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1. FUNDAMENTACION.

A. LA SOYA Y SUS PRODUCTOS.
1. Generalidades de la semilla de soya.
Ristologia.

La soya es una leguminosa y por su alto contenido de grasa se
considera oleaginosa, junto con semillas como el cartamo, el algodén, el
girasol y el cacahuate. LLa semilla de soya ( Glycine max.) difiere en
color, tamafio y forma dependiendo de la variedad; la variedad mas
comun cs la Lincoln , Ia cual es amarilla y casi esférica, (Coppock, J.
1974).

La semilla de soya estd constituida por tres fracciones: la cascarilla
o cubierta, que representa el 8% dcel peso total de la semilla, el hipocotilo
que represcnta el 2% y el cotiledon que representa el 90%:; en ¢l
cotileddn se localizan los esfcromas (pequefios compartimentos de grasa)
y las alcuronas (cuerpos protcinicos). Las aleuronas estan integradas
aproximadamente por el 98% dc proteinas, lipidos y icido fitico, (Wolf
and Cowan 1979). El hilio es un punto de achatamiento de la semilla y
esta localizado en la cara ventral de su cubierta, (fig.1).

Microscopicamente la semilla de soya se caracteriza por la capa de
prismas, que¢ vista de frente aparece en forma de pequefias células
poligonales, con membranas muy densas y un canaliculo ceclular
estrellado y pequeiio, (fig. 2).



Figursa 1. Estructura de la semilla de soya y su germinado.

(A) Semiilla: (a) cubierta de la semilla;  (b) hilio.

(B) Germinado: (c) hipocotilo; (d) plamula; (e) cotiledon;
(f) raiz primaria.

(C) Embrién:  (e) cotiledén; (f) raiz 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).



Figura 2. Capa de los prismas vista  Figura 3. Células en forma de
de frente. rclojes de arena.

Constituciéon Bioquimica.

El analisis proximal de la semilla de soya muestra que ¢l 40% es
proteina, el 21%% aceite y el remanente son carbohidratos.

La fraccién proteinica de la soya esta constituida por una mezcla
heterogénca de globulinas y albuminas, con pesos moleculares muy
variados, solubles en soluciones salinas y en agua; precipitan en su punto
isoeléctrico en un intervalo de pH que va de 4.2 a 4.8.

Las proteinas de la soya son muy sensibles a agentes
desnaturalizantes, como los pH extremos, las temperaturas altas, las
concentraciones elevadas de disolventes y de sales. De todos éstos, el
efecto del calor es el mas importante, ya que los tratamientos térmicos
son las operacioncs unitarias que mads se emplean en la fabricacidn de los
alimentos. La consecuencia de todo esto es la reduccion de la solubilidad
de las proteinas, lo que puede inducir la gelificacion. Los geles basan su
estructura en ¢l fendmeno de asociacién-disociacién de las protcinas, lo



que a su vez estd determinado por la temperatura, fuerza idnica y ¢l tipo
de sal, (Badui, 1990).

Los dcidos nucleicos son constituyentes menores de la soya y
contribuyen con ¢l contenido  total de nitrogeno sin aportar valor
nutricional o valor proteinico, (Coppock, J. 1974).

La fraccion oleosa de la semilla de soya esta constituida por: aceite,
fosfolipidos, csteroles y tocoferoles.

Los carbohidratos presentes en la  semilla de soya son:
polisacaridos insolubles en agua y ctanol como arabinogalactanas,
arabinanas, xilanas, galactomananas, cclulosa y otro polimero;
oligosaciridos hidrosolubles como, rafinosa y sacarosa; por ultimo hay
algunos monosacaridos como glucosa y arabinosa.

I.a soya contiene sustancias que al ser ingeridas por el organismo
humano pucden causarle dafio. En animales de laboratorio hay inhibicion
de crecimiento, reduccion de la digestibilidad de las proteinas y de la
disponibilidad de aminodacidos, vitaminas y minerales: cstos metabolitos
son conocidos como factores antifisiologicos propios de la semilla, que
pueden ser eliminados por tratamiento térmico, (Badui 1990).

Algunos son:
a. Los inhibidores de las proteasas, como el factor antitripsina.

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

c. Compuestos que cvitan la fijacion del yodo en la glandula
tiroides.



d. Los fitatos, que son compuestos que contribuyen con el fésforo
cn la soya y reducen la biodisponibilidad dcl zinc, de acuerdo a algunos
investigadores, (O’ Dell y Savage, 1960).

En ¢! cuadro I se muestra la composicion general de la soya de
acuerdo a los constituyentes mayoritarios que s¢ han mencionado, (Smith
and Circle, 1980).

Componentes Porcentaje
Protcina cruda 40.6 %
Grasa cruda 16.5 %
Carbohidratos 30.9 %
Humedad 7.0 %
Minerales 5.0 %

Cuadro ). Composicidon promedio de la semilla de soya madura y seca.

Aspecto nutritivo.

Debido al crecimiento poblacional, se han tenido que buscar otros
origencs de proteinas; asi es como se ha incrementado el uso de semillas
oleaginosas y los concentrados proteinicos de éstas; la semilla de soya es
la mas usada por su alto contenido de proteinas.

En cuestion de valor nutritivo, la semilla de soya cuenta con un
patron de aminoacidos semcjantes y comparable con el de la FAO
(Organizacion de las Naciones Unidas para la  Apgricultura y la
Alimentacion), patrén que representa las exigencias nutricionales de una



proteina. La soya proporciona los aminoacidos esenciales: isolcucina,
leucina, lisina, fenilalanina, tirosina, metionina, cistina, treonina,
triptéfano y valina; aunque es deficiente en los aminoacidos azufrados,
situacién quc se acentia cn los aislados proteinicos, ya que la
concentracion de metionina y cistina se reduce durante el proceso de
fabricacion de estos productos. El porcentaje dc lisina es clevado, lo que
hace que Ia soya sea adecuada para complementar las proteinas de los

cercales, (Badui, 1990).

La produccién de proteinas de soya representa una alternativa para
¢l gran aumento poblacional y la gran deficiencia que existe de las
proteinas como las de la leche y la camne, (Hardin, 1979).

La soya s¢c emplea en la claboracion de productos que imitan la
leche, carne, en complementos alimenticios, derivados vegcetales, ete. La
mezcla de diversas proteinas vegetales y animales se complementa y
enriguece con la adicion de algunos aminoacidos .

Son importantes las proteinas, pero también el aceite y los
carbohidratos de la soya pueden servir para satisfacer requerimentos
caloricos de la poblacion; la harina de soya sin desgrasar ofrece un valor
nutricional, debido a la proporcion elevada de acidos grasos esenciales
como el linolcico y linolénico contenido ¢n su aceite. l.as vitaminas y
minerales proveen factores nutricionales decisivos bajo condiciones
donde la disponibilidad de estos nutricntes suele ser limitada, (Smith

and Circle, 1980).



2. Formas comerciales dc la soya.

A partir de 1a semilla de soya se han claborado varios productos; cn
1a historia temprana de su proceso la produccion de accite fuc el primer
objetivo. Sin embargo, sc¢ ha establecido que la harina de soya es cl
mayor origen de proteina usada e¢n alimentacion animal, (Horan,1974).

La utilizacion de la soya y sus proteinas en la alimentacién humana
ha ido aumentando con el tiempo y ¢l avance tecnologico.

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

Harinas de soya.

Las harinas son las formas menos refinadas de la soya y para su
obtencidon se pasa por las siguientes etapas basicas: limpieza y
rompimiento de la semilla; scparacién de la cascarilla; ablandamiento de
la semilla por vapor caliente y formacidn de hojuclas mediante presion.
La harina sin desgrasar se obtiene en este punto sometiendo las hojuelas
a un tratamiento térmico para destruir enzimas y factores
antifisiolégicos; posteriormente se muelen las hojuelas. Este tipo de
harina es usado ¢n panaderia y sustitutos de leche, (Alden, D. 1975).

A las hojuclas sin desgrasar se les quita el accite (del cual sc
obtiene la lecitina) y de aqui sc pueden obtener: la harina de soya baja en
solubilidad proteica , usada como alimento para animales, y la harina
para consumo humano con alta solubilidad proteica.



Concentrados proteinicos de soya.

Estos productos son mas refinados que las harinas y contienen no
menos del 70% de proteinas en base seca, ya que se obtienen removiendo
constituyentes no nitrogenados de las hojuclas o de harinas de soya.

Para su elaboracién se pueden seguir tres procesos:

a. La extraccion con ctanol al 60-80%; de esta forma precipitan

proteinas y polisidcaridos.

b. l.a extraccidon de proteinas en su punto isoeléctrico, donde
globulinas y polisacaridos se insolubilizan.

c. La desnaturalizacion ¢ insolubilizacion de las proteinas

mediante calor himedo.

En los tres casos los liquidos de lavado contienen carbohidratos
solubles, algunas proteinas solubles, nitrégeno no proteico, factores
antinutricionales (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 proteinas, son libres de sabor y de olor desagradable y ticnen
propiedades funcionales, las cuales permiten su uso en una variedad de
productos alimenticios tales como pan, cereales y productos carnicos.

De acuerdo a la composicion de aminodacidos de los concentrados
de soya, estos tienen un alto valor nutritivo. El calor al cual se someten
estos productos durante ¢l proceso puede modificar el valor nutritivo;
por lo tanto es necesario optimizar las condiciones de calor y ver cuales
son las aplicaciones del producto.



Aislados protcinicos de soya.

Los aislados de proteinas de soya son definidos como: la mayor
fraccion proteica de la semilla, producto de alta calidad y pureza, que
contiene no menos del 90% de proteinas en base scca, (Wolf, W. and
Cowan, J. 1976).

El valor nutritivo de los aislados proteinicos recibe mas atencion,
cuando Osbome y Mendel encuentran que la proteina principal tiene
cerca de las 2/3 partes del valor nutricional de la caseina.

Para su obtencion se parte de harinas desgrasadas que han recibido

un tratamiento térmico minimo; la extraccion se efectua con agua y

dlcalis a pHl 7.5-8.5; posteriormente ¢l extracto se acidifica a pH 4.5 para

precipitar la proteina; ¢l residuo se lava, ncutraliza ¥ sceea, (Badui, 1990).

L.a precipitacion acida trac consecuencias sobre los aislados
proteinicos:

a. Hay desnaturalizacion de las proteinas, lo cual altera en forma
adversa su funcionalidad y solubilidad, (Anderson, R. 1974).

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

Los aislados de soya son mas deficientes en aminoacidos
sulfurados que los demis productos de la soya; debido al proceso del
cual sec obticnen, hay destrucciéon de la cistina y metionina. El uso de
estos productos en la  industria alimenticia es principalmente en
alimentos para infantes. en donde se fortifica la formula lictea
adicionando metionina.

Otro de los usos mas prometedores de los aislados de soya, es en
la formulacién de alimentos texturizados o andlogos de la carne. En éste



proceso el aisludo proteinico es disuelto o suspendido en alcali y

entonces es pasado con fucerza a través de una especie de tamiz, dentro de
un bafio acido para formar fibras, (Badui, 1990).

En algunos estudios que hacen Degroot y Slump, se concluye que
el valor nutritivo de los alimentos texturados, es equivalente al de la
proteina de la carne de res y cerca del 80% de la caseina. El valor
nutritivo de los alimentos texturados no es bajo, ya que la cistina no es
destruida, debido a que el tratamiento alcalino en los aislados proteinicos

se hace por poco tiempo y a temperatura ambiente.

Composicion de las formas comerciales de la soya.
En resumen, las formas comerciales de la soya estan clasificadas
en: harinas, concentrados y aislados.
En el cuadro 1l sc muestra la composiciéon genecral de estos

productos, (Badui,1990).

Harinas Concentrados Aislados
grasa_|s/grasaalcohol | acido agua

Proteina { 41.5 % {53.0 %166.0% | 67.0% | 70.0 % 93.0 %
Grasa 21.0% | 1.0%) 0.3 % 0.4 %% 1.2 % -
Agua 5.0 % | 5.0%| 6.7% 5.2 % 3.1 % 4.7 %
Fibra 2.1% | 2.9%| 3.5% 3.4% 4.5 % 0.2 %
cruda

Ceni 5.2% | 6.0%] 5.6 % 4.8 % 3.8 % 3.8%
*ISN - - 5.0 % 7.0 % 3.0 % 85.0 %

*ISN= Indice de solubilidad de nitréogeno.
Cuadro 11.- Composicidon de las formas comerciales de la soya.



Caractceristicas de concentrados y aislados de soya.
a las caracteristicas analiticas de cstos productos
analisis critico s ¢l

De acuerdo
factor 6.25 es

proporcionados por distintos fabricantes, el

contenido dc¢ nitrogeno, el cual multiplicado por cf

convertido a proteina. Este analisis generalmente es usado para definir
los concentrados y aislados de soya.

l.os concentrados c¢n base scca contienen alrededor del 70% de

Hay wvariabilidad en otros componcentes,

protcina, los aislados 90%.
probablemente resultante de la naturaleza de los materiales biolégicos,
a

de la diferencia de¢ los procesos empleados y la variabilidad inherente a la
metodologia analitica, (Mattil, K. 1974).

Los rangos analiticos de estos compuestos para ¢l contenido de
proteinas son: aislados proteinicos de soya de 86 a 94 2 y concentrados
proteinicos de soya de 65 a 72 %, (Smith and Circle, 1980).

Los principales minerales de ambos son: calcio, sodio, fésforo y
potasio; ademas son fuentes principales de calcio y hierro.

Mediante estudios se muestra que los rungos de composicioén de los
aminoacidos escnciales son pequefios y que hay una considerable
sobreposicion entre los concentrados y los aislados. Sc puede establecer
que las similitudes en la composicion de los aminoacidos, en estos
productos comerciales, son mayores que sus diferencias.

Como sec observa, una diferencia substancial entre estos productos
es el contenido de nitrégeno y hay algunas otras diferencias que son
deliberadas, por ejemplo: los fabricantes producen aislados y
concentrados de soya con baja y alta solubilidad proteica; algunos
productos s¢ comercian precipitando en el pH isoeléctrico y otros
ncutralizando; otros pucden ser modificados por via enzimdtica o



cualquicr mecanismo que induzca propicdades especificas. [.a finalidad
de los fabricantes c¢s obtener productos sin color, sabor u olor; producir
una diversidad de productos para una varicdad de necesidades, (Mattil,

K.1974).

3. Caracteristicas del dcido fitico.
El acido fitico tambicn s conocido como acido
inositolhexafosforico y tiene su origen en la fitina encontrada e¢n algunas

semillas.
La féormula de cste producto e¢s la siguientc:

1 (OFH) OPO OPO (OH),

2 (OH) OPO OPO (Ol1) 2

2 (O}H) OPO OPO (OH),

El principal origen de fosforo en la semilla de soya es el dcido
fitico del cual proviene el 75% del fosforo total; el 12%% lo cubren los
fosfatidos, el 4.5% es fosforo inorgdinico y el fésforo restante tal vez sea
de los dcidos nucleicos, (Wolf, W. 1979). El fosforo de los fitatos varia

de 0.505% a 0.727%, (Averill and King, 19206).

El contenido dc acido fitico varia segin el producto de soya de
mcdtodos de

donde provenga, de los extraccion y cuantificacion




utilizados, por ejemplo: los aislados proteinicos de soya contienen de
1.52 % a 1.63 %, las harinas desgrasadas 1.82 % y las harinas sin
desgrasar desde 1.12 26 hasta 1.60 %4, (Thompson, 1892).

En métodos oficiales, despuds de extraerse el acido fitico de los
productos y separarse mediante precipitacion o pasindolo por columna
de intercambio idnico, ¢l fésforo es cuantificado y relacionado al
contenido de acido fitico, (USP, 1995).

I.a presencia de una gran cantidad de fosforo en los aislados
proteinicos de soya, indica una intensa reaccion del acido fitico con las
proteinas, cuando éstas son precipitadas a pH de 4.5 (Smiley and Smith,
1946). Se ha ecstablecido que las proteinas y ¢! fitato forman un
complejo, el cual deteriora la solubilidad ¥ la tendencia a agregarse de
las proteinas, afecta la disponibilidad de aminoacidos (Hartman, G.
1978). y reduce la disponibilidad del zinc, calcio y otros micronutrientes
(O'Dell and Savage, 1960), propicdad que no es cambiada, ni sometiendo
los productos de soya a calentamiento; esto indica que los fitatos son
factores antinutricionales que no se destruyen con el calor, (Erdman,
1979).

La interaccion del fitato con las poteinas de soya es influenciada
por ¢l pH y cationes tales como ¢l calcio. El fitato de calcio es insoluble
a pH arriba de 6 y permancce soluble a pH arriba de 10, cuando la
proteina esta presente.



B. LA LECHE Y SUS PRODUCTOS.

1. Generalidades de ta leche.

La leche es ¢l liquido secretado por las glindulas mamarias de los
mamiferos, su composicion ¢s compleja, es de color blanco y opaco, de
sabor dulce y de pH aproximadamente neutro.

En la leche se pueden encontrar tres constituyentes:
a. La emulsién de materia grasa bajo forma globular.

b. L.a suspension de caseina, ligada a sales minerales.

c. La solucion o fase hidrica, que forma el medio mas
voluminoso, continuo. Puede considerarse que esta formada por el

conjunto de  sustancias disucltas en el agua como las proteinas solubles,

lactosa y sales minerales.
L.a leche de la especic bovina es la mas extendida y su area de

difusién aumenta cada dia.

Constituciéon bioquimica.
En la leche hay cuatro tipos de componentes que se¢ encuentran en

mayor proporcion:

a. Lipidos.
b. Proteinas (caseina, albiuminas y globulinas).

c. Glucidos (esencialmente lactosa).
d. Sales mincrales.



A ellos sc les afladen otros componentes presentes en cantidades
minimas: lecitinas, vitaminas, enzimas y nucledtidos.

La fraccidn proteinica de leche se puede dividir en tres grupos:

a. La cascina entera: ¢s un complcjo de proteinas fosforadas y
constituye la parte nitrogenada mas caracteristica de la leche. La cascina
precipita sélo cuando se acidifica la leche a pH de 4.6. Enla leche
de los rumiantes constituye ¢l 80%6 del total nitrogenado.

b. Las proteinas de lactosucero: esta fraccion estd  constituida
por albuminas y globulinas las cuales se¢ insolubilizan por el calor antes
de los 100°C; normalmente sc encuentran ¢n muy pequefias cantidades.

c. Las proteasas- peptonas: son  sustancias  proteicas con un
peso molecular intermedio entre las proteinas y ¢l de los péptidos. En
la leche casi no sc encuentran.

Todas las proteinas contienen grupos polares que poseen una gran
atracciéon por las moléculas del agua, pero no todas son igualmente
solubles. Et pH tiene una gran influencia ya que, en el punto isoeléctrico
cesa la repulsion de moléculas y hay floculacién de algunas de cllas;

las
protecinas que forman la caseina precipitan por un cambio de pH a 4.6.

l.a fraccion grasa de la leche esta compuesta por:

a. Lipidos ncutros: es la materia grasa propiamente dicha,
constituida por glicéridos. Sc trata de una grasa que a temperatura
ambiente (20°C) es sélida.

b. Lipidos polares: son fosfolipidos de naturaleza compleja,
constituyen alrededor del 1% del conjunto.



c. Sustancias lipidicas: son sustancias insolubles en agua y se
encuentran ¢n una proporcion menor al 1%; por ejemplo las vitaminas
A, Dy E, esteroles y carotenos.

De los azucares, la lactosa es la mas importante, por ser un glacido
libre que existe en una cantidad considerable; ademas de ser el
componente mas abundante de leche, es ¢l mas simple y el que se
encuentra en proporcion constante.

Aspecto nutritivo.

La leche ¢s un clemento casi completo, puesto que contiene
elementos nutritivios energéticos (grasas e hidratos de carbono), asi
como clementos nutritivos de construccion (proteinas y minerales), asi
como la mayor parte de vitaminas necesarias para ¢l funcionamicnto de
los procesos bioquimicos de nuestro organismo.

La leche es un excelente origen de calcio, fésforo y riboflavina
aunque es pobre cn vitamina D. Las proteinas de la leche son importantes

en la nutricién humana y la materia grasa es una fuente rica de energia,
(Hui, 1992).

En el cuadro 111 sc mucstra una composicion gencral de la leche
de vaca, (Alais, Ch. 1985).



Componcentes Porcentaje
Agpgua 90.5
Lactosa 4.9
Lipidos: 3.5
Materia grasa 3.4
Fosfolipidos 0.05
Vitaminas, carotenos, cte. 0.05
Proteinas: 3.4
Cascina 2.7
Albaminas y globulinas 0.55
Sustancias nitrogenadas no 0.15
protcicas
Sales 0.9

Cuadro 1I}. Composicién tipica de la leche de vaca.



2. Formas comerciales dc la leche.

Antes de la cra industrial existian pocos productos lacteos;
esencialmente cstaban constituidos por la leche entera y desnatada, la
nata, la mantcquilla y los quesos; pero la lista aumenta cada dia y en la
actualidad puede resumirse asi:

Leche de consumo.

Leches que no estan modificadas (excepto por los procesos de
esterilizacion y a veces un desnatado parcial).

Leches concentradas.

Incluye leches condensadas, evaporadas y desecadas (leche en
polvo) por la accion del calor.

Lechcs modificadas.

Comprende leches maternizadas, aromatizadas y esterilizadas;
leches fermentadas o acidificadas (yoghurt, leche acidéfila, kéfir); leches
reconstituidas, en las que uno de los componentes, gencralmente la
materia grasa, s¢ sustituyc por una sustancia extraia como aceite vegetal

parcialmente hidrogenado.

Nata.

Parte de la leche muy rica en materia grasa y separada de la leche
entera mediante reposo o centrifugacion. El helado de nata es un

derivado.




Mantequilla.
Obtenida por batido de la nata, 1a materia grasa ya no se encuentra
cn su estado natural, pucsto que se le ha separado del Hamado sucro de
mantequilla 0 mazada (con composicion parecida a la leche desnatada).
Se utilizan tumbién ¢l accite de mantequilla y diversos tipos de
mantequilla deshidratada.

Queso.
Obtenido por coagulacién de la leche, generalmente bajo la accion
del cuajo. El coagulo se scpara del suero y forma el queso tras el
desuerado y la maduracion; contiene esencialmente cascina y la grasa de
la leche.
La caseina se obtienc por coagulacion de la leche desnatada, es un
subproducto de la fabricacion de mantequilla.

Suero de leche.

la obtencién de la caseina,

Producto separado después de
constituido por: albaminas, globulinas, lactosa y sales mineraies. Los

productos obtenidos de los sueros son: lactosa, queso de suero, requesdn,
concentrados proteinicos, productos vitaminados, etc.

Productos alimenticios.

Preparaciones que contienen mas o menos componentes licteos
como las preparaciones de panaderia, galleteria, postres lictcos, pastas

lacteas, etc; (Alais, Ch. 1985).



En cl cuadro IV, se muestra la proporcion de los componentes
mayoritarios de algunos productos de la leche, (Webb and Whittier,

1970).
Producto Proteina Grasa l.actosa | Ccnizas Agua

Leche de

consumo 3.5 3.5 4.9 0.7 87.4

Mantequilla 0.6 81.0 0.4 2.5 15.5

Queso de leche

entera 25.0 32.2 2.1 3.7 37.0

Leche

evaporada 7.0 7.9 9.7 1.6 73.8

Leche entera

en polvo 26.4 27.5 38.2 5.9 2.0

Leche

descremada en 35.9 0.8 52.3 8.0 3.0

__golvo

Suero de

mantequilla en 34.3 5.3 50.0 7.6 2.8

polvo

Lactosa cruda - - 99.0 - 1.0

Caseina 88.0 1.0 - 4.0 7.0

Cuadro 1V.- Composicion promedio de diversos productos lacteos.



C. METODO KJELDAHL.

El método Kjeldahl, publicado hace mas de 100 anos (Morrices,
1983), es aun, uno de los procedimientos analiticos mis usados, para
medir el contenido de proteinas en matceriales biologicos y para
determinar el nitrogeno en materiales organicos. LLa razdén por la cual es
aceptado ampliamente y considerado un mdétodo oficial es: la alta
seguridad, e¢n combinacion con los conocimientos que han  sido
desarrollados durante ¢l largo periodo de su uso. lLos resultados
aobtenidos mediante ¢l método de Kjeldahl se usan para calibrar los
métodos fisicos y automiticos utilizados para la determinacion de
nitrogeno, (Pearson, 1988).

No obstante que la técnica ha sido modificada considerablemente,
los principios basicos (conversion por oxidacion de nitrégeno organico a
amoniaco), no han cambiado sustancialmente.

El método de Kjeldahl consta de tres ctapas:

a. Digestion.
b. Destilacion.
¢. Determinacion del amonio.

El método Kjeldahl esta basado en la combustién humeda,
calentando la muestra con acido sulfurico concentrado en presencia de
catalizadores metalicos o de¢ otro tipo, para cfectuar la reduccién de
nitrégeno organico a amoniaco, ¢l cual es retenido en solucién como
sulfato de amonio. La solucién de la digestion se hace alcalina y se
destila o se arrastra con vapor para liberar ¢l amoniaco, que es atrapado y
titulado, (Pcarson, 1988).

La ctapa de digestién ¢s la parte mas dificil dado que los procesos
de oxidacién y reduccion tienen que ser reconciliados; es la etapa que
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mias modificaciones ha tenido y donde se ve mas afectada la exactitud y
precision de la determinacion de nitrégeno, (Benton, 1991).

Johan Kjeldahl inicié la técnica calentando la muestra con acido
sulfirico concentrado cerca de su punto de ebullicion (330°C). La
primera modificacion fue la adicion  de  varios metales como
catalizadores cn la mezcela de digestion, para asi aumentar la velocidad de
realizacion ¢n esta cetapa; los mas utilizados han sido: mercurio, cobre,

hierro, selenio y dioxido de titanio.

E! siguiente cambio fue la adicion de sulfato de potasio o de sodio
para incrementar la temperatura de digestion, arriba del punto de
ebullicion del acido sulfurico, disminuyendo con esto el tiempo de
digestion. Es importante que durante la digestion la relacion entre ¢l
acido y el sulfato sea baja, ya que en caso contrario puede haber pérdida
de amoniaco por volatilizacion, (Benton, 1991).

La adicién de acido perclérico o peroxido de hidrégeno en la
mezcla de digestiaon, se ha sugerido como medio para acelerar el proceso
de digestion y disminuir la formacion de espuma, (Pearson, 1988).

Es importante que al iniciar una determinacién de nitrégeno, la
muestra tenga un tamafo de particula pequefio que asegurce su
homogeneidad. En ¢l caso de realizar la prueba con el método Macro-
Kjcldah! se deben pesar entre 0.5 y 1.0 gramo de muestra.

Para asegurar buenos resultados y evitar errores en la
determinacion, debido al nitrégene que pudiesen contener rcactivos y
papeles usados cn ¢l proceso de digestion, se debe trabajar con un
blanco.

I.a destilacién se realiza en medio alcalino con adicién de
hidréoxido de sodio. ElI amoniaco liberado es atrapado en soluciones de



dcidos minerales, ltales como dcido clorhidrico, dcido sulfiurico o dcido

bérico.

I.os sistemas Kjcldahl para la digestion han cambiado
considerublemente, desde el uso de matraces Kjeldahl de 800 mi hasta un
sistema totalmente automatizado. El sistema de Tecator Kjelteg, ilustrado
en la figura 4, utilica para la digestion tubos de vidrio en un bloque
metilico, la muestra y la mezcla reactiva se calientan eléctricamente,
pudiéndose clegir la temperatura deseada; para eliminar los vapores
dcidos se colocan capuchones en la boca de los tubos, los cuales estan

conectados a agua circulante.

Figura 4. Equipo de digestién de Tecator.
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La destilacion es el siguiente paso y se lleva a cabo en forma
ripida, por arrastre de vapor y en forma automitica. FEsta etapa pucde
consumir alrededor de 3 minutos, (fig. 5).

Figura S. Equipo de destilaciéon de Tecator.



La determinacion de la concentraciéon de amoniaco puede ser
determinada por varias técnicas. Los dos procedimiecntos cominmente
usados son: titulando después de finalizar la destilacion y mediante

reacciones colorimétricas.

La titulacion es el procedimicnto mas sencillo y rapido; las mezclas
de indicadores pueden scer: verde de bromocresol-rojo de metilo o rojo de
metilo-azul de metileno; los agentes titulantes son soluciones valoradas
de acido clorhidrico o acido sulfurico, (Benton, 1991).

Las reacciones quimicas que representan ¢ste proceso son:

a. Digestion:

N organico + H;SO;,— NHHSQ,; + SO, + H,O + CO,

b. Destilacion:
NH{HSO + NaOH{— NH; + Na,SO,4 + H,O

NH, + H;BO;— NH,  + H,BO;”
c. Titulacion:

H'+ H;BO; — H;BO;

Ref. Benton, J; 1991
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D. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

La validacién de un método analitico ¢s una medida de la eficacia
de un sistema analitico en forma total. En otras palabras, los
investigadores deben ascgurarse de que ¢! método, instrumentos,
solventes, reactivos y todo aquello emplcado durante el ensayo, sca
adecuado para que el compuesto sea analizado.

Los métodos adaptados dcben ser verificados bajo condiciones
actuales de uso, y las variaciones en la metodologia existente tienen que
ser sujetas a un proceso de validacion, (Guerra, 1986).

El disciio clisico para validar una metodologia analitica, ¢s anali-
zar muestras de referencia que son similares ¢n  todos los aspectos a la
muestra problema y comparar con los resultados esperados o valores

certificados.

Hay dos tipos principales de procesos de validacion:
a. Validacién Prospectiva: establece la evidencia documentada
para que un sistema esté basado en un protocolo preplaneado.

b. Validacién Retrospectiva: establece la evidencia documentada
para que un sistema csté basado en la revision y analisis de informacién

histérica.
Existen dos métodos para la determinacion de exactitud en
proceso de validacién: el de adicion de estandar y el de placebo
adicionado. En el método de placebo adicionado, el ingrediente activo es
afiadido a una mczcla de excipicntes, éstos no deben tener el mismo
comportamiento del ingrediente activo; la mezcla es analizada y
comparada con los resultados esperados. En ¢l método de adicion de
estandar, una cantidad conocida de estandar es aiadida a la muestra de

un
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cnsayo; muestra normal y adicionada son analizadas, calculandose el
porcentaje de recobro. En ambos métodos ¢l recobro es definido como la
porcién de estandar obtenido por ¢l ensayo entre la cantidad de estandar

adicionado, (Guerra, 1986).
ser disenado para

Para quc un método sea confiable, deberd
permitir una cvaluacion estadistica a un nivel de confianza del 95%.
Recobros entre 80-100% son aceptables para concentraciones mayores a
100 ppb, (Gucrra,1986).

Para llevar a cabo un proceso de validacion o cualquier trabajo de
rutina dentro de un laboratorio, es necesario verificar y asegurarsc de
que:

a. La muestra con la que  se trabaja sca representativa  de un
lote. Con frecuencia cuando hay variaciones ec¢n resultados para el
mismo producto, es indicativo de un mal muestrco y se refleja en el
grado de precision.

b. El! chequeo rutinario de las balanzas analiticas para disminuir
crrores sistematicos en los anilisis.

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

d. Las curvas de calibracion son utiles para detectar problemas
en los instrumentos electronicos; si la ordenada pasa sélo cerca del
origen puede indicar un mal funcionamiento del! equipo; si una linea
recta pasa por cl cero, indica una lincalidad apropiada dentro del rango

del instrumento.

En conclusion, la validacion es esencial para medir la confiabilidad
de un procedimiento analitico ¢n un problema especifico. La validacion
del método puede definirse como el proceso por el cual queda



establecido, por estudios de¢ laboratorio, que la capacidad del método
satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas descadas,
(Alcantara, 1993).

La capacidad se expresa en este caso en términos de parametros
analiticos:

Linealidad.

La linealidad de un sistema o método analitico, es su capacidad
para que Jos resultados analiticos sean proporcionales a la concentracién
de la sustancia dentro de un rango determinado.

La ecuacién matematica que representa este concepto es:
¥y “mx + b donde:

“y” es el valor de la propicdad medida, “*m” representa la pendiente de la
recta, “x’’ ¢l valor de la concentracion y “b” la interseccion en ¢l ¢je de la
Y a una concentracion de 0. El coecficiente de correlacion v y el
coeficiente de determinacion “r 2™ son datos estadisticos que nos sirven
para estimar si los puntos experimentales se ajustan a una linea recta; el

N 2
wvalor ideal de “r “"es 1.

Los criterios de aceptaciéon, para la linecalidad del sistema de
medicién son:

a. El coeficiente de determinacion (r ?) debe ser = 0.98 Yy, por lo
tanto, la relacion debe ser lineal.

b. La ordenada al origen debe ser igual a cero.
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c. El cocficiente de variacion de regresion, debe ser s 1.5%.

d. La relacion entre la concentracién y la propiedad medida debe

ser altamente significativa.

Los criterios de aceptacion para evaluar el error sistematico

proporcional o lincalidad de! mdétodo analitico son:

a. La pendiente de la relacion lineal, cantidad adicionada y

cantidad recuperada, debe ser estadisticamente igual a uno.
b. L.a ordenada al origen de la relacion lineal, cantidad adicionada
¥y cantidad recuperada, debe ser estadisticamente igual a cero.

c. El coeficiente de variacion debe ser < 3.0% para métodos

quimicos y espectrofotométricos.
d. EI coeficiente de determinacion r 2 debe ser 2 0.98.

e. El intervalo de confianza debe incluir el valor de la pendiente y

en su caso ¢l valor de la ordenada al origen.

Precision.

Precision de un método analitico es el grado de concordancia entre
resultados analiticos individuales, cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferentes muestrcos de una muestra homogénea del
producto; bajo las mismas condiciones (repetibilidad) 6 bajo diferentes
condiciones de¢ andlisis (reproducibilidad).

El criterio dec aceptacién para la precision del sistema de medicion
es que el coeficiente de variacién cv, debe ser < 1.5%.



Para la precision del método analitico, ¢l coceficiente de variacion
total debe cumplir con los fines para los cuales el método sera utilizado;
para mdétodos cromatograficos 2%, quimicos y espectrofotométricos 3%
¥ microbioldgicos 5%.

I.a repetibilidad, la  reproducibilidad interanalista y la
reproducibilidad  interdia/analista, debe  satisfacer  los  requisitos
establecidos para ¢l principio de medicion y la utilizacion del método de
medicion.

Exactitud.

La exactitud de un método analitico es la concordancia entre un
valor obtcnido experimentalmente y ¢l valor de referencia. Se expresa
como el porciento de recobro obtenido del anilisis de muestras a las que
se han adicionado cantidades conocidas de analito.

La exactitud del método analitico a una cantidad fija de analito es
conocida como error sistematico constante y los criterios de aceptacion
son:

a. El intervalo de confianza para la media, debe incluir el 100% de
recobro.

b. El coceficiente de variacion del método quimico debe cumplir
con el propésito para el cual va a ser empleado. Para métodos quimicos
=< 3% y volumdétricos s 2%.

c. El porcentaje de recobro en promedio debe ser de 98 a 102%
para métodos volumétricos y del 97% al 103%% para métodos quimicos.
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Rango.

El rango de un método analitico es el intervalo entre los niveles
de concentracidn superior e inferior de la substancia, ¢l cual se ha
demostrado que ¢s preciso, exacto y lineal, utilizando el método descrito.

Estabilidad analitica.

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

Las muecstras son sometidas a distintas condiciones, por cjemplo:
diferentes tiempos de almacenaje, de refrigeracion, de temperaturas, cte.

De acuerdo al anadlisis estadistico que se utilice, (contraste de
hipotesis o intervalo de confianza) sc debe mostrar que la muestra es
estable si la valoracién del tratamiento respectivo s cquivalente a la
valoracion inicial

Limite de cuantificacion.

Es la menor concentracion de la sustancia en una muestra que
puedc dcterminarse con exactitud y precision aceptable, bajo las
condiciones de operacion establecidas.

Limite de deteccié

Es la minima concentracion de una sustancia o analito en una
muestra, la cual puedc ser detectada, pero no necesariamente
cuantificada, bajo las condiciones de operacidn establecidas. El limite de
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deteccion es usualmente expresado como la concentracién de analito
(porcentaje, partes por billon, cte.) en la muestra,

Especificidad.

Es la medida del grado de interferencia en el andlisis de mezclas
complejas. Es la habilidud de un método analitico para obtener una
respuesta debida Ganicamente a la sustancia de interés. El criterio es que el
método no debe responder a los placcebos.

Tolerancia.

La tolerancia de un método analitico es ¢l grado dec
reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por ¢l andlisis de
la misma muestra, bajo modificaciones de las condiciones normales de
operacion, tales como diferentes temperaturas, lotes de reactivos,
columnas, sistemas de clucidn, ctc.
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E. INTRODUCCION AL SISTEMA ARMONIZADO.

Desde tiempos remotos, ha existido un interés cn clasificar las
mercancias. Este interds surgio del desco de las autoridades de aplicar
impuestos sobre las mercancias que circulaban dentro de sus territorios o
a través de las lineas fronterizas. Mis tarde, con el desarrollo de las
sociedades industrializadas, cobré gran importancia ¢l saber ¢l nivel de
tal comercio, aun cuando se aplicaran impuestos o peajes.

Los primeros sistemas de clasificacion de mercancias consistieron
en una lista alfabética de los productos. a los cuales se aplicaban ciertos
impuestos o peajes (tasa de derechos), o bien crun eximidas de tales
gravamenes.

Conforme aumentd ¢l nivel e importancia del comercio
internacional, se hizo necesaria la creacion de una nomenclatura
aduanera tipo, para asegurar:

a. La clasificacion sistemaitica de todas las mercancias que se
encuentran  en ¢l comercio internacional.

b. Una clasificacién internacional uniforme de todas las
mercancias, sobre una base logica en las tarifas de todos los paises que
adoptaran la nomenclatura.

c. La adopcidon de un lenguaje aduanero comun aceptado a nivel
internacional.

d. Una recopilacion de datos uniforme a nivel mundial para la
comprobacion de estadisticas comerciales.

Es asi , que cn base a las necesidades ya mencionadas se consolida
la Ley del Impuesto General.

La Ley del Impuesto General de Importacion de México, (mejor
conocida como Tarifa de Imporntacidon) clasifica todos los biencs objeto
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de comercio internacional y determina el pago de impuestos de
importacién para cada producto especifico.

La Tarifa asigna a cada producto un coédigo de 8 digitos , conocido
como fraccion arancelaria, y para cada fraccién arancelaria determina un
impuesto de importacion, conocido como arancel.

El sistema de clasificacion utilizado en la Tarifa de Importacién
Mexicana es el “Sistema Armonizado para la Codificacién y
Designaciéon de  Mercancis Este esquema de nomenclatura
internacional es utilizado también en los EE.UU. y Canada.

El Sistcma Armonizado establece un esquema de clasificacion
comun para los paises usuarios hasta ¢l nivel de seis digitos del cédigo, y
deja a criterio y necesidades de cada pais la utilizacién de subdivisiones
adicionales. Asi, a nivel de los primeros seis digitos del codigo, México,
EE.UU. y Canada manticnen ¢l mismo sistema de clasificacion para
todos los productos comerciales.

L.a tarifa dc importacion y la de exportacion estin compuestas por :
22 secciones, 97 capitulos, 31 subcapitulos, 1247 partidas, subpartidas y
fracciones arancelarias. Las mercancias dentro de la tarifa se encuentran
organizadas de lo mas simple a lo mas complejo. esto es, primero
encontramos la clasificacion de los productos en  e¢stado natural y
posteriormente los productos derivados y elaborados con éstos.

Ejemplos:

Los dos primeros digitos corresponden al capitulo; los cuatro
primeros digitos a la partida dentro del capitulo; los seis primeros digitos
a la subpartida dentro de la partida y los ocho digitos a la fraccion
arancelaria.

1. La clave SA (sistema armonizado) para la vainillina es 0905.00.
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2. La clave SA para para goma guar es 1302,32.

3. La fraccion arancelaria 3504.00.06 corresponde a los aislados de
proteinas de soya.

4. La fraccidon arancelaria 2106.10.01 es para Jos concentrados de
proteina de soya.

5. La fraccién arancelaria para preparaciones alimenticias a base de
productos lactcos y proteinas de soya es 1901.90.03

6. En la partida 0404 sc encuentran productos lictcos y sus mezclas.

7. El capitulo 30 abarca productos farmacéuticos.

8. La partida 3003 es para los medicamentos constituidos por productos
mezclados entre si, para usos terapéuticos o profilacticos, sin dosificar ni
acondicionar para su venta al por menor.

9. La subpartida 3003.10 medicamentos con Penicilina o Estreptomicina
o sus derivados.

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

11. La fraccion arancelaria 3003.20.01 es para desinfectantes para boca,
nariz, oidos o garganta.
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11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Actualmente se estan importando mercancias a base de productos
lactecos o sus mezclas (suero de leche, leche descremada, leche entera,
cascinatos, ctc.) y preparaciones lacteas, las cuales pueden traer como
ingredientes ajenos a la leche, concentrados y aislados de proteinas dc

soya.

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

a. En ocasiones ¢l marbete o informacion que ampara la mercancia
no corresponde con su verdadera constitucion.

b. El tratamicnto fiscal es diferente en estos dos tipos de productos
(facilidad de importacion, tasa arancelaria, precio del  producto,
autorizaciones y permisos previos).

En e} area analitica se plantean dos problemas:

1. Las mctodologias existentes para identificar los productos proteinicos
de soya son poco pricticos por lo siguiente:

a. La separacién de las proteinas de la soya en productos Jacteos,
en su punto isocléctrico es dificil, porque la cascina de la leche también

precipita.

b. l.a clectroforesis y la cromatografia de liquidos a alta presién
son técnicas sensibles a la desnaturalizacién y los cambios
conformacionales e¢n productos procesados, en donde hay formacion de
puentes sulfhidrilo-disulfuro entre caseina y las albaminas y globulinas
del suero de la leche, (Douglas and Tobias, 1982).



c. La identificacion de fibra de soya mediante la observacion
microscdpica se convierte en un  requisito  dificil de cumplir,
considerando que entre mas alto ¢s el contenido de proteinas en un
producto, mcenor cs la cantidad de fibra; ademas, hay que recalcar que se
trata de preparaciones, ¢n donde el derivado de soya puede estar en baja
proporcion.

d. Las metodologias existentes requicren de un material con el que
no sicmpre se cuenta en los laboratorios.

Por lo anterior se plantea la necesidad de desarrollar una
mectodologia sencilla y practica, que permita detectar productos
proteinicos de soya cuando cxistan, en cualquier proporcidén, con
productos lactcos y sus mezclas; y de esta forma proponer una
clasificacion arancelaria correcta.

2. Los aislados y concentrados de proteina de soya son productos que se
diferencian por su contenido de proteinas, sin embargo algunos quedan
entre los limites de los porcentajes de proteinas y es dudoso plantear su
identidad.

Por lo antes expuesto se hace necesaria la existencia de un método
confiable para cuantificar proteinas, que permita decidir sobre la
naturaleza de los productos proteinicos de soya y de esta forma
clasificarlos correctamente.
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L. OBJETIVOS,

1. Detectar la presencia de los aislados y concentrados proteinicos de
soya, en mezclas con productos licteos, mediante la extracciéon y
precipitacion del dacido fitico.

2. Validar ¢l método Kjeldah! adaptado para cuantificar proteinas en
concentrados y aislados de proteina soya, utilizando el equipo Tecator.

IV. HIPOTESIS.

1. Si el 4cido fitico permanece e¢n productos de soya procesados y
ademas, es extraido y precipitado e¢n presencia de productos lacteos,
entonces sc¢ podra detectar la presencia de derivados proteinicos de soya.

2. Si el método para cuantificar proteinas ¢s confiable, entonces se podra
diferenciar correctamente entre un concentrado y un aislado de soya.
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V. PARTE EXPERIMENTAL.

A. MATERIAL Y EQUIPO.

Balanza analitica Fisher 250, calibrada.

Barras magnéticas de 3 ecm de largo.

Bureta de 50 mli, calibrada, Kimax.

Bureta de 25 ml, calibrada, Kimax.

Frasco dosificador (10-30 m}), Tecator No. 15212002,
Gradilla para tubos Tecator 6 plazas, cat. 1000-0831.
Marco de pesas certificado.

Matraz aforado y calibrado de 1 litro, Pyrex.
Matraces Erlenmeyer de 300 ml, Pyrex.

Matraces Erlenmeyer de 500 ml, Pyrex.

Papel glassine.

Papel parafilm.

Papcl Wathman del No. 4.

Parrilla de agitacion y calentamiento



Probcta de 50 ml, Pyrex.

Probeta dec 100 ml, Pyrex.

Sistema de destilacion (Kjeltee System 1026).
Sistema de digestion (Digestion System 6 Tecator).

Tubos de digestion Tecator, cat. 1000-0158.

B: REACTIVOS.

Acido Bérico, reactivo analitico. Productos Quimicos Monterrey, lote

003141 (Méx.)

Acido Sulfuirico, reactivo analitico, Merck; purcza 95-97%. No. cat. 731.

Apgua destilada.

Cloruro Férrico.

Hidroxido de sodio, donativo.

Peroxido de Hidrogeno al 30%, reactivo analitico, donativo.
Rojo de Mctilo, Merck, lote 7020113 (Germany). No. cat. 6076.

Selenio en polvo, donativo.

Sulfato de Potasio, reactivo analitico, Baker, lote G 14453 (Méx.), No.

cat. 3.
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Tetraborato de amonio (Ammonium hydrogen tetraborate, general
purpose rcagent). Hopkin and Williams, Ltd. (England) No. cat. 1428.

Verde de bromocresol. Merck, lote 9930452 (Germany). No. cat. 8121.

C. SOLUCIONES:

Acido Sulfurico 0.1N. (Ver ancxo?2)

Mezcla reactiva de selenio. (Ver ancxo 2)

Solucion de Acido Borico al 4% con indicador. (Ver anexo 2)
Solucioén de hidroxido de Sodio al 40%. (Ver anexo 2)
Solucién de HCl y Na, SO, . (Ver anexo 2)

Solucion de FeCl; .6 H;0 y HCL. (Ver anexo 2)
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D. PROCEDIMIENTOS.

VALIDACION DEL METODO

KJELDAHL PARA CUANTIFICAR

PROTEINAS EN AISLADOS Y
CONCENTRADOS DE SOYA.

J

Determinacion de proteinas cn mucsira
de referencia, concentrado o aislado de

DETERMINACION DE
ACIDO FITICO.

—

Mecsclas de aislados de

soya con productos
3oy, licteos
¥
Scleccion de estandar prmanio ¥
determinacién de su purc.sa.
.
Linealidad Precimion Exactitud Lineatidad Precision Estabilidad Limite de
el del c el Analitica Deteccibn

Sistema de Sistema de Método Método Meétodo de la y Cuanti-
Medicion Medicion Analitico Asnalf Anali i
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1. Identificaciéon del acido fitico en productos de soya.
Ref. Thompson, D.B. 1982,

Se han usado varios métodos de extraccion, los mas adecuados son
los que llevan cemo ingrediente el sulfato de sodio, con ¢l cual se ha
visto que mejora 0 aumenta la cantidad de icido fitico en los extractos.

Al agregar al extracto Fe Cly- HCI se forma un precipitado de fitato
férrico, éste esta formado por 8 iones férricos que interactuan con el
anién fitato, donde cada ion férrico puede cestar entre 2 fitatos,
(Thompson, 1982).

De acuerdo a Early (1944 ), hay una relacion 4:6 entre ¢l hierro y el
fésforo.

Las mucstras a las que sc les va a identificar el acido fitico deben
estar homogencizadas y molidas, ademis de tener bajo contenido de
grasa para facilitar este procedimiento, por lo cual se sugiere extraerlas
con cter.

a. Colocar 10 g de la muestra quc se va a analizar en un matraz
Erlenmeyer y agregar 100 ml de una solucién de HCI-Na, SO, .

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

c. Calentar a cbullicion hasta precipitar todas las albuminas y
globulinas que puedan interferir ¢n una reaccidn posterior, filtrar

nuecvammecntc.

d. Pipetcar dentro dec un tubo de ensayo 10 ml del filtrado y
adicionar 12 ml de una solucién de FeCl; - FICI .
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e. Agitar ¢! contenido y calentar ¢cn baflo de agua, el tiempo
necesario hasta observar floculacion. en caso de que el acido fitico esté
presente, ( Thompson, ID; 1981).

f. Preparar mezclas de aislado de soya con diversos lotes de
productos lacteos:; (suero de leche, leche centera, caseina, leche
descremada ) variar el contenido de aislado de soya en un rango de 1 a 7
% considerando que se pesan |0 g de muestra; aplicar ¢l procedimiento

anterior.

2. Decterminacion de proteinas por el método Kjeldahl (Equipo

Tecator).
Ref. Manual Tecator.

a. Pesar la cantidad de muestra conveniente en papel glassine y
colocarla en un tubo para digestion; transferir ¢l tubo a la gradilla del
digestor.

b. Agregar aproximadamente 4 g de mezcla reactiva de selenio, 12

ml de acido sulfirico concentrado y 4 ml de perdxido de hidrégeno. Se
prepara un blanco de la misma manera, utilizando tnicamente papel.

c. Colocar la gradilla con los tubos en el digestor Tecator, a una
temperatura de 350-400 °C. Dcjar en digestion durante 30-40 minutos o
hasta quc ¢l liquido se¢ torne transhicido.

d. Retirar Ja gradilla con los tubos y dejarlos enfriar;
posteriormente agregarles 100 ml de agua destilada por las parcedes con

precaucion.



c. Para destilar, preparar matraces LErlenmeyer con 25 ml de
solucién preparada de dcido bérico al 4% y 100 ml de agua.

f. Efectuar la destilacion del blanco y colocar el tubo con un matraz

recibidor en la unidad de destilacion "Kjeltec”; esperar a que se realice la
destilacion.

g. Efectuar la destilacion de las muestras utilizando el mismo
procedimiento.

h. Titular el destilado. con solucidon valorada de acido clorhidrico o
sulfurico 0.1N, hasta el vire del indicador.

Calculos: 0.014 x N x(V-Vb) x 100
“% Nitrogeno =

p

N = Normalidad de! acido valorado.
V = Volumen del acido valorado.

Ve = Volumen de acido gastado por ¢l blanco.
P = Peso dec la muestra.

% Protcinas = % Nitrégeno x F
F = 6.38 en productos lictcos.
F = 6.25 en los demas productos.
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3. Validacion del Método Analitico para cuantificar Proteinas.
Ref. Alcantara, A. 1993.

Seleccion del estandar primario.

IL.a calibracion del procedimiento Kjeldahl es esencial para asegurar
Ia precision de la determinacion (Dux, 1986). asi como ¢l alto
desempeiio del método. Las ctapas de digestion y de destilacion pueden
ser monitoreadas por el uso de estandares apropiados.

ILa seleccion del estandar sc basa  en que éste y la sustancia a
analizar deben tener una composicidon y comportamicnto gquimico
similar. Hay varios estiandares reconocidos y certificados por The United
National Institute of Standards T'echnology, (Benton, 1991).

a. Efectuar pruebas con la sal de borato de amonio y estandares
primarios reconocidos como ¢l sulfato de amonio y fostato didcido de

amonio.

b. Reproducir las condiciones del sistema de medicion del método
Kjecldahl, pesar cantidades diferentes de cada sal y disolverlas en 25 ml
de solucion dec acido bdérico al 4%, con indicador; agregar 100 ml de
agua y titular con acido sulfiirico 0.1 N.

c. Elegir la sal que dé mejores resultados y que reproduzca las
condiciones del sistema de medicion del método Kjeldahl. Continuar
trabajando con ella en las siguientes etapas.

Linealidad del Sistema de Medicion.

Sc determina construyendo una curva de calibracidn de una misma
solucién patrdn, utilizando cuando menos 5 diluciones y haciendo
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analisis por duplicado para cada dilucion. El intervalo entre las
concentraciones a utilizar dependera del propésito del método; debera
estar incluido ¢l contenido de analito esperado en las muestras.

La lincalidad junto con la precision, son los primeros parametros
que se evaluian en una validacion.

a. Pesar 40 g dec borato de amonio, con un contenido de nitrogeno
conocido y aforar ¢n un matraz volumétrico de 1 It, cada mililitro
conticne 2.703 mg/ml de nitrégeno.

b. Tomar alicuotas por lo menos por duplicado de solucién de
borato de amonio, de: 2.5 ml, 5.0 ml, 7.5 ml, 10.0ml, 12.5 ml, 15.0 ml,
17.5 ml], 20.0 ml, 22.5 ml y 25.0 mi.

¢. Transferir cada alicuota ¢n un matraz Erlenmeyer de 300 ml.

d. Adicionar 100 mi de agua.
e. Agregar 25 ml de solucién de dcido bérico al 426, con indicador.

f. Titular con solucidon valorada de adcido sulfurico 0.1 N (correr un

blanco para corregir volumen).

Precision del Sistema de Mcdicion.

Para su determinacion, un analista debe analizar de manera
independiente por lo menos 6 diluciones a partir de la misma solucién
patron, correspondiente al contenido de  analito esperado c¢n las
muecstras. El punto central corresponde a 25 mi de solucién titulante de
acido sulfiirico O.1N y cquivalente a aproximadamente a 500 mg de
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borato de amonio. (El contenido de nitrogeno en la solucidon preparada es
de 2.703 mg/ml).

a. Pesar 40 g de borato de amonio, con un contenido de nitrégeno
conocido; transferir a un matraz aforado de 1 It; agregar agua hasta el
aforo.

b. Tomar 6 alicuotas de 12.5 ml y transferir a matraces Erlenmeyer
de 300 ml.

c. Adicionar 100 m! de agua y 25 ml de solucion de acido bérico al
4%, con indicador.

d. Titular con solucion de acido sulfarico 0.1N (correr un blanco
para corregir volumen).

Determinacion de la Exactitud del Método Analitico .

Un analista debe preparar de manera independiente, por lo menos 6
mucstras adicionadas de analito, de tal forma que se obtenga la
concentracion del 100% del analito esperado en las muestras de interés, y
recuperar la sustancia mediante ¢l método de medicidn, bajo las mismas
condiciones de analisis.

a. Determinar ¢l crror sistematico constante del método analitico
o exactitud del método a un porcentaje fijo de 70% y 90% de proteinas,
utilizando muestra adicionada que consuma un volumen titulante
comprendido ¢n ¢l intervalo de linealidad del sistema de medicion.

b. Pesar para los dos niveles de analisis 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 mg. Pesar las muestras

por sextuplicado y de
independicente.

manera

¢. Colocar las muestras pesadas en los tubos de digestion Tecator y
realizar el procedimiento para  dcterminacion de

nitrégeno.
(Procedimicnto No. 4).

d. Calcular porcentaje de proteinas ¥y porcentaje de recobro.

Linealidad del Método Analitico.

La determinacion consiste en que un analista prepare muestras
adicionadas de estiandar o analito, de manera independiente, por lo menos
por duplicado, como minimo a tres distintas cantidades adicionadas; para
la recuperacidon del analito se debe emplear ¢l mismo método de
medicion, bajo las mismas condiciones de analisis.

I.a determinacion de la lincalidad del método o error sistematico
proporcional se realiza después de que la evaluacion de la exactitud del
método analitico haya resultado satisfactorio.

a. Determinar ¢l error sistematico proporcional del método,
utilizando muestra adicionada c¢n el intervalo de 65% a 95%, de tal

manera que consuma un volumen titulante comprendido en el intervalo
de lincalidad del sistema de medicion.

Al testigo de referencia adicionar estandar de borato de amonio. La
cantidad de muestra scleccionada y de estandar agregado se basa en:
que ambos deben gastar un volumen titulante comprendido dentro de la
curva estudiada (preferentemente £ 25 ml) ; muestra y estandar deben
ser pesados adecuadamente y ¢l contenido de nitrogeno de ambos al ser
convertido a proteinas deben cubrir un rango de 65 % a 95 %. Utilizar la
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ecuacién de la determinacidon de proteinas; por cjemplo, para el nivel de
70% sc calculd:

70/6.25 =0.014 x 100 x 0.0981 x (21.46 + y)/0.3

Donde:
70 = contenido de proteinas requerido.

6.25 = factor de conversion.
0.014 = miliequivalente del nitrégeno.
0.0981 = normalidad del dcido titulante.
21.46 = volumen de acido gastado por 0.3 gramos de
muestra testigo.
y = volumen que debe gastar el estindar y que se
convierte a miligramos dc éste, para cubrir ¢l contenido de nitrégeno
requerido (0.3402 g de borato de amonio consumen 25.83 ml de dcido);

ey,

en la ecuacion se despeja “y”.

b. Pesar ¢n papel glassine, para todos los niveles 0.3 g de muestra y
adicionar para ¢l nivel 65%, 16.5 mg dc borato de amonio: para el 70%,
39.6 mg; para el 80%, 85.6 mg; para ¢l 90%, 131.6 mg y para el 95%,
154.6 mg . Cada determinacion se hace por triplicado.

c. Transferir a tubos de digestion Tecator y continuar con el
procedimiento para determinacion de proteinas (procedimicento No. 4).

d. Calcular los porcentajes de proteinas y los porcentajes de
recobro correspondientes a cada medicion.

Precision del Método Analitico.

Se¢ debe llevar a cabo cuando menos por dos analistas, en dos dias
diferentes, analizando cada muecstra por triplicado. Trabajar de manera
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independiente partiendo de una muestra homogénca del
cercana al 100% dc¢ la concentracion tedrica,
esperado).

producto,
(cantidad de analito

a. Analizar un concentrado de proteina de soya. que contienc
61.45% de protcinas.

b. Realizar cada determinacién por triplicado, cada uno de los
analistas en dos dias diferentes.

c. Utilizar el Método Kjeldahl, tratando de gastar un volumen
titulante comprendido en el intervalo de lincalidad del

sistema de
medicion.

Estabilidad Analitica de 1a Mucstra.

El andlisis consiste en comparar los resultados obtenidos como
minimo ¢n tres muestras pesadas de forma independiente, con los
obtenidos de las mismas muestras cambiando las condiciones. Las
muestras s¢  almacenan bajo diferentes condiciones de temperatura
ambiente, refrigeracion, luz, cte., por el tiempo preestablecido por el
analista. Reanalizar las muestras bajo las mismas condiciones de

operacion, para cada tiempo, de acuerdo con lo establecido por el método
analitico.

a. Pesar 16 muestras en papel glassine y transferir a tubos de
digestion.

b. Realizar la digestion y la destilacién como en el procedimiento
para cuantificar proteinas, (procedimicnto No. 4).

s



c. Titular los matraces del destilado: 4 de inmediato, 4 a las 18
horas; 4 a las 42 horas, y 4 a las 66 horas.

d. Calcular porcentaje de proteinas.

Limite de Dceteccion y Limite de Cuantificacion del Sistema de
Medicion.

Sc evaliia la respuesta de la sustancia de interés, como minimo a
tres diluciones a concentraciones bajas, por triplicado:; partiecndo de una
misma soluciéon patrén y determinando la respuesta de 6 blancos
preparados de manera independiente. L.a determinacion se efectiia por un
mismo analista, bajo las mismas condiciones de operacion.

a. Determinar ¢l limite de deteccion y cuaniificacion, utilizando
una cantidad de borato de amonio que se titule con 0.5ml, 1.0y 2.5 ml de

acido sulfirico 0.1N. Trabajar por duplicado en cada caso y corriendo 6

blancos. Cada ml dc solucién de borato de amonio contiene 0.7569 mg
de nitrégeno.

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

c. Tomar S alicuotas de 1 ml,2 ml y 5 ml.

d. Transferir a matraz. Erienmeyer de 300 ml; adicionar 100 mi de
agua y 25 ml de solucidon de acido bérico al 4%, con indicador.

e. Titular con solucién valorada de dcido sulfirico O.IN.

f. Correr 6 blancos, no corregir ¢l volumen.
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VL. RESULTADOS.

A. DETERMINACION DE ACIDO FITICO.

Productos lacteos
% de aistado 1 3 B 7
de soya

Tiempo de flo-
culacion ,min.

(1] NF NF NF F

s T T T F

10 T T ¥ F

15 T F ¥ F

Cuadro V. ldentificacion de aislado
lacteos mediante extraccidn del acido fitico.

Donde:

NF= No hay floculaci6n
F= Floculacion

T= Turbio

de proteina de soya

en productos

53



B. VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

1. Linealidad del sistema de¢ medicién.

mg. Nitrégeno (x) ml. H; SO, 0.0981IN (y)
6.7575 4.9
6.7575 4.9
13.5150 9.8
13.5150 9.8
20.2725 14.8
20.2725 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 dcido sulfiirico consumido por miligramos de

nitrégeno.
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Estadigratos Resultados

72000564 . B: 0.0830

Cuadro 7. Valor de los estadiprafos calculados en ef estudhio de Ia

Hincealidad del sistema



2. Precision del sistema de medicion.

mg. de Nitrogeno mil. H, SO, 0.0981N
33.7875 24.7
33.7875 24.6
33.7875 24.6
33.7875 24.6
33.7875 24.6
33.7875 24.6

Cuadro 8. Volumen de acido sulfurico consumido en el punto central de

la curva de linealidad.

Estadigrafos Resultados
y 24.6167
s 0.0408
cv 0.1658

Cuadro 9. Valor de los estadigrafos calculados

precision del sistema.

en ¢l estudio de la
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3. Exactitud del Método Analiticeo (Exactitud al 100 %46 ).

% Protecinas mbk H; SO, “% Proteina % de recobro
(muestra 0.0981N recupcrada (Y)
adicionada) (x)
70 24.45 69.9110 99.8729
70 24.45 699110 99 8729
70 24.65 70.4828 100.6897
70 24.50 70.0539 100.0770
70 23.40 69.7680 99.6686
70 24.50 70.0539 100.0770
90 31.30 89.5571 99.5079
90 31.35 89.7002 99.6669
90 31.5 90.1294 100.1438
20 31.5 90.1294 100.1438
90 31.6 90.4155 100.4617
90 31.45 89.9863 99 9848

Cuadro 10. Valores de recobros de proteina en el estudio de exactitud

para concentrados y aislados de soya.

Estadigrafos Resultados
70% 90%
v 100.0430 98 9848
5 0.3518 0.3483
1C 99.6738 99.6193
<R =< <R =<
100.4122 100.3504
cv 0.3516 0.3483
Cuadro 11. Valor de los estadigrafos calculados en el estudio de

exactitud al 100 %.
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4. Lincalidad dcl Método Analitico .

% de¢ Protcinas

mi. H; SO,

% Proteinas

“ Recobro

(muestra 0.0981N recuperadas
adicionada)(X) (Y)
65 22.7 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 23.4 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
20 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.

linealidad del método analitico.

Valores de recobros de proteinas en el estudio de Ia
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Estadigrafos

0.03439
0.3456 7o
02763
B ERE

Cuadro 13. Valor de dos estdiprafos calculados en el estudio de la
lincalidad del metodo



S. Precision del método analitico (Reproducibilidad)

Analistas (<)

Dia 1 T 61.0629 61.7231
(75¢) 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 proteina obtenidos por dos analistas, en dos

dias diferentes.

[ Fuente de g1 Suma de | Media de F cal F tedrica
varincion cuadrados | cuadrados a=0.05
Analista 1 0.99873 0.99873 50.60 glagid 18.51
Dia/Analista 2 0.03948 0.01974 0.26 gld/gle 4.46
Error 8 0.61127 0.07641 -

Cuadro 15. Tabla de Anilisis de la Varianza.




Estadigrafos Resultados

v 61.2209 %
s 0.3872

cv total 0.6330 %
variacion interanalista 0.4039

cv interanalista 0.6598 %
Repetibilidad 0.5418

Cuadro 16. Estadigrafos obtenidos ¢n el estudio de la precisién del
método.

6. Estabilidad Analitica de la Muestra

Tiempo O Horas 19 Horas 42 Horas 66 Horas
61.0652 61.2414 61.0664 61.6787
proteinas 61.0560 61.6310 61.1490 61.3671
61.1930 61.6002 61.2897 61.8065
61.6136 61.3601 61.5581 61.6940

Cuadro 17. Porcentajes de proteinas obtenidos titulando a diferentes
tiempos dc almacenajec después de destilar.



Condiciones de¢ ty, calculadas tp tedrica Media
almaccnajc a oc 0.0S, gl 12 | aritmética
tempeatura ambicnte =3
tiempo 0 61.2320
19 Horas 1.482870 2.68 61.4582
42 Horas 0.221945 2.68 61.2658
66 Horus 2.652126 2.68 61.6366

Cuadro 18. t de Dunnectte calculadas y medias aritméticas a diferentes
ticmpos de almacenaje.

7. Limite de Detecciéon y Cuantificacion.

mg de nitro- mi. de H, SO, 0.1077 N (y)
geno (x)
0.7569 0.55 0.60 0.60 0.50 0.50
1.5138 1.00 1.00 1.05 1.00 0.95
3.7845 2.40 2.60 2.50 2.50 2.50
Blancos 0.55 0.60. 0.60 0.50 0.50

Cuadro 19. Volumen de dcido sulfurico consumido por la cantidad
minima de nitréogeno.
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Estadigrafos

Resultados

s 0.05000
m 0.64789
Sy/x 0.05500
cv 4.07417
re 0.99624
I1C 0.62404 <M< 0.67174
LD 0.46305
LC 0.77174

Cuadro 20. Valor de los estadigrafos calculados cn el estudio del limite
de deteccion y cuantificacion del método.
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Vil. ANALISIS DE RESULTADOS.

En ¢l método para determinar ¢l acido fitico se observa que la
floculacion es un indicativo de que hay presencia de cualquier producto
de soya; sc utiliza un aislado proteinico como testigo porque este €s un
producto altamente procesado, ¢l cual por tener menos fibra es maéas
dificil de identificarlo en preparaciones alimenticias.

Sc sugicre que en las muestras con alto contenido dc grasa sea
climinado algo de ésta, ya que obstruye una filtracion rapida.

La presencia al 1% de aislado de proteina de soya en productos
lacteos puedec ser visualizada aunque con cienta inseguridad; sin
embargo, cuando hay 3% o miis los resultados se vuelven confiables.

La falta de constancia en los resultados cuando hay un porcentaje
bajo dc aislado de soya, probablemente sc deba a la pequeiia cantidad
de acido fitico contenido c¢n la muestra, a la interaccion de éste con las
proteinas, o Ia solubilidad minima que tenga cl complcjo acido fitico-
hicrro en ¢l medio extrayente.

Esta prucba ¢s negativa para los productos lactcos probados (suero
de leche, leche entera, caseina, leche descremada), aunque la presencia
dc albiminas y globulinas pueden interferir en la interpretacién de los
resultados, si estas no son climinadas totalmente. Es necesario trabajar
con un blanco para evitar errores.

El tiempo de floculacion nos da idea del lapso en ¢l cual podemos
esperar una prucba positiva, ya que a tiempos mayores sc¢ pueden
precipitar sales u otro tipo de compuestos que den un resultado positivo.



E! Método Kjeldahl tradicional (con matraces tipo Kjeldahl)
brinda buenos resultados; sin embargo los cambios a nivel de
instrumentacion, material vy reactivos deben ser evaluados.

La metodologia con ¢l equipo Tecator utiliza menos volumen de
acido sulfirico, la digestiéon se rcaliza en tubos y ¢l tiempo de digestion
disminuye; en trabajo rutinario sc usan rcactivos sin marca y las mezclas
reactivas se preparan cn el mismo lugar, es decir, la variabilidad de las
condiciones decl método aumentan.

La validacion de esta metodologia es importante para respaldar los
resultados obtenidos y asi tener seguridad en las conclusiones.

LLa primera ctapa dentro del estudio de la validacion consiste en
seleccionar ¢l estandar primario para checar todo el sistema de medicién;
no todas las sales sugeridas son apropiadas, la mejor es la que responde
de manera semcjante al comportamiento de las muestras; ¢l tetraborato o
borato de amonio ¢s una sal estable, de pureza y composiciéon conocida
que respondié a los requerimientos del método.

La validacion del método es un procedimiento que nos permite
conocer el método y su respucsta con las muestras de interés.

I.os parametros evaluados son:

Precision del sistema de medicién.

Se preparé una solucion de borato de amonio que tuviera una
cantidad de nitrogeno, que al tomar cierto volumen gastara
aproximadamente 25 ml de acido sulfurico; cste valor se tomé como
punto central al considerar que hay menos errores de medicion.
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a. La desviacion estandar es  una medidad de la precision y
representa la variacion individual con respecto a la media, el valor
obtenido de 0.041 ml nos indica que la dispersion de los resultados cs
minima; ademais, compurando este valor con la cscala minima del
sistema de medicidn utilizada en el experimento, se esperaria un maximo
de variacion de 0.1 ml, mediblcs en la bureta y la desviacion estandar
es menor, por lo que los resultados son aceptables.

b. El coeficiente de variacion (cv) que se obtuvo , 0.1658% , es
menor al aceptado como criterio (£ 1.5%) por lo que también se
considera que hay precision en las determinaciones.

c. L.a amplitud maxima es 4s = 0.164, csto significa que cuando un
analista rcaliza un duplicado ¢l resultado no variard mas de 0.164
unidadecs.

Por los datos obtenidos de diversas formas se asegura que cl
sistema de medicién es preciso.

Linealidad del sistema de medicion.

Se establecio trabajar en un rango de contenido de nitrégeno en
donde se consumieran volimenes, que fueran de 5 ml a 50 ml; de csta
forma sc cubrian valores dec nitrogeno de los concentrados y aislados
protcicos de soya de composicion conocida y desconocida.

a. El valor del coeficiente de determinacion (r) obtenido es 1, lo
que nos indica que hay una relacién lincal entre el volumen de acido
sulfirico consumido (y) y el contenido de nitréogeno (x) en ¢l intervalo
de 6.7575 mg a 67.5750mg dc este analito.



b. El valor de la pendiente “m™, 0.729S5, al ser diferente de O nos
dice que hay relacion significativa entre nuestras variables; hay respuesta

en “y” cuando *x** varia.

c. La ordenada al origen de la relacion es 0.0133, esto representa
una respucsta a una concentraciéon de 0 mg dec nitrédgeno, lo que se
explica por errores que no se han eliminado, como son: ¢! vire del
indicador, la forma de visualizar ¢l menisco en la bureta, etc.

d. Los intervalos de confianza para la pendicente (0.7278 a 0.7311)
y la ordenada al origen ( -0.0564 a 0.0830) incluyen los datos obtenidos,
es decir que se esta dentro de una alta probabilidad de acercarsc 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 ¢n la

direccion “y”, entre 1os puntos experimentales y la linea calculada ; esto
se comprucba con el cv de 0.2532% que es menor al 1.5% aceptado

como criterio.
Exactitud del Método Analitico ( Exactitud al 100%).

En la determinacion de la exactitud al 100% (crror sistemaitico
constante) y la linealidad de¢l método analitico (error sistemitico
proporcional) sc establecié trabajar con el método de adicion de
estandar, ya que los concentrados y los aislados de proteina de soya son
productos en los cuales cxiste mucha variabilidad en su composicion,
debido a que proceden de diferentes importadores y fabricantes.

Se trabajé con un testigo de referencia de concentrado de proteina
de soya, puesto que estos productos contienen menos proteinas que los
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aislados proteinicos y asi poder cubrir un rango superior de contenido
de nitrégeno en la determinacion de la linealidad del método.

a. Dado que ¢l intervalo de confianza paré ¢! porcentaje de recobro
incluye el 100%, cl método analitico ¢s exacto ya que hay concordancia

entrc ¢l valor obtenido y el esperado con la cantidad de analito
adicionado.

b. LLos cocficientes de variacion 0.3483% y 0.3518%, también
cumplen con ¢l requisito de ser < at 3%, la dispersién de los resultados
con respecto a la media es minima.

¢. Los porcentajes recuperados aceptados para métodos
volumétricos cubren un intervalo de 98% a 102% , caracteristica quc
cumplen los resultados.

El método es e¢xacto ya que cumple con los criterios establecidos;
no hay crror sistematico a las concentraciones de 70% y 90%.

Lincalidad del Método Analitico.

Los datos en el estudio del error sistematico proporcional o
linealidad del método analitico indican:

a. El intervalo de confianza de la pendiente incluye el 1 , valor
ideal para una relacién directamente proporcional entre volumen de
acido sulftirico y mg dc  nitrogeno, el resultado de “m®™ 0.9987 también
esta en cl intervalo para podcr ser considerado el valor real .

b. El valor de “m” implica quc hay rclacion significativa entre las
wvariables “*x™ y “y”.
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c. El valor de “b™ 0.04593 a pecsar de indicar que hay algunos
errores que no sc han eliminado, al estar incluido ¢n el intervalo de

confianza tiene gran probabilidad de acercarse al valor verdadero;
pequeilo considerando el intervalo de voliumenes

ademas ¢s un valor
titulantes.

d. El coeficiente de determinacion r° = 0.99943 es muy cercano a
I; la relacién cantidad de nitrogeno y volumen de acido sulfurico es

lineal.

e. El cv 0.3456%

es menor al establecido, < 3%, es decir, la
dispersion de los resultados con respecto a la media es pequefa.

Decbido a que los resuitados obtenidos son aceptables, ¢l método no
presenta error sitemiitico proporcional en las concentraciones de 65% al

95% de proteinas.
litico.

ztod n

Precisién del
De acucrdo al criterio dc aceptacion de que el coeficiente de
es pequeilo,

variacién total no debe ser mayor al 3%6, el valor 0.6330%
por lo que se concluye que ¢l método es preciso, la dispersion de

resultados con respecto a la media es minima.

Aunque no es un requisito cn la validacién, se utilizé el Analisis de
Varianza para localizar la fuente de error; este analisis estadistico se usa
generalmente cuando hay mas de un factor de variacion.

Al construir la tabla de ANADEVA y comparar las F tedricas y las
F calculadas se observé que no hay efecto de dia, pero si de analista, por
ser mayor la F calculada quec la tedrica, esto hace sugerir que cuando se
necesite realizar un duplicado de alguna determinacién lo haga e! mismo

analista.
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Al calcular la variacion debido, al analista y c¢l coeficiente de
variacion respectivo (c¢v = 0.6598%) concluimos que decbido a que cl
valor obtenido es menor al establecido como criterio, el efecto del
analista no afecta la precision del método, pero si puede disminuirse y
controlarse el error.

Por los resultados explicados se considera que el método analitico
es reproducible.

Estabilidad de tas muestras.

El anilisis estadistico que se us6 fuc el contraste de hipotesis,
aunque sc¢ pudo haber usado el intervalo de confianza. Las hipotesis
establecidas son:

Hy = y  Hopi=pe

I.a hipdtesis nula plantca que los valores del tratamicnto i son
iguales a los valores iniciales, es decir que hay estabilidad en las
muestras . Dado que las t de Dunnette calculadas son menores a las  t
teoricas, se considera que la muestra ¢s estable a las 19, 42 y 66 horas de
almacenaje a temperatura ambiente, a la luz, conservada y tapada con
parafilm.

Como a las 66 horas hay tendencia a dar resultados mas altos , lo

cual se reflcja en que la t de Dunnette calculada es cercana a la tedrica,
se recomicenda no almacenar en este intervalo.
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Limite de cuantificacion y detecciéon del sistema.

El limite de cuantificacion es 0.772 mg. dc nitrdgeno; este valor es
la minima concentracion que  puede determinarse con exactitud y
. - a2 - .
precision aceptable ya que @ *r”  cs mayor a 0.98 y “m™ es diferente de
cero.

El valor de 0.463 mg. de nitrégeno es la minima concentracion que
pucde ser detectada , aunque no necesariamente cuantificada.

Especificidad.

Esta determinacidn no fue necesario hacerse ya que la precision y
exactitud del método nos indican que el método es especifico para el

analito estudiado; ademas, la trayectoria y ¢l estudio del método por mas
de 100 aflos respaldan su uso.
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VIII. CONCLUSIONES.

La identificacion de dcido fitico a través de su floculacién en
preparacionces liacteas indica la existencia de productos de soya.

L.a técnica para determinar cualitativamente el acido fitico es
sencilla, ccondmica y confiable para rangos de 3% o mas de aislados

proteinicos de soya en productos licteos.

El método Kjeldah! adaptado, al! ser validado responde a los
requerimientos teoricos y practicos, en la determinacién de nitrégeno de
muestras como aislados y concentrados de proteina de soya.

Hay precisiéon y lincalidad en ¢l sistema de medicion, ¢l método
cumple con exactitud, precision y linealidad en Jlos rangos establecidos

de contenido de nitrégeno.

El método Kjeldahl instrumentado por Tecator y adaptado con
reactivos, mezclas reactivas y necesidades propias de su uso, resulta ser
un método confiable para cuantificar el nitrégeno en los productos de

soya que nos interesan.

El problema de diferenciar aislados proteinicos de los concentrados
proteinicos de soya a través del contenido de proteinas, se debera basar
cn quc el método es confiable , en los procedimientos de obtencién de
estos productos y cn el criterio establecido por la practica.



ANEXO 1.

1. Lincalidad del sistcema de medicion y del método analitico.

Esudigrafo:

Pendicnte de la recta:

Ordenada al origen:

Coeficiente de
wvariacion :

Desviacién estandar
de regresion:

Cocficiente de determi-
nacion:

Férmula:

n Xxy - (Zy) (Ex)

m =
nEx?(Ex?
Ty - mIx
b= ———
n
Sy’ (x) (100)
cy = ———
y
Ty ?-mIxy-bZy
Syx =
n-2
. (nZxy - (Ex) (Zy) *

MEx?-(EZx)*nZy?-Ey))?
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Intervalo de confianza

para M: m -1t (0.975, n-2 ) (Sm =sMx)

m+1(0.975,n-2)(Sm))

Intervalo de confianza

para B: b-1(0.975,n-2 ) (Sb=Bx<)

b+t (0.975.n-2) (Sb)

Donde:
M = Pendiente poblacional real.

t ( 0.975, n-2 ) = Valor de la distribucion t de Student con n-2
grados dc libertad y una confianza del 95% = 2.0739.

t=2.0739 n =24 gl 25
t = 2.0930 n=21gl19
1
Sm = Sy/x

- (Ex)?
==

1+ x?

Sb=Sy/x —_—
n (IF)-(Ex)?
n
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TABLA DE ANALISIS DE LA VARIANZA.

FUENTE DE | GRADOS SUMA DE | MEDIA DE F
VARIACION DE CUADRA- | CUADRA-
LIBERTAD DOS DOS
Regresion 1 SCr Scr Fr=
SCr/MCer

Error de n-2 SCer Scer/gler

regresion

Ajuste (n-2) - t(r-1) SCfa SCtfa/glfa Ffa=
MCfa/Mcep

Error puro t(r-1) SCep SCep/glep

Donde:

SCr =m3Ixy+b(Zy)-((Xy)H/m
SCer=Yy?-m(Exy)-b(Zy)

SCep =Xy * - ((Yi.

)/r)

g! = Grados de libertad.

SCfa

2. Precision.

Estadigrafo:

= Scer - SCep

Media aritmética.

«i
I

Férmula:

Xy
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Desviacion estandar.

(s) (100)

Coeficiente de variacion. cV = —
y

3. Evaluacion de la Exactitud o Error Constante del Método

Analitico.
Estadigrado: Férmula:
_ Zvy
Media aritmética. y=
n
n(Zy*-(=n?
Desviacién estandar. s=

n(n-1)

Intervalo de confianza para R. y-t(n-1,0975)s/n <R=<

(%% de recobro ) y+t{(n-1,0975)s/n
t =2.5706 con n = 6 y una confianza del 95%
(s) (100)
Coeficiente de variacion. CV = e———
n
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4. Precision del método analitico.

Fuente dec g L Suma de|Media de| F cal. |F tedrica
variacion cuadrados cuadrados
Analista a-1 ZYi ../ dr — SCa/gla MCa Fgla/ gid
Y./ adr MCd = 0.05
Dia/Ana- @Da | Z=Yi/r — | sCd/gld MCd | Fgld/gle
lista XYi'/ dr MCe = 0.05
Error (r-1) da ZZXZYijIE‘ — SCec/gle
3
Donde:
a = analista
d = dias
r = replicaciones
F =TF de tablas con =< = 0.05 y es el cruce dondc ¢l valor del
numerador se busca horizontalmente y ¢l denominador
verticalmente.
Yij. = suma de las combinaciones analista-dia.
Yi.. = suma para cada analista.
Y... = suma total de los datos.
Yijk = suma de cada dato clevado al cuadrado.
SC = suma de cuadrados.
MC = media de cuadrados.
Criterios:

Si FA2F (gla/gid; - 0.0s)s ¢l método analitico no es reproducible
por los analistas.

Si FA<F (gaytd. =- 0.0s)» €l método es reproducible por los
analistas.
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Estadigrafo:

Desviacion estandar total

Coeficiente de variaciéon
total.

Variacion interanalista
(S.)

Coeficientc de variacion
intcranalista.

Repetibilidad.

Media aritmética total

Donde:

Formula:

f.zzvuu’ (Y.
S, =
n(n-1)

(S, ) (100)

cV =

y
MCa - MCd
+ JE—
rd

(8, ) (100)

Ccv =

y
+</Mce

_ Y.
y=
n

n = adr

r = nimero de replicaciones.
d = numero de dias.

a = numecro de analistas.
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S. Estabilidad Analitica de la muestra.

Condicioncs de almacenaje Formula para t de Dunnett
19 horas, tecmperatura ambiente ¥Yi— Yo

ty = —————

v MCe ( 2/r)

42 horas, temperatura ambiente ¥2— Yo
ID - —
N MCe ( 2/1)
66 horas, temperatura ambicnte Y3— Yo
tp =

v MCe ( 2/r)

Dondec:
t = 3 tratamientos
r = 4 replicaciones
y; = media aritmética del tiempo i de muestreo.
Yo = media aritmética del tiempo cero de muestreco.
t de Dunnette tedrica, con gle grados de libertad, t tratamientos
no incluyendo el tratamiento control y una confianza del 95% =
2.68
MCe = mecdia de cuadrados del error = SCe/gle
SCe =Yij-Yi./r
gle = (t+1) (r-1)=12

ESTA TESIS NO DESE
SALUR DE LA MWAIOIECA



6. Limite dc deteccién y Cuantificacién del Sistema de Medicién.

Estadigrafo: Férmula:

Desviacidén estindar de

blancos. n Xy’ - (Zy)
Sb = ———
n((n-1)
nXxy - (Ex)(Zy)
Pendiente. m=
nIx® - (Zx)?
Desviacion estandar de
regresion. y'-m EIxy -b Xy
Syx =
n-2
(Syx) (100)
Cocficiente de variacion. cve= —
y
nIxy - (Ex)(Zy)
Coeficicnte de determinacion. r?=

n3x* - (Ix)P-nZy - Sy )

Intervalo de confianza para M

m-t(n-2,0975) SmsMs m +t(n-2,0.975) (Sm)



6 Sb

Limite de deteccion. 1.D =
m
10Sb
Limite de cuantificacién. LC =
m
Donde:

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



ANEXO 2.
Preparacion de soluciones y reactivos,

a. Acido Sulfurico 0.1 N: medir 3 ml de &cido sulfurico
concentrado y aforarlo a un litro; valorarlo con carbonato de sodio
secado por 2 horas a 105° C , usando naranja de metilo como indicador.

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

c. Solucioén de Acido Bdrico al 4 % con indicador: disolver 80 g de
acido bérico R.A. en 1.2 litros de agua destilada; mezclar y agregar mas
agua para completar cerca de 1.8 litros; agregar 20 ml de una soluciéon
de verde de bromocreso!l ( 20 mg en 20 ml de alcohol ) y 14 ml de
solucion de rojo de metilo ( 20 mg en 20 ml de alcohol ); diluir a 2 litros
con agua y mczclar, (Manual Tecator).

d. Solucidén de HC1 y Na, SO, : pesar 10 g de sulfato de sodio y
disolver en 50 ml de agua; adicionar 1.2 m! de Acido clorhidrico y todo
se afora a 100 ml con agua, ( Thompson, 1982).

€. Soluciéon de FeCl; .6 H;O y HCI: pesar 2 g de la sal; adicionar

16.3 mi de acido clorhidrico concentrado y aforar a 1 litro con agua
destilada, (Thompson).

82



IX. BIBLIOGRAFIA.

1. Alcantara, P. A. *““Material de Apoyo para Validacion de Métodos™.
LUAL. México, 1993,

2. Alden, D, E. "Soy Processing from Beans to Ingredients”. J. Am. Oil
Chemist's Soc. 1975, April, 52: 244A-248A.

3. Averill, H. P. and King, C. G. "Phosphorus content of Soybeans™ J.
Am. Chem. Soc. 1926, 49: 724-728

4. Ayres, H.G. “Analisis Quimico Cuantitativo”™.Ed. Harla. 1970.

5. Badui, D.S. "Quimica de los Alimentos”. Segunda Edicion. Ed.
Alhambra Mexicana, S.A. México. 1990, p. 617-637.

6. Benton, J1.J. "Kjeldhal Method for Nitrogen Determination”. Micro
Publishing, Inc. USA. 1991.

7. Cogan, U.and Yaron, A. et al. “Effect of Processing Conditions on
Nutritive Value of Isolated Soybean Protecins™. J. Agr. Food Chem. 1968,
16: 196-198.

8. Commiittee International Dairy. Federation, International Organization
for Standardization. "Dairy Products in Official Methods of Analysis”.
AOAC . Washington, D.C. 1980, p. 238-275.

9. Coppock J. "Soy proteins in Food - Retrospect and Prospect”. J. Am.
Oil Chemist's Soc. 1974, January 51: S9A-62A.

83



10. Dcegroot, A. P. and Slump, P. "Effect of’ Severc Alkali Treatment of
Proteins on Aminoacid Composition and Nutritive Value”. J. Nutr. 1969,
98: 45-46.

11. Douglas, ¥¥. W. and Tobias, J. ¢t al. " Quantitative Determination of
total Protein, Casein and Whey Protein of Processed Dairy Producis”. J.
Dairy Sci. 1982, 65: 339-345.

12. Elmer, H. M. "Standard Methods For of Examination of Dairy
Products”. 14a. de. Editorial American Public llealth Association. USA.
1978.

13. Fracciones Arancelarias y ’lazos de Desgravacion; Tratado de Libre
Comercio de América del Norte. SECOFI. México. 1994, p. 8-9.

14. Guerra J. "Validation of FIDA"., Pharmaceutical Technology. 1986,
p. 75-80.

15. Hardin, C. M. "Impact of Plant Proteins in Worldwide Foods
Systems in Soy Protein and Human Nutrition”. Editado H.L.. Wilcke , D.
T. Hopkins and D.}. Wagg!l. Academic Press. New York. 1979

16. Hartman, C. 1I. Procedings 69Th. Annual AOCS Mecething, St
Louis, MO. 1978, May 14-18.

17. Horan, F. E. "Soy Protein Products and Their Production”, Plenary
Sesion I1. J. Am. Oil Chemist's Soc. 1974, January 51: 67A-73A.

18. “Introduccioén al Sistema Armonizado de Designacion y Codificacion
de Mercancias.” Dircecion General de Aduanas. SHCP. 1995,



19. Kinsclla, J. E. “The Chemistry of Dairy to Baking™. Ed. Chichester
C. O. and Mrak, E. M. Advances in Food Research Academic Press.
New York. 1971, p. 148-209

20. Manual Tecator. Kjeltec System. 1026 Distilling Unit.
21. Manual Tecator. Digestion System 6/12.

22. “Mcétodos Analiticos de Validacidon™ Comité de Elaboracién de Guias
Oficiales de Validacion . SSA.

23, Mattil, K. F. “Composition, Nutritional, and Functional Porperties,
and Quality Criteria of Soy Protein Concentrates and Soy Protein
Isolates™. J. Am. Oil Chemist’s Soc. 1974, S1: 81 A-84 A.

24. Mc. Kinney, L.L. and Sollars, W. F. "Studies on the Preparation of
Soybcan Protein Free torm Phosphorus”. J. Bio. Chem. 1948, 177: 11-
132.

25. Morr, C. V. "Technical Problems and Opportunities in Ussing
Vegetable Proteins in Dairy Products”. Sesion I. ). Am. Oil Chemist's
Soc. 1979, March 56: 383-3R5.

26. Morries, P. * Century of Kjeldahl (1883-1993)". J. Assoc. Publ.
Analysis. 1983, 21: 53-58.

27. Nelson, J. A. and Trot, G. M."Judging Dairy Products”. 4a. ed. Ed.
Olsen Publishing. USA. 1964.

28. “Notas Explicativas del Sisterna Armonizado de Designacion y
Codificacién de Mercancias™., Tomo |, Capacitacion Aduanera y
Asesoria, S. C.

85



29. Official Methods of Analysis of the Association of Official
Analytical Chemists. 1990, p.781-784.

30. Osborne, T. B. and Mendel, .. B. "Observation of Growt in Feeding
Experiments with Isolated Food Substances”. Hoppe-Sceylers. J. Physiol.
Chem. 1912, 80: 307-370.

31. Phillippy, B. Q., Johnston, M. R. ct al. "Inositol Phosphates in
Processed Foods”. J. of Food Science (1988, Vol. 53, Num. 2, p. 496-
499.

32. Pinsky., A. And Grossman, S. "Proteases of the Soybean I1". J. Sci.
Food Agr. 1969, 20: 374-375.

33. Saio, K. Koyama, E. and Watanabe, T. "Protein- Calcium Phitic Acid
Relation Ships in Soybean I. Effects of Calcium and Phosphorus on
Solubility Characteristics of Soybean Meceal Protein”. Agr. Biol. Chem.
1967, 31: 1195-1200".

34. Smiley, W. (G, and Smith, K. A. “Prcparation and Nitrogen Content
of Soybean Protein’”. Cercal Chem. 1946, 23: 288-296.

35. Smith, A, K. and Circle, S.J. "Soybeans Chemestry and Technology™.
Vol. I. Segunda Edicion. The Avi Publishing, Inc. USA. 1980.

36. Smith, K. A. and Rackis, J. J. "Phytin Elimination in Soybean Protein
Isolation”. J. Am. Chem. Soc. 1957, 79: 633-637.

37.The United States Pharmacopeia the National Formulary”™ United
States Pharmacopeial Convention, Inc. 1995, p. 800-1.

38. Thompson , D. B. and Erdman, J. U. “Phytic Acid Determination in
Soybeans™. J. of Food Scicnce. 1982 ,43: 513-517.

86



39. Webb, B. H. and Whittier, E. O. "Byproducts from Milk". The Avi
Publishing Company. USA. 1976.

40. Wolf, W.S. and Cowan, J. C. "Soybean as Food Source”". CRS Press,
Inc. Boca Raton, Florida. 1979.

&7



B T

vy ey o

INDICE DE FIGURAS.

Figura 1. Estructura de la Semilla de Soya y su Germinado. 2
Figura 2. Capa de los prismas vista de frente. 3
Figura 3. Células en forma de relojes de arena. 3
Figura 4. Equipo de digestion “Tecator™. 23
Figura 5. Equipo de destilacion *“Tecator™. 24
Figura 6. Grafica obtenida en ¢l estudio de la linealidad del Sistema

de Medicion. ss
Figura 7. Grafica obtenida en ¢l estudio de la Linealidad del

Meétodo Analitico. 59



INDICE DE CUADROS.

Cuadro 1. Composicion Promedio de la Semilla de Soya.

Cuadro 2. Composicion de las Formas Comerciales de la Soya.

Cuadro 3. Composicion tipica de la LLeche de Vaca .
Cuadrod4. Composicion promedio de diversos Productos Lacteos.

Cuaadro 8. Identificacién de Aislado de Soya en Productos Lacteos
mediante la extracceiéon del Acido Fitico.

Cuadro 6. Volumen de Acido Sultiirico consumido por cantidad
de Nitrogeno.

Cuadro 7. Valor de los estadigrafos calculados en el estudio de la
Lincalidad de¢l Sistema de Medicion.

Cuadro 8. Volumen de¢ Acido Sulfurico consumido en el punto
central de la curva de Linealidad.

Cuadro 9. Valor de los estadigratos calculados en el estudio de
de la Precision del Sistema de Medicion.

Cuadro 10. Valores de recobros de Proteinas en ¢l estudio de
Exactitud para Concentrados y Aislados de Soya.

Cuadro 11. Valor de los estadigrafos calculados en ¢l estudio de
la Exactitud del Método Analitico.

Cuadro 12. Valores de recobros de proteinas en el estudio de
la Linealidad del Método Analitico.

10
17

20

53

ss

s

s6

s$6

57

57

58



Cuadro 13. Valor dc los estadigrafos calculados en el estudio de 1a
Lincalidad del Método Analitico.

Cuadro 14. Porcentajes de proteina obtenidos por dos analistas
c¢n dos dias diferentes.

Cuadro 15. Tubla de Anailisis de la Varianza.

Cuadro 16. Estadigrafos obtenidos en el estudio de la Precision
del Método Analitico.

Cuadro 17. Porcentajes de Proteina obtenidos titulando a
diferentes tiecmpos, despudés de destilar.

18. t de Dunnette calculadas ¥ obtenidas a diferentes

Cuadro
ticmpos de almacenaje.

Cuadro 19. Volumen de Acido Sulfirico consumido por la can-
tidad minima de Nitrogeno que puede ser detectado.

Cuadro 20. Valor de los estadigrafos calculados en el estudio del
Limite de Detecciéon y Cuantificacion del Método.

g

g

61

61

62

62

63



	Portada
	Índice General
	I. Fundamentación
	II. Planteamiento del Problema
	III. Objetivos   IV. Hipótesis
	V. Parte Experimental
	VI. Resultados
	VII. Análisis de Resultados
	VIII. Conclusiones
	IX. Bibliografía



