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l. FUNDAMENTACION. 

A. LA SOY A Y SUS PRODUCTOS. 

1. Generalid•des de I• semilla de soya .. 

Histología. 

La soya es una leguminosa y por su alto contenido de grJSa se 
considera oleaginosa.. junto con semillas como el cártamo. el algodón, el 
girasol y el cacahuate. La semilla de soya ( Glycine max.) difiere en 
color. tamaño y fonna dependiendo de la variedad; la variedad más 
común es la Lincoln • la cual es amarilla y casi esférica, (Coppock .. J. 
1974). 

La semilla de soya está constituida por tres fracciones: la cascarilla 
o cubierta, que representa el 8% del peso total de la semilla. el hipocotilo 
que representa el 2% y el cotiledón que representa el 90%; en el 
cotiledón se localizan los esfcromas (pequeños compartimentos de grasa) 
y las alcuronas (cuerpos proteínicos). Las aleuronas están integradas 
aproximadamente por el 98% de proteínas, lipidos y ácido fitico. (Wolt' 
and Cowan 1979). El hilio es un punto de achatamiento de la semilla y 
está localizado en la cara ventml de su cubierta. (fig. I ). 

Microscópicamcntc la semilla de soya se caracteriza por la capa de 
prismas, que vista de frente aparece en forma de pequeñas células 
poligonales., con membranas muy densas y un canalículo celular 
estrellado y pequeño. (fig. 2). 
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Figura l. Estructura de la semilla de soya y su germinado. 

{A) Semilla: (a) cubierta de la semilla; (b} hilio. 
(B) Germinado: (e) hipocotilo; (d) plúmula; (e) cotiledón; 

(0 raíz primaria. 
(C) Embrión: (e) cotiledón; (0 raíz primaria. 

Debajo de la capa de prismas, se distinguen unas células que 
componen la capa de los relojes de arena; estas células aparecen con 
frecuencia aisladas o formando grupos y adheridas a la capa de los 
prismas, (fig. 3). 
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Figura 2. Capa de Jos prisrnas vista 
de frente. 

Con5titución Bioquímica. 

Figura 3. Célula.."i en fonna de 
relojes de arena. 

El análisis proximal de la semilla de soya muestra que el 40o/o es 
proteína. el 21 ~~ aceite y el rcn1ancntc son carbohidratos. 

La fracción proteínica de la soya está constituida por una mezcla 
heterogénea de globulinas y albúminas., con pesos moleculares muy 
variados. solubles en soluciones salinas y en agua; precipitan en su punto 
isoeléctrico en un intervalo de pl-1 que va de 4.2 a 4.8. 

Las proteínas de la soya son muy sensibles a agentes 
dcsnaturali:;r..antcs., como los pi I extremos. las temperaturas altas., Jac; 
concentraciones elevadas de disolventes y de sales. De todos éstos. el 
efecto del calor es el más importante. ya que los tratamientos térmicos 
son las operaciones unitarias que más se emplean en la fabricación de los 
alimentos. La consecuencia de todo esto es la reducción de la solubilidad 
de las proteínas. lo que puede inducir Ja gelificación. Los geles basan su 
estructura en el fenómeno de asociación-disociación de las proteínas. lo 



que a su vez está determinado p<.lr la tcmpcrntun1, fuer?~ iónica y el tipo 
de sal. (Radui. 1990). 

Los ácidos nucleicos son constituyentes menores de la soya y 
contribuyen con el contenido total de nitrógeno sin aportar valor 
nutricional o valor proteínico. (Coppock .. J. 1974). 

La fracción ulcosa de la sc1nilla de soya está constituida por: aceite, 
fosfolípidos, esteroles y tocoferolcs. 

Los carbohidratos presentes en la semilla de soya son: 
polisacáridos insolubles en agua y etanol corno arabinogalactanas. 
arabinanas, xilanas, galactomananas, celulosa y otro polímero; 
oligosacáridos hidrosolublcs cotno. rafinosa y sacarosa; por último hay 
algunos rnonosacáridos co1no glucosa y arabinosa. 

La soya contiene sustancias que al ser ingeridas por el organismo 
humano pueden causarle daño. En animales de laboratorio hay inhibición 
de crecimiento. reducción de la digestibilidad de las proteínas y de la 
disponibilidad de aminoácidos. vitaminas y minerales: estos n1etabolitos 
son conocidos como factores antifi.siológ,icos propios de ta semilla. que 
pueden ser eliminados por tratamiento térmico,. (Radui 1990). 

Algunos son: 

a. I..os inhibidorcs de las proteasas .. como el factor antitripsina. 

b. Las hemaglutininas que aglutinan los glóbulos rojos de la sangre 
in vitro. 

c. Compuestos que evitan la fijación del yodo en la glándula 
tiroides. 
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d. Los fitatos, que son compuestos que contribuyen con el fósforo 
en la soya y reducen la biodisponibilidad del zinc. de acuerdo a algunos 
investigadores. (0.Dcll y Savagc. 1960). 

En el cuadro 1 .se muestra la composición general de la soya de 
acuerdo a los constituyentes mayoritarios que se han mencionado .. (Smith 
and Circle. 1980). 

Componente!I Porcentaje 

Proteína cn..1da 40.6 o/o 
Grasa cruda 16.5 °/o 
Carbohidratos 30.9 o/o 
Humedad 7.0 o/o 
Minerales 5.0 o/o 

Cuadro 1- Composición promedio de la semilla de soya madura y seca. 

Aspecto nutritivo. 

Debido al crecimiento pobJacional. se han tenido que buscar otros 
orígenes de proteínas; así es como se ha incrementado el uso de semillas 
oleaginosas y los concentrados proteinicos de éstas; la semilla de soya es 
la más usada por su alto contenido de proteínas. 

En cuestión de valor nutritivo. la semilla de soya cuenta con un 
patrón de aminoácidos semejantes y comparable con el de la FAO 
(Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la 
Alimentación). patrón que representa las exigencias nutricionalcs de una 



proteína. La soya proporciona Jos aminoácidos esenciales: isolcucina. 
leucina. lisina. fcnilafanina. tirosina. mctionina. cistina. trconina. 
triptóíano y valina; aunque es deficiente en los aminoácidos azufrados. 
situación que se acentúa en los aislados proteínicos. ya que Ja 
concentración de rnctionina y cistina se reduce durante el proceso de 
fabricación de estos productos. El porcentaje de lisina es elevado. lo que 
hace que Ja soya sea adecuada para complen1entar Jas proteínas de Jos 
cereales, (Badui, 1990). 

La producción de proteínas de soya representa una alternativa para 
el gran aumento poblacional y Ja gran deficiencia que existe de las 
proteínas como las de la leche y la carne, (llardin, 1979). 

La soya se empica en Ja elaboración de productos que imitan la 
leche. carne. en complementos alimenticios. derivados vegetales. etc. La 
mezcla de diversas proteina._c; vegetales y animales se complementa y 
enriquece con Ja adición de algunos aminoácidos . 

Son importantes las proteínas. pero también el aceite y Jos 
carbohidratos de la soya pueden servir para satisfacer rcquerimcntos 
calóricos de Ja población; la harina de soya sin desgrasar oCrccc un valor 
nutricional. debido a la proporción elevada de ácidos grasos esenciales 
como el JinoJcico y Jinolénico contenido en su aceite. Las vitaminas y 
minerales proveen Cactorcs nutricionalcs decisivos bajo condiciones 
donde la disponibilidad de estos nutrientes suele ser limitada. (Smith 
and Círcle, 1980). 
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2 .. Forma!I comerciale!I de la !IOY•· 

A partir de la semilla de soya se han elaborado varios productos; en 
la historia temprana de su proceso la producción de aceite fue el primer 
objetivo. Sin embargo. se ha establecido que la harina de soya es el 
mayor origen de proteína usada en alimentación animal. (Horán.1974 ). 

La utilización de la soya y sus proteínas en la alimentación humana 
ha ido aumentando con el tiempo y el avance tecnológico. 

Por el alto contenido proteico de la semilla de soya ésta se ha 
procesado y comercializado principalmente como: harinas. concentrados 
y aislados. (Badui, 1990). 

Jlarinas de soya. 

Las harinas son las formas menos refinadas de la soya y para su 
obtención se pasa por las siguientes etapas básicas: limpieza y 
rompimiento de la semilla; separación de la cascarilla; ablandamiento de 
la semilla por vapor caliente y formación de hojuelas mediante presión. 
La harina sin desgrasar se obtiene en este punto sometiendo las hojuelas 
a un tratamiento térmico para destruir enzimas y factores 
antifisiológicos; posteriormente se muelen las hojuelas. Este tipo de 
harina es usado en panadería y sustitutos de leche. (Aldcn. D. 1975). 

A las hojuelas sin desgrasar se les quita. el aceite (del cual se 
obtiene la lecitina) y de aqui se pueden obtener: la harina de soya baja en 
solubilidad proteica 9 usada corno alimento para animales. y la harina 
pard consumo humano con alta solubilidad proteica. 
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Concentrados protcinicos de soya. 

Estos productos son más refinados que las harinas y contienen no 
menos dcJ 70% de proteínas en base seca .. ya que ~e obtienen removiendo 
constituyentes no nitrogenados de las hojuelas o de harinas de soya. 

PaaJ su elaboración se pueden seguir tres procesos: 

a. La cxtrdcción con etanol al 60-80%; de esta forn1a precipitan 
proteínas y polisácaridos. 

b. l~a cxt&Jcción de proteínas en su punto isoeléctrico. donde 
globuJinas y polisacáridos se insolubilizan. 

c. La dcsnaturali7.ación e insoJubili:r.ación 
mediante calor hún1edo. 

de las proteínas 

En los tres casos los líquidos de lavado contienen carbohidrdtos 
solubles. algunas proteínas solubles. nitrógeno no proteico.. factores 
antinutricionaJes (antitripsina y urcasa). olores y sabores indeseables. 
algunos minerales y vitaminas, (Alden, D. E. 1975). 

Como resultado de lo anterior. estos productos tienen un contenido 
alto de proteínas. son libres de sabor y de olor desagradable y tienen 
propiedades funcionales. las cuales permiten su uso en una variedad de 
productos alimenticios tales con10 pan. cereales y productos cárnicos. 

De acuerdo a Ja con1posición de aminoácidos de los concentrados 
de soya. estos tienen un alto valor nutritivo. El calor al cual se someten 
estos productos durdntc el proceso puede modificar el valor nutritivo; 
por lo tanto es necesario optimizar las condiciones de calor y ver cuales 
son Jas aplicaciones del producto. 
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Aislados prolf:cínicos de soya. 

Los aislados de proteínas de soya son definidos como: la mayor 
fracción proteica de Ja sen1illa. producto de alta calidad y pureza. que 
contiene no menos del 90o/o de proteínas c:n base seca. (Wolf, W. and 
Cowan, J. 1976). 

El valor nutritivo de Jos aislados proteínicos recibe más atención. 
cuando Osbon1e y 1\.1endel encuentran que la proteína principal tiene 
cerca de las. 2/3 partes del valor nutricional de la caseína. 

Para su obtención se parte de harinas desgrasadas que han recibido 
un tratamiento térmico mínimo; la extracción se efectúa con agua y 
álcalis a pi [ 7.5-8.5; posteriormente el c.xtracto se acidifica a pf-f 4.5 para 
precipitar la proteína; el residuo se lava. ncutrali7.a y seca. ( Badui, J 990). 

La precipitación 4:Ícida trJc consecuencias sobre los aislados 
proteínicos: 

a. 1 lay desnaturalización de las proteínas. Jo cual altera en forma 
adversa su funcionalidad y solubilidad, (Andcrson, R. 1974). 

b. La proteína precipita con fitatos (hexafosfatos de inositol). Jo 
cual deteriora su solubilidad y la tendencia a agregarse, (Morr, C. 1979). 

Los aislados de soya son más deficientes en aminoácidos 
sulfurados que los den1ás productos de la soya~ debido al proceso del 
cual se obtienen. hay destrucción de Ja cistina y mctionina. El uso de 
estos productos en Ja industria aJin1enticia es principalmente en 
alimentos para infantes. en donde se fortifica la fórmula láctea 
adicionando mctionina. 

Otro de Jos usos más prometedores de Jos aislados de soya. es en 
la formulación de alimentos texturizados o análogos de la carne. En éste 



proceso el aislado prote1n1co es disuelto o suspendido en álcali y 
entonces es pasado con fucrL",.¡t a trJvés de una especie de tami:r., dentro de 
un baño ácido para forn1ar fihras. (Badui. J 990). 

En algunos estudios que hacen Dcgroot y SJump. se concluye que 
el valor nutritivo de Jos alimentos tcxtur..idos. es equivalente al de Ja 
proteína de Ja carne de res y cerca del 80~ó de Ja ca.scina. El valor 
nutritivo de los alimentos texturados no es bajo. ya que la cistina no es 
destruida. debido a que el tratamiento alcalino en Jos aislados proteínicos 
se hace por poco tiempo y a temperatura ambiente. 

Composición de la.s formas comerciales de la soya_ 

En resumen, las forn1as comerciales de Ja soya están clasificadas 
en: harinas. concentrados y aislados. 

En el cuadro 11 se muestrJ la composición general de estos 
productos. (Dadui,J 990). 

Jfarina~ Concenlrados Aislados 

grasa si grasa alcohol ácido agua 
Pro1eína 41.5 o/o 53.0 º/o 66.0% 67.0% 70.0% 93.0% 
Gr•sa 21.0% 1 .O o/o 0.3 % 0.4% 1.2% -
Aeu• 5.0 % 5.0% 6.7 o/o 5.2 º/o 3.1 % 4.7% 
Fibra 2.1 % 2.9% 3.5 % 3.4 o/o 4.5% 0.2% 
crud• 
Cenizas 5.2% 6.0% 5.6% 4.8% 3.8% 3.8 o/o 
•fSN - - 5.0 o/o 7.0% 3.0% 85.0% 

•JSN= Indice de solubilidad de nitrógeno. 
Cuadro 11.- Composición de las Connas comerciales de Ja soya_ 
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Características de concentrados y ai!dados de soya .. 

De ucucrdo a las características analítica.-. de estos productos 
proporcionados por distintos fahricantcs.. el análisis critico es cJ 
contenido de nitrógeno .. el cual rnultipJicado por el factor 6 . .25 es 
convenido a proteína. Este anillisis generalmente es usado para definir 
Jos concentrados y aislados de soya. 

Los concentrados en base seca contienen alrededor del 70% de 
proteína. Jos aislados 90%. l lay variabilidad en otros componentes. 
probablcmcnlc resultante de la naturaleza de Jos materiales biológicos. 
de Ja diferencia de Jos procesos crnplcados y Ja variabilidad inherente a la 
metodología analítica. (Mattil. K. 1974). 

Los rangos analíticos de estos con1puestos para el contenido de 
proteínas son: aislados proteínicos cic soya de 86 a 94 % y concentrados 
proteínicos de soya de 65 a 72 º/o .. (Sn1ith and CircJc,. J 980). 

Los principales minerales de ambos son: calcio. sodio. fósfbro y 
potasio; además son f"ucntes principales de calcio y hierro. 

Mediante estudios se muestra que los rangos de composición de Jos 
aminoácidos esenciales son pequefios y que hay una considerable 
sobreposición entre Jos concentrados y Jos aislados. Se puede establecer 
que las similitudes en Ja composición de los aminoácidos, en estos 
productos comerciales. son mayores que sus diícrcncias. 

Como se observa. una diferencia substancial entre estos productos 
es eJ contenido de nitrógeno y hay algunas otras diferencias que son 
deliberadas. por ejemplo: los f"abricantcs producen aislados y 
concentrados de soya con baja y alta solubilidad proteica; algunos 
productos se comercian precipitando en el pH isoeléctrico y otros 
neutralizando; otros pueden ser n1odjficados por vía enzimática o 
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cualquier mecanismo que: induzca propiedades específicas. f ... a finalidad 
de los í::abrica.ntcs es obtener productos sin color~ sabor u olor: producir 
una diversidad de productos para una variedad de necesidades._ (MattiJ 9 

K.1974). 

3. Característica~ del ácido fitico. 

El ácido f1tico larnbiCn es conocido como ácido 
inositolhexafosfórico y tiene su origen en la fitina encontrada en algunas 
semillas. 

La lónnula de este producto es la siguiente: 

: (OH) OPO OPO (011).: 

•'°'""~ º'"'º'ºº" 
2 (OH) oro oro 'º'o, 

El principal origen de fósf'oro en la semilla de soya es el ácido 
titico del cual proviene el 75°/o del fósforo total; el J 2% lo cubren los 
f'osfátidos. el 4.5% es fósforo inorgánico y el fósíoro restante tal vez sea 
de los ácidos nucleicos, (Wolf, W. 1979). El fósforo de los fitatos varía 
de 0.505% a O. 727%, (Averill ami King, 1926). 

El contenido de ácido fitico varía según el producto de soya de 
donde provenga._ de Jos métodos de cxtrdcción y cuantificación 

12 



utili:.r.ados. por ejen1plo: los aislados protc1n1cos de soya contienen de 
1.52 o/o a t .63 %. 1as harinas desgrasacla..."i 1.82 o/o y la...,. harinas sin 
desgrasar desde 1.12 o/o hast:1 1.60 '?--t.. crhornpson. 1 ~92). 

En n1étodos oficiales. dcspuCs de extraerse el ácido fitico de los 
productos y separarse n1cdiantc precipitación o pasándolo por columna 
de intercambio iónicu. el fósforo es cuantificado y relacionado al 
contenido de acido fitico. (USP. 1995 ). 

La presencia de una gran cantidad de fósforo en los aislados 
proteínicos de soya. indica una intensa reacción del ácido fitico con las 
proteínas. cuando éstas son precipitadas a pl-1 de 4.5 (Srniley and Smith. 
1946). Se ha establecido que las proteínas y el fitato forman un 
complejo. el cual deteriora Ja solubilidad y la tendcncüi a agregarse de 
las proteínas. afecta Ja disponibilidad de an1inoácidos (llartman. G. 
1978). y reduce la disponibilidad del zinl:'. calcio y otros m icrnnutricntes 
(O.Dell and Savagc. 1960). propiedad que no es cambiada. ni sometiendo 
los productos de soya a calentamiento; esto indica que los fitatos son 
factores antinutricionalcs que no se destruyen con el calor. (Erdman. 
1979). 

La interacción del fitato con las potcínas de soya es influenciada 
por el pl-I y cationes tales con10 el calcio. El fitato de calcio es insoluble 
a pf-1 arriba de 6 y permanece soluble a pH arriba de 1 O. cuando Ja 
proteína está presente. 
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B. LA LECHE Y SUS PRODUCTOS. 

l. Generalidades de la leche. 

Lo leche es cJ liquido secretado por Ja.e; glándulas mamarias de los 
mamíferos. su composición es compleja. es de color blanco y opaco,. de 
sabor dulce y de pl-f aproxir11adarnente neutro. 

En Ja leche se pueden encontrar tres constituyentes: 

a. La emulsión de materia grasa bajo forma globular. 

b. La suspensión de caseína. ligada a sales minerales. 

c. La solución o fase hídrica. que forma el medio más 
voluminoso. continuo. Puede considerarse que está formada por el 
conjunto de sustancias disueltas en el agua como las proteínas solubles. 
lactosa y sales minerales. 

La leche de la especie bovina es la más extendida y su área de 
difusión aumenta cada día. 

Constitución bioquimica. 

En Ja leche hay cuatro tipos de componentes que se encuentran en 
mayor proporción: 

a. Lipidos. 
b. J>roteinas (caseina9 albúminas y globulinas). 
c. Glúcidos (esencialmente lacrosa). 
d. Sales minerales. 
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A ellos se les ai'\aden otros cornponentcs presentes en cantidades 
mínimas: Jccitinas. vitaminas. enzirnns y nuclcótidos. 

La fracción proteínica de leche se puede dividir en tres grupos: 

a. La caseína cntcrJ: es un complejo de proteína..c; fosforada..c; y 
constituye la parte nitrogenada nJ.ás característica de la leche. La ca.."iocÍna 
precipita sólo cuando se acidifica la leche a pH de 4.6. En la leche 
de los rumiantes constituye el 80o/o del total nitrogenado. 

b. Las proteínas de lactosuero: esta fracción está constituida 
por albúminas y globulinas las cuales se insolubili7.an por el calor antes 
de los lOOOC; normalmente se cncucntr..in en muy pequeñas cantidades. 

c. Las protcasas.- peptonas: son sustancias proteicas con un 
peso n1olecular intermedio entre las proteínas y el de los péptidos. En 
la leche casi no se encuentran. 

Todas las proteínas contienen grupos polares que poseen una gran 
atracción por las molécula.."i del agua. pero no todas son igualmente 
solubles. El pl·I tiene una gran influencia ya que .. en el punto isocléctrico 
cesa la repulsión de moléculas y hay floculación de algunas de ellas; las 
proteínas que forman la caseína precipitan por un cambio de pll a 4.6. 

La fracción grasa de la leche esta compuesL.'l por: 

a. Lípidos neutros: es 
constituida por glicéridos. Se 
ambiente (20ºC) es sólida. 

la materia grasa propiamente dicha. 
trata de una grasa que a temperatura 

b. Lípidos polares: son fosfolípidos de naturaleza compleja. 
constituyen alrededor del lo/o del conjunto. 



c. Sustancias lipídicas: son sustancias insolubles en agua y se 
encuentran en una proporción menor al 1 %; por ejemplo las vitaminas 
A. D y E. esteroles y carotenos. 

De los azúcares .. la lactosa es la n1as importante. por ser un glúcido 
libre que existe en una cantidad considcr..1blc; además de ser el 
componente más abundante de leche. es el más simple y el que se 
encuentra en proporción constante. 

Aspecto nutrith,.o. 

La leche es un elemento casi completo. puesto que contiene 
elementos nutritivios energéticos (grasas e hidratos Je carbono). así 
como elementos nutritivos de construcción (proteínas y minerales) .. así 
como la mayor parte de vitaminas necesarias para el funcionamiento de 
los procesos bioquímicos de nuestro organismo. 

La leche es un excelente origen de calcio. fósforo y riboflavina 
aunque es pobre en vitamina D. Lac; proteínas de la leche son importantes 
en la nutrición humana y la materia grasa es una fuente rica de energía. 
(Hui. 1992). 

En el cuadro 111 se muestra una composición general de la leche 
de vaca. (Alais, Ch. 1985). 
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Componentes Porcentaje 

Agua 90.5 
L•ctosa 4.9 
Lipidos: 3.5 

Materia grasa 3.4 
Fosfolipidos 0.05 
Vita.minas. carotcnos. etc. 0.05 

Proteín•s: 3.4 
Ca."ieína 2.7 
Albúminas y globulinas 0.55 
Sustancias nitrogenadas no 0.15 
proteicas 

Sale"' 0.9 

Cuadro 111. Composición lípica de la leche de vaca~ 
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2. Formas comerciales de la leche. 

Antes de Ja era industrial existían pocos productos lácteos; 
esencialmente estaban constituidos por la leche entera y desnatada,. la 
nata. la mantequilla y los quesos; pero la lista aumenta cada día y en la 
actualidad puede resumirse así: 

Leche de con"umo. 

Leches que no están rnoditicadas (excepto por los procesos de 
esterilización y a veces un desnatado parcial). 

Leche~ concentradas. 

Incluye leches condensadas. evaporadas y desecadas (leche en 
polvo) por Ja acción del calor. 

Leches modificadas. 

Comprende leches matcmi7..adas. aromati;r .. a.das y esterilizadas; 
leches fermentadas o acidificadas {yoghurt. leche acioófila. kéfir); leches 
reconstituidas. en las que uno de los componentes.. generalmente la 
materia grasa. se sustituye por una sustancia cxtrai\a como aceite vegetal 
parcialmente hidrogenado. 

Parte de la leche muy rica en n1atcria grasa y separada de la leche 
entera mediante reposo o centrifugación. El helado de nata es un 
derivado. 
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M•nrcquill•. 

Obtenida por batido de Ja nata .. la materia gr-Jsa ya no se encuentra 
en su estado naturaJ. puesto que ~e Je ha separado dcJ llamado suero de 
mantequilla o ma.7..ada (con cornposición parecida a Ja leche desnatada). 
Se utilizan también el aceite de mantequilla y diversos tipos de 
mantequilla deshidrarada. 

Queso. 

Obtenido por coagulación de Ja leche. generalmente bajo la acción 
del cuajo. El coágulo se separa del suero y forma el queso tras el 
dcsuerado y Ja rnaduración; contiene esencialmente caseína y Ja grasa de 
la leche. 

La caseína se obtiene por coagulación de Ja leche desnatada. es un 
subproducto de la flt.bricación de mantequilla. 

Suero de leche. 

Producto separado después de Ja obtcncjón de la caseína .. 
constituido por: albúminas. globulinas. Jacrosa y saJcs minerales. Los 
productos obtenidos de Jos sueros son: Jactosa. queso de suero. requesón. 
concentrados proteínicos. producros vitaminados. cte. 

Productos alimenticios. 

Preparaciones que contienen más o menos componentes lácteos 
como Jas preparaciones de panadería. galJctcda. postres lácteos, pastas 
lácteas, etc; (Alais, Ch. 1985). 

19 



En eJ cuadro IV., se muestra Ja proporción de Jos componentes 
mayoritarios de algunos productos de la leche. (Webb and Whinier. 
1970). 

Produclo Proteína1 Grasa1 l ... aclosa Cenizms A11:u• 

Leche de 
consumo 3.S 3.S 4.9 0.7 87.4 

M•nlequill• 0.6 81.0 0.4 2.5 15.5 

Queso de leche 
en lera 25.0 32.2 2.1 3.7 37.0 

Leche 
ev•porada 7.0 7.9 9.7 1.6 73.8 

Leche en lera 
en polvo 26.4 27.5 3!!.2 5.9 2.0 

Leche 
descremada en 35.9 0.8 52.3 8.0 3.0 
polvo 
Suero de 
m•ntequilla en 34.3 5.3 50.0 7.6 2.8 

ll>OIVO 

Lacios• crud• - - 99.0 - 1.0 

C••eína 88.0 1.0 - 4.0 7.0 

Cuadro IV.- Con1posición promedio de diversos productos lácteos. 
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C. METODO K.JELDAllL. 

El método Kjcldahl. publicado hace más de 100 años (Morrics. 
1983) .. es aún. uno de los proccdin1icntos analíticos m.ás usados. para 
medir el contenido de proteínas en materiales biológicos y para 
determinar el nitrógeno en materiales orgánicos. La rJZón por la cual es 
aceptado ampliamente y considerado un método oficial es: la alta 
seguridad. en combinación con los conocimientos que han sido 
desarrollados durante el largo periodo de su uso. Los resultados 
obtenidos mediante el n1étodo de Kjcldahl se usan para calibrar los 
métodos fisicos y auton1íiticos utili:z.ados para la determinación de 
nitrógeno. (J>earson. 1988). 

No obstante que la técnica ha sido modificada considerablemente. 
los principios básicos (conversión por oxidación de nitrógeno orgánico a 
an1oniaco). no han cambiado sustancialtncntc. 

El tnétodo de Kjcldahl consta de tres etapas: 

a. Digestión. 
b. Destilación. 
c. Determinación del amonio. 

El método Kjeldahl está basado en la combustión húmeda .. 
calentando la muestra con ácido sulfúrico conccntn1do en presencia de 
catalizadores n1etálicos o de otro tipo, para efectuar la reducción de 
nitrógeno orgánico a amoniaco. el cual es retenido en solución como 
sulfato de amonio. La solución de la digestión se hace alcalina y se 
destila o se arrastra con vapor para liberar el amoniaco, que es atrapado y 
titulado. (Pcarson. 1988). 

La etapa de digestión es la parte más dificil dado que: los procesos 
de oxidación y reducción tienen que ser reconciliados; es la etapa que 
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más modificaciones ha tenido y donde se ve rnás afectada Ju exactitud y 
precisión de la determinación de nitrógeno. (Dentan. 1991 ). 

Johan Kjcldahl inició la técnica calentando Ja muestra con é.Ícido 
sulfúrico conccntr.ido cerca de su punto de ebullición (330ºC). La 
prin1era n1odificación fue la adición de varios metales como 
cataJi::l'.-adorcs en la mezcla de digestión. para asi aun1cntar la velocidad de 
rcaJi7..ación en cst:.i etapa; los más utili:r..ados han sido: nlcrcurio. cobre. 
hierro. selenio y dióxido de titanio. 

El siguiente camhio fue la adición de sulfato de potasio o de sodio 
paro incren1entar la tetnpcratura de digestión. arriba del punto de 
ebullición del ácido sulfúrico. disminuyendo con esto el tien1po de 
digestión. Es importante que durante Ja digestión Ja relación entre el 
ácido y el sulfato sea baja. ya que en caso contrario puede haber pCrdida 
de amoniaco por voJatili:t..ación. (Acnton. 1991 ). 

La adición de ácido percJórico o peróxido de hidrógeno en la 
mezcla de digcsti<jn. se ha sugerido como n1edio para acelerar el proceso 
de digestión y disminuir Ja fOrmación de espuma. (Pcarson. J 988). 

Es importante que al iniciar una dctern1inación de nitrógeno. Ja 
muestra tenga un tamaño de partícula pequeño que asegure su 
hon1ogeneid:1d. En el caso de realizar In prueba con el método Macro­
Kjcldahl se deben pesar entre 0.5 y 1 .O grJn10 de tnuestra. 

Para asegurar buenos resultados y evitar errores en Ja 
dctcnninación .. debido al nitrógeno que pudiesen contener reactivos y 
papeles usados en el proceso de digestión .. se debe trabajar con un 
blanco. 

La destilación se realiza en medio alcalino con adición de 
hidróxido de sodio. El amoniaco liberado es atrapado en soluciones de 

22 



ácidos 1nincralcs. tales como ácido clorhídrico. ácido sulfúrico o ácido 
bórico. 

Los sistcmus KjcldahJ para Ja digestión han cambiado 
considcrablcn1cntc. desde el uso <.fe matraces KjcJdahJ de 800 mi hasta un 
sistema totaln1cntc automatizado. El sistema de Tccator Kjcltcc. ilustrado 
en la figuro 4. utili~ para Ja digestión rubos de vidrio en un bloque 
metálico. la m•Jestra y Ja n1czcJa reactiva se calientan eléctricamente. 
pudiéndose elegir Ja temperatura deseada; para eliminar Jos vapores 
ácidos se colocan capuchones en Ja hoca de Jos tubos. Jos cuales están 
conectados a agua circulante. 

ITTl 
'.~y: 
·~, 

~ 

Figur• 4. Equipo de digestión de #recatar. 
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La destilación c.s el siguiente paso y se Jlcva a cabo en f"onna 
rápida. por arrastre de: vu.por y en fonna automática. Esta etapa puede 
consumir alrededor de 3 minutos, ( fig. 5 ). 

--~:=:-.!·~;:. 
IC'1I .... c:c> 

u e 
-·1- _ ... -

u c:'I a ___ ,,_...,-----

, __________ _ 

Figur• S .. Equipo de destilación de Tccator. 
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La detem1inación de la concentración de amoniaco puede ser 
dctenninada por varias técnicas. Los dos procedimientos comúnmente 
usados son: titulando después de finali7.ar la destilación y mediante 
reacciones colorimétricas. 

La titulación es el procedimiento más sencillo y rápido; las me7.c)as 
de indicadores pueden ser: verde de bromocresol-rojo de metilo o rojo de 
metilo-azul de mctilcno; los agentes titulantes son soluciones valoradas 
de ácido clorhídrico o ácido sulfúrico. (Bcnton. 1991 ). 

Las reacciones químicas que representan este proceso son: 

a. Digestión: 

N orgánico ·I I 12 S04-. NH4H S04 -1- so, + I 120 + co, 

b. Destilación: 

Nll4HS04+ NaOII-. NH, + Na,so. + H,o 

NH, + H,no,-. NH.~ + II,Bo,-

c. ~ntulación: 

Ref. Benton. J; 1991 
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D. VALIDACION DE METODOS ANALl'rJCOS. 

Ln. v:ilidación de un método analítico es una medida de la eficacia 
de un sistcrna analítico en forma total. En otras palabras. los 
investigadores deben asegurarse de que el método. instrumentos. 
solventes., reactivos y todo aquello empicado durante el ensayo. sea 
adecuado parJ que el compuesto sea analizado. 

Los métodos adaptados deben ser verificados bajo condiciones 
actuales de uso._ y las variaciones en Ja metodologia existente tienen que 
ser sujetas a un proceso de validación. (Ciucrra. J 986). 

El diseño clásico para validar una rnetodología analítica. es anali­
zar muestras de referencia que son similares en todos Jos aspectos a Ja 
muestra problema y comparJr con Jos resultados esperados o valores 
certificados. 

J-lay dos tipos principales de procesos de validación: 

a. Validación Prospectiva: csrabJccc Ja evidencia documentada 
para que un sistema esté basado en un protocolo preplaneado. 

b. Validación Retrospectiva: establece la evidencia documentada 
para que un sistema esté basado en Ja revisión y análisis de inforrnación 
histórica. 

Existen dos métodos para Ja determinación de exactitud en un 
proceso de validación: el de adición de estándar y el de placebo 
adicionado. En el método de placebo adicionado9 el ingrediente activo es 
añadido a una mezcla de cxcipicntcs9 éstos no deben tener el mismo 
comportamiento del ingrediente activo; Ja me?.-e:Ja es anaJi7...a.da y 
comparada con Jos resultados esperados. En el método de adición de 
estándar,. una cantidad conocida de estándar es ailadida a la muestra de 
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ensayo; mueslrJ. normal y adicionada son anali:t'..adas .. calculándose eJ 
porcentaje de recobro. En ambos rnétodo.s el recobro es definido con10 la 
porción de estándar obtenido por el en~;ayo entre Ja cantidad de estándar 
adicionado. (Guerra. J 986). 

Para que un método sea confiahlc. dcbcrú ser diseñado parn 
permitir una evaluación estadístico.• a un nivel de contian7...a del 95%. 
Recobros entre 80-100% son aceptables parJ conccntr..tciones mayores a 
100 ppb. (Gucrra.1986). 

Para llevar a cabo un proceso de validación o cualquier trabajo de 
n.itina dentro de un laboratorio. es necesario verificar y asegurarse de 
que: 

a. La muestra con la que se trabtlja sea representativa de un 
Jote. Con frecuencia cuando hay variaciones en resultados para eJ 
mismo producto, es indicativo de un rnaJ nlucstrco y se refleja en el 
grado de precisión. 

b. El chequeo rutinario de las balanzas analíticas purJ. disminuir 
errores sistemáticos en Jos análisis. 

c. El material de vidrio sea lavado y enjuagado con agua destilada. 

d. Las curvas de caJibración son útiles para detectar problemas 
en los instn.imentos electrónicos; si la ordenada pasa sólo cerca deJ 
origen puede indicar un mal funcionamiento del equipo; si una línea 
recta pasa por el cero, indica una linealidad apropiada dentro del rango 
del instrumento. 

En conclusión. la validación es esencial para medir Ja confiabilidad 
de un procedimiento analítico en un problema específico. La validación 
del método puede definirse como el proceso por eJ cual queda 



establecido,. por estudios de laboratorio. que la capacidad del método 
satisface los rcquts1tos para las aplicaciones analítica..-. deseadas,. 
(A lcántar-.., 1993 ). 

La capacidad se expresa en este caso en tCrminos de parámetros 
analíticos: 

Linealidad. 

La linealidad de un siste1na o método analítico .. es su capacidad 
pard que Jos resultados analíticos sean proporcionales a la concentración 
de la sustancia dentro de un n1ngo determinado. 

La ecuación n1atcmática que representa este concepto es: 

y ~ mx + b donde: 

.... y..,. es el valor de la propiedad medida .... m•• representa la pendiente de la 
recta .. "'x"" el valor de la concentración y ... b •• la intcrscccion en el eje de la 
y a una concentración de O. El coeficiente de correlación .. r"" y el 
coeficiente de determinación ur 2

"" son datos estadísticos que nos sirven 
para estimar si los puntos experimentales se ajustan a una linea recta; el 
valor ideal de ur 2 º es 1. 

Los criterios de aceptación., para la linealidad del sistema de 
medición son: 

a. El coeficiente de determinación (r 2
) debe ser 2: 0.98 y, por lo 

tanto., la relación debe ser lineal. 

b. La ordenada al origen debe ser igual a cero. 
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c. El coeficiente de variación de regresión .. debe ser S J .So/o. 

d. La relación entre la concentración y la propiedad tnedida debe 
ser aJtan1entc significativa. 

Los criterios de aceptación para evaluar eJ error sistemático 
proporcional o JincaJidad del rn..:tu<lo analítico son: 

a. La pendiente de la relación lineal. cantidad adicionada y 
cantidad recuperada, debe ser csta<listicarncntc igual a uno. 

U. La ordenada al origen de Ja relación lineal. cantidad adicionada 
y cantidad recuperada. debe ser cstadístican1cntc igual a cero. 

c. El coeficiente de variación debe ser ~ J.Oo/o para métodos 
químicos y espcctroíotométricos. 

d. El coeficiente de determinación r 2 debe ser ~ 0.98. 

c. El intervalo de confian;r.a debe incluir el valor de Ja pendiente y 
en su caso el valor de la ordenada al origen. 

Precisión. 

Precisión de un método analítico es el grado de concordancia entre 
resultados analíticos individuales, cuando el procedimiento se aplica 
repctidarncntc a diferentes muestreos de una muestra homogénea del 
producto; bajo las mismas condiciones (rcpcribilidad) ó bajo diferentes 
condiciones de análisis (reproducibilidad). 

EJ criterio de aceptación para la precisión del sistema de medición 
es que el coeficiente de variación cv. debe ser S I .5%. 
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Para la precisión del método analítico, el coeficiente de variac1on 
total debe cumplir con los fines para los cuales el método será utilizado; 
parJ. métodos crornatográficos 2%. quimico!i y cspcctrofotométricos 3% 
y microbiológicos So/o. 

La rcpctibilidad. la rcproducibiJidad intcranalista y la 
rcproducibilidad intcrdia/analista. debe satisfacer los requisitos 
establecidos para el principio de medición y la utili7.ación del método de 
medición. 

E•actitud. 

La exactitud de un método ann.litico es la concordancia entre un 
valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa 
como el porciento de recobro obtenido del análisis de muestras a las que 
se han adicionado cantidades conocida"i de analito. 

La exactitud del método analítico a una cantidad fija de analito es 
conocida como error sistemático constante y los criterios de aceptación 
son: 

a. El intervalo de confian7..a parJ la media. debe incluir el 100% de 
recobro. 

b. El coeficiente de variación del método químico debe cumplir 
con el propósito para el cual va a ser empleado. Para métodos químicos 
S 3% y volumétricos S 2%. 

c. El porcentaje de recobro en promedio debe ser de 98 a 102% 
para métodos volumétricos y del 97% al J 03% para métodos químicos. 
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Rana:o. 

El rango de un rnétodo analítico es el intervalo entre los niveles 
de conccntr..tción superior e interior de la substancia. el cual se ha 
demostrado que es preciso, exacto y lineal. utilizando el método descrito. 

Est11bilidad analllica. 

Es el conjunto de condiciones en las cuales la muestra mantiene 
constante su propiedad medible en un lapso dcterrninado. 

Las muestras son sometidas a distintas condiciones, por ejemplo: 
dilerentes tiempos de almacenaje. de refrigeración, de temperaturas .. cte. 

De acuerdo al aná1isis estadístico que se utilice, (contraste de 
hipótesis o intervalo de confianza) se debe mostrar que la muestrJ es 
estable si la valoración del tratamiento respectivo es equivalente a la 
valoración inicial 

Límite de cuantificación. 

Es la menor concentración de la sustancia en una muestra que 
puede determinarse con exactitud y precisión aceptable, bajo las 
condiciones de operación establecidas. 

Limite de detección. 

Es la mínima concentración de una sustancia o analito en una 
muestra, la cual puede ser detectada, pero no necesariamente 
cuantificada. bajo las condiciones de operación establecidas. El límite de 



detección es usualmente expresado como la concentración de analito 
(porcentaje. partes por billón. cte.) en la rnucstrJ. 

Especificidad. 

Es la nledida del grado de intcdCrcncia en el análisis de mezclas 
complejas. Es la habilidad de un método analítico para obtener una 
respuesta debida única1nente a la sustancia de interés. El criterio es que el 
método no debe responder a los placebos.. 

Tolerancia .. 

La tolerancia de un n1étodo analítico es el grado de 
reproducihilidad de los resultados analíticos obtenidos por el análisis de 
la misma mucstrd. bajo rnodificaciones de las condiciones normales de 
operación .. tales como diferentes tcmpcrJturas, lotes de reactivos. 
columnas. sistemas de clución. cte. 
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E. INTRODUCCION AL SISTEMA ARMONIZADO. 

Desde tiempos rcn1otos. ha existido un interés en clasificar las 
mercancías. Este interés surgió del deseo de las autoridades de aplicar 
impuestos sobre las n1crcancias que circulahan dentro de sus territorios o 
a través de las lineas frontcri:r..as. f\..1ás tarde. con el desarrollo de las 
sociedades industrializadas. cobró gran in1portancia el saber el nivel de 
tal comercio. aun cuando se aplicar..1n impuestos o peajes. 

Los prirncros sistemas de cla.sificación de rnercancias. consistieron 
en una lista alfabética de Jos productos. a los cuales se aplicaban ciertos 
impuestos o peajes (tasa de derechos). o bien eran eximidas de tales 
grav3rncnes. 

Conforn1c aumentó el nivel 
internacional. se hizo necesaria la 
aduanera tipo. para asegurar: 

e importancia 
creación de una 

del comercio 
nomenclatura 

a. La clasificación sistemática de todas las mercancías que se 
cncucntr..1n en el comercio internacional. 

b. Una clasificación internacional unifonnc de todas las 
mercancías,,. sobre una base lógica en las tarifas de todos los paises que 
adoptaran la nomcnclatuni. 

c. La adopción de un lenguaje aduanero común aceptado a nivel 
internacional. 

d. Una recopilación de datos uniíorn1e a nivel mundial parJ. Ja 
comprobación de estadísticas con1erciales. 

Es así • que en base a las necesidades ya mencionadas se consolida 
la Ley del Impuesto General. 

La Ley del Impuesto General de Importación de México, (mejor 
conocida como Tarifa de Importación) clasifica todos los bienes objeto 
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de comercio internacional y dctcnnina el pago de in1puestos de 
importación para cada producto específico. 

La Tarifh asigna a cada producto un código de 8 dígitos , conocido 
como tracción arancclari;1. y para cada fracción arancelaria determina un 
impuesto de itnportación. conocido corno arancel. 

El sisterna de clasificación utilizado en la Tarifa de Importación 
Mexicana es el ••sistcrna Arn1oni7..ado para la Codificación y 
Designación de Mercancías··. Este esquema de nomenclatura 
internacional es utili?.ado tarnbién en los EE.UU. y Canadá. 

El Sistema Armoni?..ado cstahlcce un esquema de clasificación 
común para Jos paises usuarios ha....,.;ta el nivel de seis dígitos del código. y 
deja a criterio y necesidades de cada país la utiliz..ación de subdivisiones 
adicionales. Así. a nivel de los primeros seis dígitos del código. México. 
EE.UU. y Canadá n1anticncn el rnisrno sistema de clasificación para 
todos los productos con1ercialcs. 

La tarifa de importación y la de exportación están compuestas por: 
22 secciones. 97 capítulos. 31 subcapítulos. 1247 partidas. subpartidas y 
fracciones arancelarias. Las mercancías dentro de la tarifa se encuentran 
organi:;r..adas de lo más simple a lo más complejo. esto es. primero 
encontramos la clasificación de Jos productos en estado natural y 
posteriormente los productos derivados y elaborados con éstos. 

Los dos primeros dígitos corresponden al capítulo; Jos cuatro 
primeros dígitos a la partida dentro del capitulo~ Jos seis primeros dígitos 
a la subpartida dentro de Ja partida y Jos ocho dígitos a Ja fracción 
arancelaria. 

J. La clave SA (sistema armonizado) para Ja vainillina es 0905.00. 
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2. La clave SA par.i para goma guar es 1302.32. 

3. La fracción arancelaria 3504.00.06 corresponde a los aislados de 
proteína.~ de soya. 

4. La fracción arancelaria 2 J 06.1O.O1 es para Jos concentrados de 
proteína de soya. 

5. La fracción arancelaria para prcparuciones alimenticia....c; a base de 
productos lácteos y proteínas de soya es 190 J .90.03 

6. En la partida 0404 se encuentran productos lácteos y sus mezclas:. 

7. El capítulo 30 abarca productos fannacéuticos. 

8. La partida 3003 es para Jos medicamentos constituidos por productos 
mezclados entre sí .. para usos terapéuticos o profilácticos. sin dosificar ni 
acondicionar para su venta al por menor. 

9. La subpartida 3003.1 O medicamentos con Penicilina o Estreptomicina 
o sus derivados. 

10. La subpartida 3003.20 incluye medicamentos que contengan otros 
antibióticos. 

11. La fracción arancelaria 3003.20.01 es para desinf"ectantes para boca. 
nariz. oídos o garganta. 



11. PLANTEAMIENTO DEL PKODLEMA. 

Aclualn1cntc se están irnponando n1crcancía..."i a base de productos 
lácteos o sus mezclas (suc.-o de leche. leche descremada .. leche entera. 
caseinatos,. cte.) y preparaciones lácteas .. las cuales pueden traer corno 
ingredientes ajenos a la leche. concentrados y aislados de proteínas de 
soya. 

Resulta de gran interés y es indispensable identificar estos 
derivados por los siguientes motivos: 

a. En ocasiones el n1arbctc o información que ampara Ja mercancía 
no corresponde con su verdadera constitución. 

b. El tratamiento fiscal es diferente en estos dos tipos de productos 
(facilidad de importación. tasa nrancclaria.. precio del producto. 
autorizaciones y permisos previos). 

En el área analítica se plantean dos problemas: 

1 .. Las metodologías existentes para idcnti ficar Jos productos proteínicos 
de soya son poco prjcticos por lo siguiente: 

a .. La separación de las proteínas de la soya en productos JácteoS 9 

en su punto isocléctrico es dificil. porque la caseína de la leche también 
precipita. 

b. La electroforesis y la cromatografia de liquides a alta presión 
son técnicas sensibles a la dcsnaturali.zación y Jos cambios 
conformacionalcs en productos procesados9 en donde hay formación de 
puentes sulfhidrilo-disulfuro entre caseína y las albúminas y globulinas 
del suero de la leche. (Douglas and Tohias, 1982). 
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c. La identificación de fibra de soya mediante la observación 
rnicroscopica se convierte en un requisito dificil de cumplir. 
considerando que entre rno.ís alto es el contenido de proteínas en un 
producto. menor es la cantidad de fihra; aden1ás. hay que recalcar que se 
trata de preparaciones. en donde el derivado de suya puede estar en baja 
proporción. 

d. Las n1ctodologías existentes requieren de un material con el que 
no siempre se cuenta en los laborJtorios. 

Por lo anterior se plantea la necesidad de desarrollar una 
metodología sencilla y prñctica. que pcrn1ita detectar productos 
proteínicos de soya cuando existan. en cualquier proporción. con 
productos lácteos y sus rnczclas; y de esta forma proponer una 
clasificación arancelaria correcta. 

2. Los aislados y concentrados de proteína de soya son productos que se 
diferencian por su contenido de proteínas. sin .:mbargo algunos quedan 
entre los limites de los porcentajes de proteínas y es dudoso plantear su 
identidad. 

Por lo antes expuesto se hace necesaria la existencia de un método 
confiable para cuantificar proteinas9 que permita decidir sobre la 
naturaleza de los productos proteínicos de soya y de esta forma 
clasificarlos correctamente. 
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111. oe.n:..-1vos. 

J. Detectar la presencia de los aislados y concentrados protc1n1cos de 
soya. en mezclas con productos lácteos. mediante la extracción y 
precipitación del ácido fitico. 

2. Validar el método Kjeldahl adaptado para cuantificar proteínas en 
concentrados y aislados de proteína soya. utilizando el equipo Tecator. 

IV. lllPOTESJS. 

J. Si el ácido fitico permanece en productos de soya procesados y 
además,. es extraído y precipitado en presencia de productos lácteos. 
entonces se podrá detectar la presencia de derivados proteínicos de soya. 

2. Si el método para cuantificar proteínas es confiable. entonces se podrá 
dif"erenciar correctamente entre un concentrado y un aislado de soya. 

38 



V. PARTE EXPERIMENTAL. 

A. MATERIAL V EQUIPO. 

Balan?..a analítica Fishcr 250 .. calibrdda. 

Barras magnéticas de 3 cn1 de largo. 

Burela de 50 mi. calibrada. Kimax. 

Burcta de 25 mi, calibrada. Kimax. 

Frasco dosificador (10-30 mi). Tccator No. 15212002. 

Gradilla para tubos Tecator 6 pla7-'1.~. cat. 1000-0831. 

Marco de pesas certificado. 

Matraz aforado y calibrado de 1 litro. Pyrcx. 

MatrJces Erlcnmeycr de 300 mi, Pyrcx. 

Matraces Erlcnmeyer de 500 mi. Pyrex. 

Papel glassinc. 

Papel parafilm. 

Papel Wathman del No. 4. 

Parrilla de agitación y calentamiento 
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Probeta de 50 mi. Pyrcx. 

Probeta de 100 mi. Pyrcx. 

Sistema de destilación (Kjcltcc Systcm 1026). 

Sistema de digestión (Uigcstion Systcm 6 Tccator). 

Tubos de digestión Tccator. cat. 1000-0158. 

B: REACTIVOS. 

Acido Bórico. reactivo analítico. Productos Químicos Monterrey. lote 
003141 (Méx.) 

Acido Sulfúrico. reactivo analitico, Mcrck; pureza 95-97o/o. No. cat. 731. 

Agua destilada. 

Cloruro Férrico. 

Hidróxido de sodio. donativo. 

Peróxido de 1-lidrógcno al 30%. reactivo analítico. donativo. 

Rojo de Metilo, Merck. lote 7020113 (Germany). No. cat. 6076. 

Selenio en polvo. donativo. 

Sulfato de Potasio. reactivo analítico. Baker, lote G 14453 (Méx.), No. 
cat. 3. 



Tetraborato de amonio (Ammonium hydrogen tetraborate, general 
purposc reagcnt). llopkin and Williams, Ltd. (England) No. cal. 1428. 

Verde de bromocrcsol. Mcrck, lote 9930452 (Germany). No. cat. 8121. 

C. SOLUCIONES: 

Acido Sulfúrico O.IN. (Ver ancxo2) 

Mezcla reactiva de selenio. (Ver anexo 2) 

Solución de Acido Bórico al 4o/o con indicador. (Ver anexo 2) 

Solución de hidróxido de Sodio al 40%. (Ver anexo 2) 

Solución de HCI y Na2 S04 • (Ver anexo 2) 

Solución de FeCl 3 .6 H 20 y HCI. (Ver anexo 2) 
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D. PROCEDIMIENTOS. 

l 
Lincaltdad 

del 
Sistema de 
Medición 

VALIDACION n•:I~ f\1ETOl>O 
K.IELDAllL l•AKA ClJANTl•"ICAR 
PROTEINAS EN AISLADOS V 
CONCE?'ll'THADOS DE SOY A. 

l.>ctc-nnmao.:1<\n de pruteinao¡; ~ mu~tra 
de rcfe1"cnc1a. concC'ntraJu u ai~l .. Jn d.­
~y• 

1 Seleo.:ctOu de cst.anJ...,. pnmano) 
detcnn1na.:1ón de su puro:-.l'i 

VALIDACION 

L .r ! 
EJ110aC111ud LmcahduJ 

del del 
Mttudn Mttodo 
Analllu:.o Anallt1cn 

1 

¡ 
Precbión 

del 
Método 
AnaHtu;o 

DET"•:KMINACION DE 
ACIUO FITICO. 

Mc.r..:;las ~ a1sl~ dC' 
!ID)' a con productO'\ 
IJr,cteo!I 

l 
Estab1l1d.d 
Analltica 

de la 
Muestra 

l 
Limite de 
Dttecci6n 
y Cuanti­
ficación 
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1. Identificación del ácido tilico en producto!'I de soya. 
Reí. Thompson. D.n. 1982. 

Se han us~tdo varios métodos de extracción. los más adecuados son 
los que llevan co1no ingrediente el sulfato de sodio. con el cual se ha 
visto que mejora o aun1cnta la cantidad de ácido fitico en los extractos. 

Al agregar al extracto Fe Cl 1- l ICI se forn1a un precipitado de fitalo 
'férrico,. éste está formado por R iones fCrricos que interactúan con el 
anión fitato. donde cada ión fCrrico puede estar entre 2 fitatos. 
(Thompson. 1982). 

De acuerdo a Early ( 1944 ). hay una relación 4:6 entre el hierro y el 
fósforo. 

Las muestras a las que se les va a identificar el ácido fitico deben 
estar homogcnei:l'.adas y molidas. además de tener bajo contenido de 
grasa para facilitar este procedimiento. por lo cual se sugiere extraerlas 
con ctcr. 

a. Colocar 10 g de la muestra que se va a analizar en un matraz 
Erlenmeyer y agregar 100 mi de una s.->lución de HCl-Na2 S04 • 

b. Agitar el contenido del matraz en forma mecánica durante dos 
homs y filtrar a través de papel Whatman No. 4. 

c. Calentar a ebullición hasta precipitar todas las albúminas y 
globulinas que puedan interferir en una reacción posterior,. filtrar 
nuevamente. 

d. Pipetear dentro de un tubo de ensayo 1 O mi del filtrado y 
adicionar 12 mi de una solución de FeCl3 - 1-ICI. 
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e. Agitar cJ contcnic..lo y calentar en baño de agua .. el tiempo 
necesario hasta ohscrvar floculación. en caso de que el ácido fitico esté 
presente, ( Thompson, D; 1 981 ). 

f. Preparar n1czcJas de aislado de soya con diversos lotes de 
productos lácteos; (suero de leche. leche entera., caseína.. leche 
descremada ) variar el contenido de aislado de soya en un rango de 1 a 7 
o/o cunsidcrJndo que se pesan 1 O g de muestra; aplicar el procedimiento 
anterior. 

2. Determinación de proteínas por el m~todo Kjeldahl (Equipo 
Tec:ator). 

Rcf. Manual Tccator. 

a. Pesar Ja cantidad de.! rnuestra conveniente en papel glassinc y 
colocarla en un tubo para digestión; trJnsfcrir el tubo a la gradilla del 
digestor. 

b. Agregar aproximadan1cntc 4 g de mezcla reactiva de selenio .. 12 
mi de ácido sulfúrico conccntrJdo y 4 mi de peróxido de hidrógeno. Se 
prepar..t un blanco de la rnisrna manera, utilizando únicamente papel. 

c. Colocar la gradilla con los tubos en el digestor Tccator. a una 
temperatura de 350-400 ºC. Dejar en digestión durante 30-40 minutos o 
hasta que el líquido se torne translúcido. 

d. Retirar Ja gradilla con los tubos y dejarlos enfriar; 
posteriormente agregarles J 00 mi de agua destilada por las. paredes con 
precaución. 



e4 Para destilar. preparar matraces Erlcnmcyer con 25 ml de 
solución prcpan.:lda de ácido bórico al 4°/o y 100 ml de agua. 

f. Efectuar la destilación del blanco y colocar el tubo con un matraz 
recibidor en la unidad de destilación "'Kjcltec": esperar a que se realice la 
destilación. 

g. Efectuar la destilación de las n1uestras utilizando el mismo 
procedimiento. 

h. Titular el destilado. con solución valorada de ácido clorhídrico o 
sulfúrico 0.1 N. hasta el vire del indicador. 

Cálculos: 0.014 X N x ( V-Vb) X 100 
º/o Nitrógeno ~ ----------

N = Nonnalidad del ácido valorado. 
V= Volumen del ácido valorado. 

p 

Vb =Volumen de ácido gastado por el blanco. 
P = Peso de la muestra. 
o/o Proteínas = º/o Nitrógeno x F 
F = 6.38 en productos lácteos. 
F = 6.25 en los demás productos. 

4S 

1 
¡ 
1 
1 
1 

1 
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3 .. Validación del Método Analítico para cuantificar Proteínas .. 
Reí. Alcántara. A. J 993. 

Selección del estándar primario. 

La calibración del proccdi1nicnto Kjcldahl es esencial para asegurar 
la precisión de la dctcrn1inación (Dux. 1986). así como el alto 
desempcilo del n1étodo. Las etapas de digestión y de destilación pueden 
ser monitorcadas por el uso de estándares apropiados. 

La selección del estándar se hasa en que éste y la sustancia a 
analizar deben tener una cornposición y comportamiento químico 
similar. 1-Jay varios estándares reconocidos y certificados por Thc lJnitcd 
National Jnstitutc of Standards Tcchnology~ (Hcnton., 199 l ). 

a. Efectuar prucha~ con la sal de borato de amonio y estándares 
primarios reconocidos como el sulfato de amonio y fOsthto diácido de 
amonio. 

b. Reproducir las condiciones del sistema de medición del método 
KjcJdahl .. pesar cantidades diferentes de cada sal y disolverlas en 25 mi 
de solución de ácido bórico aJ 4o/o~ con indicador; agregar 100 mi de 
agua y titular con ácido sulfúrico 0.1 N. 

c. Elegir Ja sal que dC mejores resultados y que reproduzca las 
condiciones del sistema <.Je medición del método Kjeldahl. Continuar 
trabajando con ella en las siguientes etapas. 

Linealidad del Sistema de Medición. 

Se determina construyendo una curva de calibración de una misma 
solución patrón.. utili7..ando cuando 1ncnos 5 diluciones y haciendo 
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análisis por duplicado parJ cada dilución. El intervalo entre las 
conccntrncioncs a utilizur dependerá del propósito del método; deberá 
estar incluido el contenido de anaJito esperado en las 1nucstras. 

La linealidad junto con Ja prccisiún. son Jos primeros parámetros 
que se evalúan en una validación. 

a. Pesar 40 g de borato de amonio. c.:on un contenido de nitrógeno 
conocido y aforar en un n1atraz volumétrico de J lt .. cada mililitro 
contiene 2.703 mg/n1J de nitrógeno. 

b. Tomar alícuotas por lo n1enos por duplicado de solución de 
borato de amonio. de: 2.5 mi. 5.0 mi, 7.5 mi. 1 O.O mi. 12.5 mi. 15.0 mi. 
17.5 mi. 20.0 mi. 22.5 mi y 25.0 mi. 

c. Transferir cada alícuota en un n1atraz Erlcnmcycr de 300 mi. 

d. Adicionar 1 00 mi de agua. 

e. Agregar 25 n1J de solución de ácido bórico al 4°/o .. con indicador. 

f. Titular con solución valorada de ácido sulfúrico 0.1 N (correr un 
blanco para corregir volumen). 

Preci!lión del Sistema de l\1cdiciún. 

Para su dctcrrninaciún.. un analista debe analizar de manera 
independiente por Jo menos 6 diluciones a partir de la misma solución 
patrón .. correspondiente aJ contenido de anaJito esperado en las 
muestras. El punto central corresponde a 25 mi de solución titulantc de 
ácido sulfúrico 0.1 N y equivalente a aproximadamente a 500 mg de 
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borato de amonio. (El contenido de nitrógeno en la solución preparada es 
de 2.703 mg/ml). 

a. Pesar 40 g de borato de an1onio. con un contenido de nitrógeno 
conocido; transferir a un matraz aforado de 1 lt; agregar agua hasta el 
aforo. 

b. Tomar 6 alícuota.. ... de 12.5 n1I y transferir a n1atraccs Erlcnmcycr 
de 300 mi. 

c. Adicionar 100 n1l de agua y 25 n1l de solución de ácido bórico al 
4%. con indicador. 

d. Titular con solución de ácido sulfúrico 0.1 N (correr un blanco 
para corregir volun1en). 

Determinación de la Exactitud del l\1étodo Analítico • 

Un analista debe preparar de manera independiente. por lo menos 6 
muestras adicionadas de anulito. de tal forma que se obtenga la 
concentración del 1 OOo/o del analito esperado en las muestras de intcrCs. y 
recuperar la sustancia mediante el método de medición. bajo las mismas 
condiciones de an3.lisis. 

a. Determinar el error sistemático constante del método analítico 
o exactitud del método a un porcentaje fijo de 70% y 90% de proteínas .. 
utili:l'..ando muestra adicionada que consuma un volumen titulante 
comprendido en el intervalo de linealidad del sistema de medición. 

b. Pesar para los dos niveles de análisis 0.3 g de muestra; para el 
primer nivel adicionar 39.6 mg de borato de amonio y para el segundo 
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131.6 1ng. Pesar las nuu.:stras por scxtuplic.ado y de manera 
independiente. 

c. Colocar las n1ucstrus pcsndas en los tubos de digestión ·recatar y 
realizar el procedimiento para dctcrn1inación de nitrógeno. 
(Procedimiento No. 4). 

d. c:alcular porcentaje de proteínas y porcentaje de recobro. 

Linealidad del Método Analítico. 

La dctcnninación consiste en que un analista prepare muestras 
adicionadas de estándar o analito. de manera independiente. por lo menos 
por duplicado 9 como mini1no a tre!i distintas cantidades adicionadas; para 
la recuperación del anatito se debe cn1plcar el mismo método de 
medición. bajo las mismas condiciones de análisis. 

La dctcrn1inación de la linealidad del método o error sistemático 
proporcional se rcali7.a después de que la evaluación de la exactitud del 
método analítico haya resultado satisfactorio. 

a. l)ctcnninar el error sistemático proporcional del método. 
utilizando muestra adicionada en el intervalo de 65°/o a 95°/o. de tal 
manera que consun1a un volun1en titulantc co1nprcndido en el intervalo 
de linealidad del sistema de medición. 

A1 testigo de referencia adicionar estándar de horato de amonio. La 
cantidad de muestra seleccionada y de estándar agregado se basa en: 
que ambos deben ga..o:;tar un volumen titulantc comprendido dentro de la 
curva estudiada (prcfcrcntcmcntr.: ± 25 mi) ; muestra y estándar deben 
ser pesados adecuadamente y el contenido de nitrógeno de ambos al ser 
convertido a proteínas dchcn cubrir un rango de 65 °/o a 95 o/o. Utilizar la 

49 



ecuación de Ja dctcrn1inación de proteínas~ por ejemplo .. para el nivel de 
70% se calculó: 

Donde: 

70/6.25 = 0.014 X 1 00 X 0.0981 X (21 .46 + y) / 0.3 

70 = contenido de proteínas requerido. 
6.25 ~ t3ctor de conversión. 

0.014 ~-= miJiequivalente del nitrógeno. 
0.0981 = normalidad del ácido titulante. 

21 .46 = volumen de ácido gastado por 0.3 gramos de 
muestra testigo. 

y = volumen que debe gastar el estándar y que se 
convierte a miligramos de éste~ para cubrir el contenido de nitrógeno 
requerido (0.3402 g de borato de a1nonio consurncn 25.83 mi de ácido); 
en la ecuacibn se despeja ... yn. 

b. Pesar en papel glassine. para todos Jos niveles 0.3 g de muestra y 
adicionar para el nivel 65%. 16.5 mg de borato de amonio; para el 70%., 
39.6 mg; para el 80%. 85.6 rng; para el 90o/o, 131.6 mg y para el 95%. 
154.6 mg . Cada determinación se hace por triplicado. 

c. Transferir a tubos de digestión Tccator y continuar con el 
procedimiento para determinación de proteínas (procedimiento No. 4). 

d. Calcular los porcentajes de proteínas y los porcentajes de 
recobro correspondientes a cada 1nedición. 

Prec:isión del Mé1odo Analilicu .. 

Se debe llevar a cabo cuando menos por dos analistas .. en dos días 
dif'ercntes, analizando cada muestra por triplicado. Trabajar de manera 
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independiente partiendo de una rnucstr..i homogénea del producto. 
cercana al t OOo/o de la concentración teórica. (cantidad de analito 
esperado). 

a. Analizar un concentrado de proteína de soya. que contiene 
6 t .45% de proteínas. 

b. Realizar cada dctcrnlina.ción por triplicado .. cada uno de los 
analistas en dos días diferentes. 

c. Utilizar el Método Kjeldahl. tratando de gastar un volumen 
titulantc conlprendido en el intervalo de linealidad del sistema de 
medición. 

Estabilidad Analitica de la Muc,.tra. 

El análisis consiste en comparJr los resultados obtenidos como 
mínimo en tres muestras pesadas de forma independiente. con los 
obtenidos de las mismas muestras cambiando las condiciones. Las 
muestras se almacenan bajo diferentes condiciones de temperatura 
ambiente. refrigeración. luz. etc .• por el tiempo preestablecido por el 
analista. Reanalizar las muestras bajo las mismas condiciones de 
operación. para cada tiempo. de acuerdo con lo establecido por el método 
analítico. 

a. Pesar 16 muestras en papel glassinc y tr..1nsfcrir a tubos de 
digestión. 

b. Realizar la digestión y la destilación como en el procedimiento 
para cuantificar proteínas. (procedimiento No. 4). 



c. ,.itular los n1atraccs del destilado: 4 de inmediato,. 4 a tas 18 
horas; 4 a las 42 horas. y 4 a la5 66 horas. 

d. Ca.lcular porcentaje Je proteínas. 

Limite de Dctccci()n y Límite de Cuantificación del Sistcm• de 
Medición. 

Se evalúa la respuesta de la sustancia de intcrés9 corno m1n1mo a 
tres diluciones a concentraciones bajas .. por triplicado; partiendo de una 
misma solución patrón y determinando la respuesta de 6 blancos 
preparJ.dos de n1ancra independiente. La determinación se efectúa por un 
mismo analista. bajo las mis111as condiciones de operación. 

a. Determinar el límite de detección y cuantificación. utilizando 
una cantidad de borato de an1onio que se titule con 0.5ml. 1 .O y 2.5 mi de 
ácido sulfúrico 0.1 N. ·rrabajar por duplicado en cada caso y corriendo 6 
blancos. Cada mi de solución de borato de amonio contiene 0.7569 mg 
de nitrógeno. 

b. Pesar 3.6198 g de borato de amonio. disolverlo y llevarlo al 
aforo en un matraz volumétrico de 500 ml. 

c. Tomar 5 alícuotas de 1 mi, 2 mi y 5 mi. 

d. Transferir a matraz Erlcnmeycr de 300 mi; adicionar 100 mi d"' 
agua y 25 1nl de solución de ácido bórico al 4º/o9 con indicador. 

e. Titular con solución valorada de ácido sulfúrico 0.1 N. 

f. Correr 6 blancos. no corregir el volumen. 
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VI. RESULTADOS. 

A. DETERMINACION DE ACIDO ... ITICO. 

Productos lácteos 

º/o de aislado 1 3 5 7 
de soya 

Tiempo de no-
culacii1n .. min. 

o NF NF NF F 

s T T T F 

10 T T F F 

IS T F F F 

Cuadro V. Identificación de aislado de proteína de soya en productos 
lácteos mediante extracción del ácido fitico. 

Donde: 
NF= No hay floculación 
F= Floculación 
T= Turbio 
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B. VAJ,IDACION DEL METODO ANALITICO. 

J. Li11ealidad del ~i~temu dt.• mcdició11. 

mg. Nitrógeno (x) mi. 111 so. 0.0981N (y) 

-6.7575 4.9 
6.7575 4.9 
13.5150 9.8 
13.5150 9.8 
20.2725 14.8 -
:W.2725 14.85 
27.0300 19.8 
27.0300 19.8 
33.7875 24.7 
33.7875 24.6 
33.7875 24.6 
33. 7875 24.6 
33.7875 24.6 
33. 7875 24.6 ---
40.5450 29.7 
40.5450 29.6 
47.3025 34.55 
47.3025 34.6 
54.0600 39.4 
54.0600 39.5 
60.8175 44.4 
60.8175 44.4 
67.5750 49.25 
67.5750 49.15 .. 

Cuadro 6. Volumen de ac1do sulfuraco consumido por m1hgramos de 
nitrógeno. 
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2. Preci~dón del shdema de n1edició11. 

mg. de Nitróacno mi. H 2 S04 0.098JN 

33.7875 24.7 
33.7875 24.6 
33.7875 24.6 
33.7875 24.6 
33.7R75 24.6 
33.7875 24.6 

Cuadro S. Volumen de ácido sulfúrico consumido en el punto central de 
la curva de linealidad. 

Estadii=raf"os Re.-.ultados 

y 24.6167 
s 0.0408 

CV 0.1658 

Cuadro 9. Valor de los estadígrafos calculados en el estudio de Ja 
precisión del sistema. 
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3. Exactitud del Método Analítico (Exactitud al 100 •/o). 

0/o Protcina!'I mi. 11 2 so. .,/o .. roteina 0/a de recobro 
(mu~~•ra 0.0981N recupcr•da (Y) 

adicionada) (ll) 
70 24.4S 69.9110 99.8729 
70 24.4S 69.9110 99.8729 
70 24.6S 70.4828 100.6897 
70 24.SO 70.0S39 100.0770 
70 24.40 69.7680 99.6686 
70 24.SO 70.0S39 100.0770 
90 31.30 89.SS71 99.S079 
90 31.3S 89.7002 99.6669 
90 31.S 90.1294 100.1438 
90 31.S 90.1294 100.1438 
90 31.6 90.41 SS 100.4617 
90 31.4S 89.9863 99.9848 

Cuadro 10. Valores de recobros de proteína en el estudio de exactitud 
para concentrados y aislados de soya. 

Elltadigrafos Resultados 

70°/o 90°/o 
y 100.0430 98.9848 
s 0.3518 0.3483 
IC 99.6738 99.6193 

SRS sRs 
100.4122 100.3504 

CV 0.3516 0.3483 
Cu•dro 11. Valor de los estadtgrafos calculados en el estudio de 
exactitud al 100 %. 
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4. Linealidad del Méf:odo Analítico. 

º/o de Protcinas mi. 11 2 so. º/o Proteínas 
(mut:-stra 0.0981N recuperadas "Yo Recobro 

adicionada)(X) (Y) 
65 :!2.7 64.95040 99.92369 

~65 _____ 
22.65 64.80730 99.70353 

65 22.6 66.66430 99.48346 
70 24.45 69.91100 99.87285 ·-70 24.45 69.91100 99.87285 
70 24.65 70.48280 100.68971 
70 24.5 70.05390 100.07700 
70 24.4 69.76798 99.66854 
70 24.5 70.05390 100.07700 
80 27.9 79.80230 99.75287 
80 27.95 79.97190 99.96487 
80 28.0 80.11500 100.14365 
90 31.3 89.55710 99.50788 
90 31.35 89.70020 99.66688 
90 31.5 90.129400 100.14377 
90 31.5 90.129400 100.14377 
90 31.6 90.415500 100.46166 
90 31.45 89.986300 99.98477 
95 33.3 95.279600 100.29431 
95 33. 1 94.675800 99.65873 
95 33.0 94.421250 99.39078 

Cuadro 12. Valores de recobros de proteínas en el estudio de la 
linealidad del 1nétodo analítico. 
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S. Precisión del método analitico (Reproducibilidad) 

An•lista!I (.:) 

1 1 2 
Día 1 1 61.0629 61.7231 
( .i e) 60.8366 61.5527 

61.0159 61.1317 
60.8785 60.9856 

Dia 2 60.7886 61.5591 
60.7617 61.8539 

Cuadro 14. Porcentajes de proteína obtenidos por dos analistas. en dos 
días diferentes. 

Fuente de g.I. Suma de Media de Fcal F teórica 
vari•ción cuadrados cuadrados ~.05 

Analista 1 0.99873 0.99873 50.60 glo/ .. ld 18.51 

Dial Analista 2 0.03948 0.01974 0.26 gld/gle 4.46 

Error 8 0.61127 0.07641 --

Cuadro IS. Tabla de Análisis de la Varianza. 
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Re!lultadm1 

y 61.2209 o/o 
s 0.3872 

cv total 0.6330 o/o 
variación intcranalista 0.4039 

cv interanalista 0.659!1°/o 
Rcpctibilidad 0.5411! 

Cu11dro 16. Estadíg.rafos olitenidos en el estudio de la precisión del 
método. 

6. E!ltabilidad Analítica de la ~1ue,.lra 

Tiempo O Horas 19 lloras 42 Horas 66 Horas 

61.0652 61.2414 61.0664 61.6787 
proteínas 61.0560 61.6310 61.1490 61.3671 

61.1930 61.6002 61.21197 61.8065 
61.6136 61.3601 61.5581 61.6940 

Cu•dro 17. Porcentajes de proteínas obtenidos titulando a diferentes 
tiempos de almacenaje después de destilar. 
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Condiciones de 11> calculada!I to teóric• Media 
almacenaje a ce O.OS, gl 12 aritmétic• 

tempeatura ambiente t=3 
tiernpo O 61.2320 

19 lloras 1 .482870 2.68 61.4S82 

42 f-loras 0.221945 2.68 61.26S8 

66 1-lorns 2.6S2126 2.68 61.6366 

Cuadro 18. t de Dunncttc calculadas y rnedias aritméticas a diferentes 
tiempos de almacenaje. 

7. Limite de l)etección y Cuantificación. 

mg de nitró- mi.de H2 so. 0.1077 N (y) 
seno (x) 

0.7S69 O.SS 0.60 0.60 o.so o.so 

l.S 138 1.00 1.00 l.OS 1.00 0.9S 

3.784S 2.40 2.60 2.SO 2.SO 2.SO 

Blancos O.SS 0.60. 0.60 o.so o.so 

Cuadro 19. Volumen de ácido sulfúrico consumido por la cantidad 
mínima de nitrógeno. 

62 



F:~tadis:r•fos Resultados 

s 0.05000 

m 0.64789 

Sy/x 0.05500 

cv 4.07417 

r 
. 0.99624 

JC 0.62404 SMS 0.67174 

LO 0.46305 

LC 0.77174 

Cuadro 20. Valor de los estadigrafos calculados en el estudio del limite 
de detección y cuantificación del método. 
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VII. ANALISIS DE R•:su1:rADOS. 

En el rnétodo para dctcrn1inar el itcido fitico se observa que la 
floculación es un indicativo de que hay presencia de cualquier producto 
de soya; se utilhf..a un aislado proteínico como testigo porque este es un 
producto alta1ncnte proceso.ido .. el cual por tener menos fibra es más 
dificil de identificarlo en preparaciones alin1cnticias. 

Se sugiere que en las muestras con alto contenido de grasa sea 
eliminado algo de ésta .. ya que obstruye una filtración rápida. 

La presencia al 1°/o de .aislado de proteína de soya en productos 
lácteos puede ser visualizada aunque con cicna inseguridad; sin 
embargo .. cuando hay 3o/o o n1ás los resultados se vuelven confiables. 

La taita de constancia en los resultados cuando hay un porcentaje 
bajo de aislado de soya. probablen1cntc se deba a la pequeña cantidad 
de ácido fitico contenido en la muestra. a la interacción de éste con las 
proteinas .. o la solubilidad mínima que tenga el complejo ácido fitico­
hicrro en el medio extrayentc. 

Esta prueba es negativa para los pruductos lácteos probados (suero 
de leche .. leche entera. caseína .. leche descremada) .. aunque la presencia 
de albúminas y globulinas pueden interferir en la interpretación de los 
resultados. si estas no son eliminadas totalmente. Es necesario trabajar 
con un blanco para evitar errores. 

El tictnpo de floculación nos da idea del lapso en el cual podemos 
esperar una prueba positiva .. ya que a tiempos mayores se pueden 
precipitar sales u otro tipo de compuestos que den un resultado positivo. 



El Método Kjeldahl tradicional (con matmccs tipo Kjeldahl) 
brinda buenos resultados; sin ernbargo los cambios a nivel de 
instrumentación. n1atcrial y reactivos deben ser evaluados. 

La rnetodologia con el equipo Tccator utili;;o..a menos volumen de 
ácido sultl1rico. la digestión se rca1i7..a en tubos y el tiempo de digestión 
disminuye; en trabajo rutinario se usan reactivos sin n1arca y la.."i mezclas 
rcactiVa!i se preparan en el mismo lugar. es decir. la variabilidad de las 
condiciones del método aun1entan. 

La validación de esta 1nctodologia es importante para respaldar los 
resultados obtenidos y así tener seguridad en las conclusiones. 

La primera etapa dentro del estudio de la validación consiste en 
seleccionar el estándar primario para checar todo el sistema de medición; 
no todas las sales sugeridas son apropiadas. la mejor es la que responde 
de manera semejante al comportamiento de las muestras; el tetraborato o 
borato de amonio es una sal estable. de pureza y composición conocida 
que respondió a los requerimientos del método. 

La validación del método es un procedimiento que nos pcnnitc 
conocer el método y su respuesta con las muestras de interés. 

•~os parámetros evaluados son: 

Precisión del sistema de medición .. 

Se preparó una solución de borato de amonio que tuviera una 
cantidad de nitrógeno. que al tomar cierto volumen gastara 
aproximadamente 25 mi de ácido sulfúrico; este valor se tornó como 
punto central al considerar que hay menos errores de medición. 
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a. La desviación estándar es una medidad de la precisión y 
representa la variación individual con respecto a la media. el valor 
obtenido de 0.04 I rnl nos indica que 1.a dispersión de los resultados es 
mínima; adcrnás. comparando este valor con la escala mínima del 
sistema de medición utilizada en el cxpc.-imento. se esperaría un máximo 
de variación de O. I mi. mcdihlcs en la bureta y la desviación estándar 
es menor. por lo que los resultados son aceptahlcs. 

b. El coeficiente <le variación (cv) que se obtuvo , O. l 658o/o , es 
menor al aceptado corno criterio ($ 1.5%) por lo que también se 
considera que hay precisión en las dctcnninacioncs. 

c. La amplitud máxima es 4s = 0.164. esto significa que cuando un 
analista realiza un duplicado el resultado no variara más de 0.164 
unidades. 

Por los datos obtenidos de diversas formas se asegura que el 
sistema de medición es preciso. 

Linealidad del sistema de n1edición .. 

Se estableció tr..ibajar en un rango de contenido de nitrógeno en 
donde se consumieran volúmenes, que fucrJn de 5 mi a 50 mi; de esta 
fonna se cubrían valores de nitrógeno de los concentrados y aislados 
proteicos de soya de con1posición conocida y desconocida. 

a. El valor del coeficiente de determinación (r2
) obtenido es J, lo 

que nos indica que hay una relación lineal entre el volumen de ácido 
sulf"úrico consumido (y) y el contenido de nitrógeno (x) en el intervalo 
de 6.7575 mg a 67.5750mg de este analito. 
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b. El valor de la pendiente "m ... 0.7295. al ser dif"erente de O nos 
dice que hay relación significativa entre nuestras variables; hay respuesta 
en .... y .... cuando ºxº varía. 

c. La ordenada al origen de la relación es O.O 133. esto representa 
una respuesta a una concentración de O mg de nitrógeno, lo que se 
expHca por errores que no se han eliminado. como son: el vire del 
indicador. la fonna de visualizar el menisco en Ja burcta. etc. 

d. Los intervalos de confian7.a para la pendiente (O. 7278 a O. 731 1) 
y la ordenada al origen ( -0.0564 a 0.0830) incluyen los datos obtenidos, 
es decir que se está dentro de una alta probabilidad de acercarse al valor 
verdadero. 

Los valores de "m .. (0.7295 ) y ""b .. (0.0133) son los que 
representan la mejor recta en donde se minimizan las desviaciones en la 
dircccion uyº, entre Jos puntos experimentales y la línea calculada ; esto 
se comprueba con el cv de 0.2532o/o que es menor al J .5% aceptado 
como criterio. 

Exactitud drl Método Analítico ( Exactitud al 100•/o). 

En Ja determinación de la exactitud al 100% (error sistemático 
constante) y la linealidad del método analítico (error sistemático 
proporcional) se estableció trabajar con el método de adición de 
estándar. ya que los concentrados y Jos aislados de proteína de soya son 
productos en los cuales existe mucha variabilidad en su composición9 
debido a que proceden de diferentes importadores y fabricantes. 

Se trabajó con un testigo de referencia de concentrado de proteína 
de soya, puesto que estos productos contienen menos proteínas que los 
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aislados proteínicos y así poder cubrir un rango superior de contenido 
de nitrógeno en la dctcr1ninaci<."1n de la linealidad del método. 

a. Dado que el intervalo de confianza para el porcentaje de recobro 
incluye el 100o/o. el método analítico es exacto ya que hay concordancia 
entre el valor obtenido y el esperado con la cantidad de analito 
adicionado. 

b. Los coeficientes de vanac1on 0.3483o/o y 0.3518o/o. también 
cumplen con el requisito de ser .S al 3°/o. la dispersión de los resultados 
con respecto a la n1edia es mínima. 

c. Los porcentajes recuperados aceptados para métodos 
volumétricos cubren un intervalo de 9Ro/o a 102o/o • característica que 
cumplen los resultados. 

El 1nétodo es exacto ya que cumple con los criterios establecidos; 
no hay error sistemático a las concentraciones de 70o/o y 90o/o. 

Linealidad del Método Analítico. 

Los datos en el estudio del error sistemático proporcional o 
linealidad del método analítico indican: 

a. El intervalo de confianza de la pendiente incluye el 1 • valor 
ideal para una relación directamente proporcional entre volumen de 
ácido sulfúrico y mg de nitrógeno. el resultado de ••m" 0.9987 también 
está en el intervalo parJ poder ser considerado el valor real . 

b. El valor de .... m .. implica que hay relación significativa entre las 
variables .... x ... y .... y ... 
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c. El valor de ••b" 0.04593 a pesar de indicar que hay algunos 
errores que no se han eliminado .. al estar incluido en el intervalo de 
confian7..a tiene gran probabilidad de uccrcarsc al valor verdadero; 
además es un valor pcquctlCl considerando el intervalo de volúmenes 
tituJantes. 

d. El coeficiente de dctcrn1inación r:! = 0.99943 es muy cercano a 
J; Ja relación cantidad de nirrógcno y volumen de ácido sulf'urico es 
lineal. 

e. El cv 0.3456% es menor al establecido. S 3%. es decir. Ja 
dispersión de los resultados con respecto a la media es pequeña. 

Debido a que Jos resultados obtenidos son aceptables. el método no 
presenta error sitcmático proporcional en las concentraciones de 65% al 
95% de proteínas. 

Precisión del método analítico. 

De acuerdo al criterio de aceptación de que eJ coeficienie de 
variación toral no debe ser mayor al 3%. el valor 0.6330o/o es pequei!o. 
por Jo que se concluye que el método es preciso._ Ja dispersión de 
resultados con respecto a la media es mínima. 

Aunque no es un requisito en Ja vaHdación._ se utilizó el Análisis de 
Varianza para localizar Ja Cuente de error; este análisis estadístico se usa 
generalmente cuando hay más de un Cactor de variación. 

Al construir la tabla de ANA DE V A y comparar las F teórica.~ y las 
F calculadas se observó que no hay ef"ccto de día, pero si de analista. por 
ser mayor Ja i: calculada que Ja teórica._ esto hace sugerir que cuando se 
necesite reali?-élr un duplicado de alguna deternlinación lo haga el mismo 
analista. 
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Al calcular la variac1on debido._ al analista y el coeficiente de 
variación respectivo (cv = 0.6598°/o) concluimos que debido a que el 
valor obtenido es n1enor al establecido como criterio .. el efecto del 
analista no afecta la precisión del nlétodo .. pero sí puede disminuirse y 
controlarse el error. 

Por los resultados explicados se considera que el n1étodo analítico 
es reproducible. 

Estabilidad de la!J. mue!ltras .. 

El análisis estadístico que se usó fue el contraste de hipótesis .. 
aunque se pudo haber usado el intervalo de confianza. La..'i hipótesis 
establecidas son: 

y 

La hipótesis nula plantea que los valores del tratamiento son 
iguales a los valores iniciales .. es decir que hay estabilidad en las 
muestras . Dado que las t de Dunnctte calculadas son menores a las 
teóricas .. se considera que la muestra es estable a las 19 .. 42 y 66 horas de 
almacenaje a temperatura an1biente, a la luz.., conservada y tapada con 
parafilm. 

Como a las 66 horas hay tendencia a dar resultados más altos .. lo 
cual se refleja en que la t de Dunncttc calculada es cercana a la teóric~ 
se recomienda no almacenar en este intervalo. 
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Limite de cuantificación y detección del !listen1a. 

El limite de cuantificación es 0.772 mg. de nitrógeno; este valor es 
la mínima concentración que puede determinarse con exactitud y 
precisión aceptable ya que : ºr

200 
es mayur a 0.98 y ºrn"" es diíerente de 

cero. 

El valor de 0.463 n1g. de nitrógeno es la mínima concentración que 
puede ser detectada .. aunque no necesariamente cuantificada. 

Especificidad. 

Esta determinación no fue necesario hacerse ya que la precisión y 
exactitud del método nos indican que el método es específico para el 
analito estudiado; además .. la trayectoria y el estudio del método por más 
de 100 años respaldan su uso. 
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VIII. CONCLUSIONES. 

La identificación de ácido fitico a través de su OocuJación en 
preparaciones Jác1cas indica Ja existencia de productos de soya. 

La técnica parJ determinar cuaJitativan1cntc cJ ácido titico es 
scncillu. cconón1ica y confiable para rangos de 3% o más de aislados 
proteínicos de soya en productos lácteos. 

El método Kjeldahl adaptado. al ser validado responde a los 
requerimientos teóricos y prácticos. en Ju determinación de nitrógeno de 
muestras como aislados y concentrados de proteína de soya. 

flay precisión y linealidad en el sistema de medición. el método 
cumple con exactitud. precisión y linealidad en Jos rangos establecidos 
de contenido de nitrógeno. 

El método Kjcldahl instrumeritado por Tccator y adaptado con 
reactivos. mezclas reactivas y necesidades propias de su uso. resulta ser 
un método confiable para cuantificar el nitrógeno en los productos de 
soya que nos interesan. 

El problema de dif'crcnciar aislados proteínicos de los concentrados 
proteínicos de soya a través del contenido de proteínas. se deberá basar 
en que el método es confiable • en Jos procedimientos de obtención de 
estos productos y en eJ criterio establecido por Ja práctica. 
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ANEXO l. 

l. Linc•lidad del !llÍ!lltcn1a1 de mediciitn y del método analitico. 

Estadígrafo: 

Pendiente de la recta: 

Ordenada al origen: 

Coeficiente de 
variación: 

Desviación estándar 
de regresión: 

Coeficiente de detenni­
nación: 

Fórmula: 

n }:'.xy - (}:'.y) (:Ex) 
rn = 

n :Ex 2 
- <:Ex) 2 

:Ey - m:Ex 
h= 

n 

Sy/ (x) ( 100) 
CV ~ 

y 

Syx= -J :Ey 2 
- m&y - b:Ey 

n-2 

( n:Exy - (:Ex) (Ly)) 2 

(n:Ex > - (Lx) 2 n:Ey 2 - (LY) ) 2 
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Intervalo de confianza 
para M: 

Intervalo de confianza 
para B: 

Donde: 

m - t (0.975, n-2 ) (Sm ~:S) 
m+ t (0.975, n-2 ) ( Sm ) 

b - t ( o. 975, n-2 ) (Sb:SB:S ) 
b+ t ( 0.975, n-2) (Sb) 

M = Pendiente poblacional real. 

t ( 0.975, n-2 ) = Valor de la distribución t de Student con n-2 
grados de libertad y una confianza del 95% = 2.0739. 
t = 2.0739 n ~ 24 gl 25 
t = 2.0930 n ~ 21 gl 1 9 

Sm =Sy/x 
LX1 

- (LX>' 
--n--

Sb=Sy/x-V-
0

1 
+ x' 

( :Ex' ) - ( Lx ) 2 

--n--
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TABL.A DE ANALISIS DE LA VARIANZA. 

FUENTE DE GRADOS SUMA DE MEDIA DE 
VARIACION 1n: CUADRA- CUADRA-

LIBERTAD DOS DOS 
Regresión 1 ser Ser 

Error de n-2 SCcr Sccr/glcr 
regresión 
Ajuste (n-2) - t(r-1 ) SCfa SCfa/glfa 

Error puro t ( r-1 ) SCcp SCcp/glcp 

Donde: 

ser = m LXY + b ( LY ) - ( <l:y) 2> In 
SCcr = L y 2 

- m ( LXV ) - b ( LY ) 
SCcp =:¿y 2 

- ( ( Yi. 1 ) /r ) 
gl =Grados de libertad. 

SCfa = Seer - SCcp 

2. Precisión. 

Estadigrafo: Fórmula: 

Media aritmética. y 
n 

F 

Fr= 
SCr/MCer 

Ffa= 
MCfa/Mcep 



Desviación estándar. 
s= /nL.y

2
-(LY)

2 

-v· n(n-1) 

(s) (100) 
Coeficiente de variación. cv=-----

y 

3. Evaluación de la Exactitud o Error Constante del Método 
Analítico. 

Estadígrado: 

Media aritmética. 

Dcsvíación estándar. 

Fórmula: 

~y 

y=---
n 

s = -J n ( LY , ) - ( ;Ey) , 

n ( n-1 ) 

Intervalo de confianza para R. y -t ( n -1 • 0.975) sin S R,;; 
(%de recobro) y +t ( n -1 • 0.975) sin 
t = 2.5706 con n = 6 y una confianza del 95% 

(s) (100) 
Coeficiente de variación. CV=-----

n 
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4. Preci!liún del n1étodo analítico. 

•"'uente de ¡:.l. Suma de Media de Fcal. F teóric• 
Y•riación cuiadrado9 cu•drados 

Analista a - 1 ¿y¡-_Jdr- SCa/gla Mea Fgla/ gld 
Y 2 

•• ./ adr MCd oc 0.05 
Día/Ana- (d-l)a LLYij-./ r - SCd/gld MCd Fgld/gle 

lista 
Error 

Donde: 

(r-1) da 

a= analista 
d =días 

l:Yi2
./ dr 

¿¿¿Yijk"-
LLY.ü2. 

r 

r = replicaciones 

MCc oc 0.05 
SCc/glc 

F = F de tablas con oc = 0.05 y es el cruce donde el valor del 
numerador se busca horizontalmente y el denominador 
verticalmente. 

Yij. =suma de las con1binaciones analista-día. 
Vi.. = suma para cada analista. 
Y ... = suma total de los datos. 

Vijk = sun1a de cada dato elevado al cuadr..ido. 
se =suma de cuadrados. 

MC = media de cuadrados. 
Criterios: 

Si F A~F (gla/gtu .... - 0 _05 ) 9 el método analítico no es reproducible 
por los analistas. 

Si F A:s; F (gla/glJ: u:- o.os)9 el método es reproducible por los 
analistas. 
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Estadígrafo: 

Desviación estándar total 

Coeficiente de variación 
total. 

Variación intcranalista 
cs.} 

Coeficiente de variación 
intcranalista. 

Rcpetibilidad. 

Media aritmética total 

Fónnula: 

. j nLLYijk
2 

- ( Y ... )
2 

S,= 
n(n-1) 

(S, } (100) 
cv= 

y 

J MCa-MCd 
± -

rd 

(S.) (100) 
CV=-----

y 

±._;;:;;;-
Y ... 

y=---
n 

Donde: n = adr 
r = número de replicaciones. 
d = número de días. 
a= número de analistas. 
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5ª E9t11hilidad An•lítica de lu rnut"',i¡traª 

Condicione~ de a lmace_n~a-cj'--c-·--+•-·_ó_r_m_u_l_a_,_p_a_r_a_t_d_e_D_u_n_n_e_t_t ___ -1 
19 horJs, tcrnpcratura an1bic1uc y 1 - Yo 

tn=----­
..J MCc ( 2/r) 

42 horas9 temperatura an1bicnte Y2-Yo 
to::.;----­

..¡ MCc ( 2/r) 

66 horas 9 temperatura ambiente y,- Yo 

Donde: 
t = 3 tr.itamicntos 
r = 4 replicaciones 

to..;;:_-----
..¡ MCc ( 2/r) 

y 1 = inedia aritmética del tiempo i de muestreo. 
y 0 =media aritmética del tiempo cero de muestreo. 
t de t.:>unncttc tcórica9 con gle grados de libertad, t tratamientos 

no incluyendo el tratamiento control y una confianza del 95o/o = 
2.68 
MCc = media de cuadrados del error= SCc/glc 
SCe = Yij - Vi.Ir 
gle = (t + 1) ( r - 1) = 12 

ESTA 
SALIR 

TESIS 
DE. LA 

Nft Mil 
lllllOlECA 79 



6. Limite de detección y Cuantificación del Si•tema de Medición. 

Estadlgrafo: 

Desviación est.-1.ndar de 
blancos. 

Pendiente. 

Desviación estándar de 
regresión. 

Coeficiente de variación. 

Coeficiente de determinación. 

Intervalo de confian7.a para M 

Fórmula: 

Sb=-J 
n ( n -1 ) 

m= 

Syx= 

cv= 

n LXY - (LX ) (LY ) 

n L.x2 
- (Ex ) 2 

-J LY
2 

- m Lxy - b LY 

n -2 

(Syx) (100) 

y 

n :Exy - (Lx ) (LY ) 

m -t ( n - 2. 0.975 ) .SmSMs m +t ( n - 2, 0.975 ) (Sm) 



6 Sb 
Límite de detección. I.D = 

m 

IOSb 
Limite de cuantificación. LC= 

m 

Donde: 

n = determinaciones. 
t ( 13. 0.975) = 2. 1604 
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ANEX02. 

Prcp•ración de !'lolucione!'I y re•c:tivos. 

a. Acido Sulfúrico 0.1 N: medir 3 mi de ácido sulfúrico 
concentrado y aforarlo a un litro~ valorarlo con carbonato de sodio 
secado por 2 horJ..o.; a 1 05° C • usando naranja de metilo como indicador. 

b. Mezcla reactiva de selenio: se prepara una mc:r..cla con 1 gramo 
de selenio y 1000 gramos de sulfato de potasio. (Manual Tecator). 

c. Solución de Acido Bórico al 4 °/o con indicador: disolver 80 g de 
ácido bórico R.A. en 1.2 litros de agua destilada; mezclar y agregar más 
agua para completar cerca de 1 .8 litros; agregar 20 mi de una solución 
de verde de bromocrcsol ( 20 mg en 20 mi de alcohol ) y 14 mi de 
solución de rojo de metilo ( 20 mg en 20 mi de alcohol ); diluir a 2 litros 
con agua y mezclar. (Manual Tccator). 

d. Solución de HCI y Na2 S04 : pesar 1 O g de sulfato de sodio y 
disolver en 50 mi de agua; adicionar 1 .2 mi de ácido clorhídrico y todo 
se afora a 1 00 mi con agua, ( Thompson, 1982). 

e. Solución de FcCl 3 .6 H 2 0 y HCI: pesar 2 g de la sal; adicionar 
16.3 mi de ácido clorhidrico concentrado y aforar a 1 litro con agua 
destilada, (Thompson). 
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