Datos de la curva patrén para la muestra
m = 8.18 x 103

b =-0.016

Abs blanco: 0.583

Absorbancia corregida (Ac)
Ac = AbS blanco— AbS exp de la muerra = 0.583-0.335 = 0.248

Interpolacion del valor de la Ac con la ecuacion de la recta

Y=mx+b

X = y—=>b _ 0.248—(—0._(316) :32.27ﬂ_g AF
m 8.18x107° mL

32.27EAF(

15mL eluyentej( 25 mL aforo
mL

- x20mL = 4841 pg AF
SmL alicuota

10 mL mtra

4841 pg A 15; ! x100 =0. 484 % 4cido fitico
1x10° g )\ 1.0001 g mtra
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Anexos

9.4 ANEXO D Analisis Estadistico

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 pata concluir si dos medias difieren entre si.

Contraste t para datos emparejados (Comparacion de pares de medias)
A menudo se comparan dos métodos de analisis 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 poblacién con media pg =0. Para probar la hipétesis nula, se
prueba si d difiere significativamente de cero utilizando el estadistico # El nimero de grados de

libertad de zes 7 -1.

Se calcula el estadistico # =

sqvn
d

Donde » =Nuamero de diferencias por pares

d = Media de las diferencias muestrales

§,= Desviacion estandar de las diferencias muestrales.
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Calculo de t de student

Contenido de AF

Método de Friithbeck Modificacion del
Muestra Método Diferencia (d))
Tortilla 0.39 0.40 -0.01
Maiz 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 =002
n=0
S$4=0.022
0.02

t xperimental - == 222
epeimenal 0 0224/6

Grados de libertad = 5

T = 2.571

tablas

t <t No hay diferencia significativa entre los métodos.

experimental tablas
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