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|ntroduccion

1 » INTRODUCCION

El alimento es la sustancia normalmente ingerida por seres vivos. El término alimento incluye
también bebidas liquidas. La comida es la principal fuente de energia y nutricion de animales,

y es generalmente de origen animal o vegetal.

Los macronutrientes son nutrientes que aportan la energia necesaria para la superviviencia
de un organismo. Existen tres categorias de macronutrientes: Carbohidratos, proteinas y
grasas. Conocer la cantidad de estos tres componentes, asi como de otros como sales
minerales y humedad determinar la cantidad y proporciones de estos compuestos es basico
para conocer que tan nutritivo es un alimento. A dicha determinacion se le denomina analisis

proximal.

La determinacion de proteina total es una de las fases esenciales del analisis proximal de
alimentos debido a su importancia tanto fisiolégica como de composicion. El método Kjeldahl
actualmente sigue siendo la técnica mas utilizado para la determinacion de nitrdgeno
organico. Como consecuencia, los resultados obtenidos por Kjeldahl se han utilizado para
calibrar métodos automaticos. Otro método para la determinacion de proteina bruta es el
método de analisis por combustiéon o método Dumas, basado en la conversion de los gases
de combustién. La comparfia LECO (St. Joseph, Michigan) tiene en el mercado el analizador
de nitrégeno/proteina FP-528 que cuantifica el nitrégeno de forma sistematizada y

automatizada basandose en el método de combustion Dumas (AOAC 990.03).

Debido a la necesidad de incrementar la velocidad de los andlisis que se llevan a cabo en los
alimentos, se ha optado por introducir el uso de este equipo en los andlisis rutinarios del
Centro de Investigaciones Quimicas (CIQ) en la Universidad Auténoma del Estado de
Hidalgo, por ello, es importante conocer el nivel de correlacion existente entre el uso de dicho

equipo y el método Kjeldahl.
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En el presente trabajo se analizaron cuatro grupos de alimentos de distintos porcentajes de
proteina. Los resultados obtenidos, nos daran la pauta para comparar y decidir qué método
aplicar a cada muestra, tomando en cuenta que el uso de cualquier método nos proporcione

los datos correctos.




Antecedentes

2- ANTECEDENTES

El término proteina fue utilizado por primera vez por el quimico aleman Gerardus Johannes
Mulder, en 1838, para nombrar a un grupo especifico de sustancias muy abundantes en
todas las plantas y animales. Mulder pronosticO correctamente la importancia de las
proteinas; tomo6 este nombre del vocablo griego proteios que significa primordial o de nivel

primario (Boyer, 2000).

2.1. DEFINICION Y CLASIFICACION DE PROTEINAS

Las proteinas son macromoléculas complejas que pueden constituir el 50% o mas del peso
seco de las células vivas y tienen un papel fundamental en la estructura y funcion de las

mismas.

La masa molar de las proteinas varia de unos 5,000 a varios millones de Daltons y estan
constituidas de carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrdgeno y algunas veces por azufre. Son base
de los procesos fisioldgicos celulares ya que a partir de ellas se regulan la mayoria de los

procesos metabdlicos (Boyer, 2000).

Las proteinas se caracterizan por su funcion y mecanismo de accion, independientemente de
sus propiedades generales, tales como tamafo, forma, comportamiento anfolitico,
solubilidad, etc. Dichas funciones dependen por completo de la secuencia de los

aminoacidos que la componen y es definida para cada proteina.

Si se cambiase un solo aminoacido de la secuencia, es considerablemente probable que la
proteina pierda actividad bioldgica, dicha secuencia aminoacidica en las proteinas esta

definida por una secuencia de bases en el ADN que forma los genes (Bohinski, 1991).




Ana Laura Cruz Lugo

Los amino&cidos se unen entre si a través de un Unico tipo de enlace, el enlace peptidico. Al
formarse las uniones peptidicas la mayor parte de los grupos ionizables de los aminoacidos
se neutralizan entre si lo que confiere a la molécula en general propiedades anfoliticas
(Boyer, 2000).

La solubilidad de las proteinas depende de las caracteristicas estructurales y del medio en
que se encuentran, a si pues, ciertas proteinas de tipo fibroso son insolubles en agua y en

los medios acuosos comunes en los seres vivos.

La mayoria de las proteinas son solubles en las condiciones de las células. La solubilidad es
minima en el punto isoeléctrico y también depende de la fuerza i6nica de la solucidén
(Dominic et Wong, 1995).

2.1.1 Clasificacion segun su funcién bioldgica

Las proteinas se sintetizan en las células a partir del ARN (acido ribonucleico) mensajero

mediante procesos de trascripcion.

El ARN mensajero y un ARN transferente unido a un aminoacido, forman las cadenas de
proteinas constituidas por secuencia de aminoacidos, que determinan la estructura espacial
tridimensional y por tanto, la actividad biolégica de las proteinas, segun Bohinski (1991) las

proteinas se clasifican en:

@ Proteinas con actividad enzimatica.

Estas proteinas regulan todos los procesos metabdlicos actuando como catalizadores de
reaccion, mediante la presencia de centros activos que permiten regular la mayoria de las
reacciones bioquimicas. Ello hace que sean esenciales para los procesos de metabolizacion

de hidratos de carbono, acidos grasos y proteinas (Morrison et Boyd, 1998).
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La existencia de un centro activo, hace que las moléculas organicas experimenten

reacciones de descarboxilacion, carboxilacién, fosforilacion, desaminacion y esterificacion.

@ Proteinas con actividad estructural

Este tipo de proteinas determinan la estructura y actividad de muasculos, piel, ojos, cornea,

etc.

Las proteinas que forman parte del cabello (queratina), ufias, estructuras cérneas, 6seas 0
piel, determinan la forma fisica final de cada 6rgano, siendo el colageno esencial para la

estructura del manto hidrolipidico y la formacion de las estructuras 0seas.

Las proteinas también forman parte de las estructuras de las membranas celulares, las
cuales, junto con los lipidos, establecen las condiciones de barrera de permeabilidad
selectiva.

& Proteinas con actividad inmune

Un ejemplo claro de este tipo de proteinas son las inmunoglobulinas, que forman los

anticuerpos en que se basan las defensas animales contra los microorganismos invasores.

@ Proteinas con actividad transportadora
Las proteinas de este tipo tienen como actividad principal el facilitar la distribucion en el
organismo de elementos organicos, son esenciales para el transporte de acidos grasos en

forma de lipoproteinas y de elementos minerales.

Cuando algunas proteinas se encuentran unidas a un grupo hemo, en forma de hemoglobina

y mioglobina, permiten el transporte y regulacion de oxigeno a través del sistema circulatorio.
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@ Proteinas con actividad regulatoria del sistema circulatorio

Estas proteinas actian como precursores de proteinas activas que realizan funciones
esenciales en los procesos de coagulacion. Para que la coagulacion se lleve a cabo se
producen agregados de fibrina que forman los coagulos e impiden la existencia de

hemorragias.

La eficacia del proceso es consecuencia de un conjunto de reacciones incluyéndose

procesos de sintesis proteolitica en donde la trombina es capaz de inducir su propia sintesis.

& Proteinas con actividad hormonal

Las proteinas con actividad hormonal regulan procesos fisioldégicos esenciales, tales como
funciones del sistema nervioso, actividad fisioloégica sexual, reproduccion celular o procesos

glucémicos.

Como ejemplo de este tipo de proteinas, tenemos a la paratormona y calcitonina que
regulan la actividad de las glandulas paratiroideas y las células foliculares, las cuales a su

vez controlan el metabolismo del calcio en el organismo.

Las principales hormonas de naturaleza proteica tienen un origen pancreatico, tal es el caso
de la sintesis de insulina y glucagon responsables de la regulacion de los procesos

glucémicos.

Existen glucoproteinas con funcion estimulante que actian directamente sobre el timo y el
tiroides y proteinas simples como prolactina y hormonas del crecimiento que determinan la

evolucién del organismo en las etapas de desarrollo.
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& Proteinas con actividad nutritiva

Este grupo esta constituido por aquéllas que tienen una funcién nutritiva, bien por transmision
de nutrientes como es la caseina de la leche en la lactancia, o por almacenamiento de

nutrientes para ser utilizados por un embrion.

En el caso de las semillas de los vegetales o del huevo en las aves, las caracteristicas fisicas

de la proteina tienen menor importancia que su composicion quimica global.

2.1.2 Clasificacion segun los productos de hidrélisis

Segun los productos que originan al hidrolizarse, las proteinas se dividen en dos grupos: las
simples o naturales que, por hidrolisis, dan a—aminoacidos o derivados de éstos, y los
proteidos, que, aparte de formar aminoacidos en la hidrolisis también se desdoblan a grupos

no peptidicos llamados grupos prostéticos mostrados en la tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de las proteinas segun sus productos de hidrélisis (Cheftel et al.,
1989).

Nombre Grupo prostético

Albuminas
Proteinas simples  Globulinas

Escleroproteinas

Cromoproteidos Componente de color
Glucoproteinas Carbohidrato
Metaloproteinas [6n metélico
Proteidos Hemoproteinas Grupo Hemo
Flavoproteinas Flavina
Lipoproteinas Lipido
Fosfoproteidos Fosfato
Nucleoproteidos Nucleétido
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2.2 AMINOACIDOS

Las proteinas, al estar formadas por aminoacidos, hace que éstos sean esenciales para el
organismo, ya que de sufrir una carencia representaria una alteracién en los procesos de

biosintesis proteica y por lo tanto una serie de alteraciones fisiologicas.

Los aminoacidos que forman parte de las proteinas son un grupo que se limita a 20, de los
cuales, ocho son esenciales: treonina, metionina, lisina, valina, triptéfano, leucina, isoleucina,
fenilalanina, hidroxiprolina e hidroxilisina (ademas puede afadirse la histidina como esencial

durante el crecimiento, pero no para el adulto).

Se denominan esenciales debido a que el organismo humano no puede sintetizarlos por ello
es necesario ingerirlos en la dieta, en forma de alimentos proteicos tales como:

ovoproductos, carnes, pescados, lacteos, cereales y legumbres (Cheftel et al., 1989).

Los aminoacidos son metabolizados y transformados en el organismo para facilitar su
digestion, para ello, los procesos de digestiéon y absorcién permiten que mediante la accion
de enzimas proteoliticas las proteinas se hidrolicen liberando los aminoacidos que las forman
y que estos se asimilen a través de las microvellosidades de las células intestinales.
(Bohinski, 1991).

Las células intestinales, mediante aminopeptidasas, catalizan la hidrdlisis de péptidos que
contienen un pequefio numero de aminoéacidos, los cuales se hidrolizan en el citoplasma de

la célula mediante la accién de peptidasas intracelulares.

Para que éste proceso aporte el maximo rendimiento, es necesario que exista una buena
actividad hepatica y pancreética asi como digestiva. Ello facilita que el organismo asimile
todo el conjunto de aminoacidos los cuales pasan al interior de la célula mediante diferentes

mecanismos fisiologicos. (Dominic et Wong, 1995).
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Los aminoacidos asimilados son transportados por el sistema circulatorio a los diferentes
organos Y tejidos, en cuyas células se producen todo el conjunto reacciones metabdlicas que
conducen a la sintesis enddgena de proteinas con actividad fisiologica, incluidas las enzimas

y a la produccion de energia.

Los aminoacidos son los elementos esenciales de anclaje para la formacién de nuevas
secuencias de proteinas las cuales, en funcion del perfil de aminoacidos que la formen, va a
determinar su actividad biolégica, siendo dicha sintesis, especifica para cada molécula
(Boyer, 2000).

Todos los aminoacidos presentes en las proteinas, excepto dos (prolina e hidroxiprolina),
responden a la misma férmula general (figura 1) en donde se observa que contienen por lo

menos un grupo amino primario (—NH>) y un grupo carboxilico (-COOH).

+
R 6 NH:
H.N—C—H H—C—CO0"
COOH R

Figura 1. Formula general de los amino&cidos (Cheftel et al., 1989).

La formula general muestra los grupos amino y carboxilo en sus estados ionizados, dando un

ion anfotero, zwiterion, que es la forma prevalente a pH isoeléctrico (Morrison et Boyd, 1998).

La letra R representa una cadena lateral de composiciéon variable que tiene influencia sobre
el comportamiento fisicoquimico a nivel molecular ademas de ser caracteristica para cada

uno de los 20 aminoacidos (tabla 2).




Tabla 2. Cadenas laterales (R) de los aminoécidos (Cheftel et al., 1989).
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Como se puede observar los aminoacidos L-prolina y L-hidroxiprolina no son estrictamente
aminoacidos, mas bien, iminoacidos, puesto que su atomo de nitrégeno se encuentra unido a
dos atomos de carbono, el segundo de los cuales es, de echo, el dltimo de la cadena lateral
que se ha plegado sobre si mismo y se ha unido al nitrégeno para formar un anillo (Boyer,
2000).

El carbono central, al que se une la cadena lateral, el grupo carboxilo y el grupo amino se
conoce como carbono a. Exceptuando a el aminoécido glicina, donde la cadena lateral es
hidrégeno, los cuatro grupos unidos al carbono a son distintos entre si, es decir, el carbono a
esta asimétricamente sustituido, lo cual significa que los aminoacidos poseen actividad Optica
y por tanto la capacidad para desviar la luz polarizada dando lugar a la existencia de L- y D-

aminoacidos.

En todos los seres vivos los amino&cidos presentes en las proteinas pertenecen a la serie L,
sin embargo, en la naturaleza se pueden encontrar aminoacidos D, se hallan en la pared

celular de las bacterias y en ciertos antibioticos (Morrison et Boyd, 1998).

2.3 ENLACE PEPTIDICO

Como se menciono anteriormente, los péptidos estan formados por la union de aminoécidos
mediante un enlace peptidico (figura 2), enlace covalente que se establece entre el grupo
carboxilo de un aminoéacido y el grupo amino del siguiente, dando lugar al desprendimiento
de una molécula de agua. Dicho enlace tiene un comportamiento similar al de un enlace
doble, es decir, presenta una cierta rigidez que inmoviliza en un plano a los atomos que lo
forman. (Boyer, 2000).

Si el numero de aminoacidos que forman la molécula no es mayor de diez unidades, se

denomina oligopéptido, si es mayor de diez unidades se denomina polipéptido, y si el nimero

11
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de unidades es superior a cincuenta, se habla de ya de la formacién de una proteina

(Morrison et Boyd, 1998).

H H

\ \
H:N—C—COOH + H:N—C-—COOH

R u R

0

Figura 2. Reaccion de la formacion de un enlace peptidico (Morrison et Boyd, 1998).

El mecanismo enzimaticamente catalizado de la reaccion que observamos en la figura 2, es
mucho méas complejo que lo que parece implicar una simple flecha. Los electrones del grupo

carbonilo se encuentran deslocalizados, dando al enlace C—N un caréacter de doble enlace.

La presencia de dicho caracter impide que exista rotacion entorno a dicho enlace y por lo
tanto los seis atomos se encuentran en un “plano amida”. La figura 3 muestra una cadena
polipeptidica larga como una serie de planos amida unidos por lo atomos de carbono a de

sucesivos restos de aminoacidos. (Morrison et Boyd, 1998).

O RO RO RO
\CXC\\C\\CX
nooy e
H H H H

Figura 3. Planos amida de la cadena polipeptidica (Cheftel et al., 1989).

O

Esta cadena se ha dibujado sin prestar atencién a la distribucion tetraédrica de los enlaces
de los atomos de carbono a. De hecho, la cadena adopta una disposicion mas compacta que

la que puede definirse por los dngulos de rotacion entorno a los enlaces Co-N y C4-C.

12
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Cuando un determinado par de angulos de este tipo se repite, en sucesivos atomos de
carbono a, la cadena polipeptidica adopta una forma visiblemente regular, y que

habitualmente es una hélice (Cheftel et al., 1989).

2.4 ESTRUCTURA PROTEINICA

Es de suma importancia conocer la estructura de las proteinas debido a que ha permitido, en

gran parte, entender sus funciones, particularmente a nivel molecular.

Las proteinas, a pesar de su gran tamafio, mantienen en los organismos vivos una estructura
tridimensional precisa. La organizacion espacial se encuentra bien definiday se conoce como

conformacioén nativa.

La conformacion nativa presenta un arreglo tridimensional de los &tomos de cada proteina en
su estado natural, compatible con su funcion y, ademas, la conformacion
termodinamicamente mas estable, con menor requerimiento de energia para adoptarse y

menos cantidad de energia almacenada (Bohinski, 1991).

2.41 Estructura primaria

Cuando una proteina cuenta con una secuencia de aminoécidos unidos entre si por uniones
peptidicas, sin intervencién de algun otro enlace, entonces estamos hablando de un arreglo

espacial lineal al cual se le llama estructura primaria.

En las células el orden queda determinado por la informacidon contenida en los genes, lo que

da origen a una secuencia lineal y repetitiva de los a&tomos N, C, C, N, C, C, N.

13
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A esta secuencia lineal se le llama columna vertebral, de donde sobresalen las cadenas
laterales (R) de los aminoé&cidos. De la secuencia de los aminoacidos se deriva el resto de la
conformacion de la proteina (Lehninger, 1982).

La primera proteina de la que se conocidé la estructura primaria fue la insulina, estudiada por
Sanger (1953). Ahora se conoce la secuencia completa de mas de 2000 proteinas (Lopez,
2005).

2.4.2 Estructura secundaria

Segun Stryer (1988) la estructura planar del enlace peptidico restringe las posibilidades del

arreglo espacial de la columna vertebral de los polipéptidos.

Cada enlace peptidico planar forma un angulo en relacién al siguiente enlace, también
planar, y se desplaza en relacion al carbono a de cada uno de los aminoacidos, lo que influye

en el plegamiento de la columna vertebral de los polipéptidos.

El plegamiento tiende a alcanzar la forma mas estable, en la que ocurren menos

modificaciones espontaneas.

Los tipos de arreglo presentes son los de a-hélice y los de hoja plegada B, formas
dominantes de la estructura secundaria de las proteinas estabilizadas, en gran parte, por

puentes de hidrogeno entre nitrdgeno y oxigeno (figura 4).

E-CH HC-R
/
C=0 H-1T
5\
Ry & g— O=/C
HC-R"

Figura 4. Puentes de hidrogeno (Morrison et Boyd, 1998).
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2.4.2.1 Conformacion a-hélice

En la conformacién a—hélice, la columna vertebral de la cadena gira sobre un eje para dar

una estructura helicoidal, como se muestra en la figura 5.

o hélice

Figura 5. Representacion de la conformacién a—hélice en la estructura secundaria de las

proteinas (Sayle, 1994)

En la conformacion a hélice la columna vertebral, formada por series CCN, da vuelta en
sentido de las manecillas del reloj, en su desarrollo de arriba hacia abajo. En la figura 5,

estan representadas las cadenas laterales con una R.

La dimensién de cada segmento CCNC, es de cerca de 0.15 nm, el angulo entre cada uno
de los segmentos es de 100° y por la parte externa de cada angulo salen las cadenas

laterales de los aminoacidos.
Caben 3.6 residuos de aminoacidos en cada vuelta que ocupa 0.54 nm, cuando se forman

varias vueltas, la estructura total semeja a un cilindro o tubo del que sobresalen las cadenas

laterales de los aminoacidos (Stryer, 1988).
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2.4.2.2 Conformacién hoja plegada 8

La forma B es una conformacién simple formada por dos o mas cadenas polipeptidicas
paralelas, que corren en el mismo sentido, o antiparalelas, que corren en direcciones

opuestas, y se adosan estrechamente por medio de puentes de hidrégeno.

Esta conformacion tiene una estructura laminar y plegada a manera de un acordeon (Cheftel
et al., 1989).

En la figura 6 se observa el esquema que corresponde a la disposiciéon de una lamina de
arreglo paralelo.

Debido a los angulos entre C y N de la columna vertebral, la forma real es la de una lamina
gue se dobla en zig-zag. La zona punteada corresponde al puente de hidrogeno. La
estabilidad es mayor cuando se presenta la conformacién antiparalela, la mas frecuente en

las proteinas naturales, incluso més frecuente que la a—hélice (Stryer, 1988).

Hoja plegada 3

Figura 6. Configuracion B de las cadenas polipeptidicas en las proteinas fibrosas (Sayle,
1994).

16




Ana Laura Cruz Lugo

2.4.3 Estructura terciaria

Cuando se habla de una estructura terciaria en las proteinas, se esta refiriendo a un arreglo

tridimensional, formado por diversos repliegues especificos y fijos para un determinado orden
de aminoacidos.

La disposicion final de las proteinas depende de los distintos residuos de aminoéacidos

vinculados entre si por ciertas uniones, de las cuales predominan las mostradas en la figura
7 (Cheftel et al., 1989).

| |
¢ O o o O e e 0
0/ N’ N’ N0 N Ne N Ng

OH&. treonina | SEHNA |
| H-C— CH,
. -
/O j_HE @ : ) CH, OH 8
.\. H CH, OH
=0
[ h
O—® |
] CH,
./O\ serina | serina ) |
0O OO O OO\ O e
/ O ® o O e ) N o
cisteina | leucina | ]
CH2 CH2 ._.
| 2
@ CH—CH; x o
S | : AN
® ; ', / /.
CH, °
CH,
‘ N\ AN \
R CH T_O
| isoleucina |
) o-e

¢ O ® O o o ./
\|./ e’ o/ \.|/ e’ N0 0|

Figura 7. Tipo de uniones que estabilizan el plegamiento de las proteinas (Lehninger, 1989).
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De acuerdo a la figura 7, se tienen cinco tipos de uniones que estabilizan el plegamiento de

las proteinas, que son:

1. Uniones de tipo atraccion electrostatica

Se trata de la formacién de una union tipo electrostética por la presencia de un grupo -COO"
y otro -NHs" de los residuos correspondientes, tipo glutamato o aspartato, y lisina o arginina,

respectivamente.

2. Puentes de hidrégeno

Se establecen entre grupos carboxilato, grupos oxidrilo o los propios carboxilos de las
uniones peptidicas, se consideran como una fuerza de unién importante debido a que en la

molécula de proteina son muy numerosos.

3. Interaccion de cadenas no polares

En este caso ocurre el acercamiento de residuos no polares parecidos, como los grupos

aromaticos de la fenilalanina o los no aromaticos de la alalina y la isoleucina.

En especial, en éste tipo de interacciones debe tomarse en cuenta el papel del agua como
solvente natural de las proteinas. Dada la estructura quimica del agua, al quedar excluida de
los residuos no polares se favorece la interaccion de dichos residuos entre los segmentos

polipeptidicos de las proteinas disueltas en agua.

4. Fuerzas de Van der Waals

Cuando los residuos son idénticos, ocurre la atraccion de especies moleculares iguales a
través de las llamadas fuerzas de Van der Waals, dos residuos similares, metilos de la

alanina o hidroximetilos de la serina, producen este efecto.
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5. Puentes de disulfuro

Son uniones covalentes entre dos partes de la cadena, que ocurre entre dos cisteinas, cuyo
grupo activo es —SH, para forma puentes disulfuro —S—S— estableciendo firmes uniones entre

cadenas vecinas.

El resultado entre las distintas uniones descritas, es una estructura terciaria de gran
estabilidad.

Existen dos factores mas para que se produzca la conformacion final, que son las
interacciones hidrofobicas y los residuos de aminoacidos polares con tendencia a quedar en
la periferia de la molécula en interaccién con el agua. Los residuos de los aminoacidos no

polares se situan preferentemente en el seno de la molécula (Morrison et Boyd, 1998)

Las cadenas hidrofobas tienden a orientarse de modo que sus interacciones con el entorno
acuoso de la proteina se minimicen, es por esta razon que dichos residuos suelen
proyectarse hacia el centro de la molécula plegada, donde se relnen con otros residuos

apolares.

La tendencia de estos aminoacidos a comportarse de la manera antes descrita es un factor

de suma importancia para mantener correctamente plegada la cadena polipeptidica.

Las estructuras terciarias de las proteinas permiten agruparlas en familias y subfamilias; por
ejemplo, proteinas fibrosas de forma alargada y proteinas globulares de forma esférica
(Cheftel et al., 1989).

La mioglobina (figura 8), proteina globular de los musculos de mamiferos, fue la primera
proteina cuya estructura terciaria se conocio por analisis con rayos X. Alrededor de 70% de
sus aminodcidos se disponen en 8 segmentos lineales de a hélice de longitud variable desde

7 hasta 23 aminoacidos.
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Alun cuando su estructura parece irregular asimétrica, no se establece al azar; todas las
moléculas de mioglobina son iguales y tan compactas que sélo pueden penetrar a su interior

cuatro moléculas de agua que se adosan a aminoacidos polares internos (Stryer, 1988).

Figura 8. Esquema de la estructura terciaria de una molécula de mioglobina (Sayle, 1994).

2.4.4 Estructura Cuaternaria

Por estructura cuaternaria se entiende el agrupamiento de varias cadenas polipeptidicas,

iguales o diferentes, para formar estructuras mas complejas.

La estructura cuaternaria estudiada por primera vez fue la de la hemoglobina del ser humano

adulto (figura 9).

Como resultado de mas de 25 afios de investigacion, se encontré6 que, cada cadena
polipeptidica posee un grupo heme que reacciona directamente con el oxigeno para
transportarlo (Cheftel et al., 1989).

Figura 9. Esquema de la hemoglobina, ejemplo de una estructura cuaternaria de las

proteinas (Sayle, 1994).
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En la figura 9 se aprecia el esquema de la disposicion de cuatro subunidades de una
molécula de hemoglobina, formada por dos cadenas a en la parte inferior de la figura y dos 3

en la parte superior.

2.4.5 Estructuras supramoleculares

En ocasiones, las proteinas asociadas a otras moléculas se ensamblan formando estructuras
mas complejas denominadas supramoleculares, con la ventaja de constituir una unidad
funcional, con una complejidad intermedia entre la conformacién cuaternaria de las proteinas
oligoméricas, por un lado, y los organelos subcelulares como los lisosomas o las
mitocondrias por otro. Ejemplos tipicos son el complejo de la sintetasa de los acidos grasos,

los virus y los ribosomas.

Las estructuras supramoleculares habitualmente se ensamblan por un fendémeno de
cooperatividad estructural: dos macromoléculas unidas ofrecen mayor superficie y favorecen
el ensamble de una tercera macromolécula estas tres, a su vez, facilitan el de una cuarta, y

asi sucesivamente (Cheftel et al., 1989).

2.5 DESNATURALIZACION DE PROTEINAS

Cualquier factor que modifique la interaccion de la proteina con el disolvente disminuira su

estabilidad en disolucién y provocara la precipitacion.

La desaparicion total o parcial de la envoltura acuosa, la neutralizacién de las cargas
eléctricas de tipo repulsivo o la ruptura de los puentes de hidrégeno, facilitara la agregacion
intermolecular y provocara la precipitacion. La precipitacion suele ser consecuencia del

fendmeno llamado desnaturalizacion (Lehninger, 1982).
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Se llama desnaturalizacion de las proteinas a la pérdida de las estructuras de orden superior
(secundaria, terciaria y cuaternaria), quedando la cadena polipeptidica reducida a un

polimero estadistico sin ninguna estructura tridimensional fija (Lehninger, 1982).

Cuando la proteina no ha sufrido ningin cambio en su interaccion con el disolvente, se dice
que presenta una estructura nativa. Cualquier alteracion de la estructura nativa que
modifique su interaccion con el disolvente y que provoque su precipitacion dara lugar a una
estructura desnaturalizada.

En una proteina cualquiera, la estructura nativa y la desnaturalizada tan sélo tienen en
comun la estructura primaria, es decir, la secuencia de aminoacidos que la componen. Los
demas niveles de organizacién estructural desaparecen en la estructura desnaturalizada
(Lehninger, 1982).

La desnaturalizacion provoca diversos efectos en la proteina:

1. Cambios en las propiedades hidrodinamicas de la proteina: aumenta la viscosidad y
disminuye el coeficiente de difusion.

2. Dréstica disminucion de su solubilidad, ya que los residuos hidrofébicos del interior
aparecen en la superficie.

3. Pérdida de las propiedades bioldgicas.

Una proteina desnaturalizada cuenta Unicamente con su estructura primaria, por este motivo,
en muchos casos, la desnaturalizacion es reversible. El proceso mediante el cual la proteina

desnaturalizada recupera su estructura nativa se llama renaturalizacion.
Esta propiedad es de gran utilidad durante los procesos de aislamiento y purificacién de

proteinas, ya que no todas las proteinas reaccionan de igual forma ante un cambio en el

medio donde se encuentra disuelta (Lehninger, 1982).
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En algunos casos, la desnaturalizaciéon conduce a la pérdida total de la solubilidad, con lo
que la proteina precipita. La formacion de agregados fuertemente hidrofébicos impide su

renaturalizacion y hacen que el proceso sea irreversible (Cheftel et al., 1989).

2.6 AGENTES DESNATURALIZANTES

Los agentes que provocan la desnaturalizacion de una proteina se llaman agentes
desnaturalizantes. Se distinguen agentes fisicos (calor, pH, fuerza ibnica) y quimicos

(detergentes, disolventes organicos).

2.6.1 Efecto de la polaridad del disolvente

La polaridad del disolvente disminuye cuando se le afiaden sustancias menos polares que el
agua como el etanol o la acetona. Con ello disminuye el grado de hidratacion de los grupos

ionicos superficiales de la molécula proteica, provocando la agregacion y precipitacion.

Los disolventes organicos interaccionan con el interior hidrofébico de las proteinas y
desorganizan la estructura terciaria, provocando su desnaturalizacion y precipitacion. La

accion de los detergentes es similar a la de los disolventes organicos (Stryer, 1988).

2.6.2 Efecto de la fuerza idnica

Un aumento de la fuerza ionica del medio (por adicion de sulfato amoénico, urea o
hidrocloruro de guanidinio, por ejemplo) también provoca una disminucion en el grado de
hidratacién de los grupos iénicos superficiales de la proteina, ya que estos solutos compiten
por el agua y rompen los puentes de hidrégeno o las interacciones electrostaticas, de forma

qgue las moléculas proteicas se agregan y precipitan.
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En muchos casos, la precipitacion provocada por el aumento de la fuerza ibnica es
reversible. Mediante una simple didlisis se puede eliminar el exceso de soluto y recuperar
tanto la estructura como la funcion original, a veces es una disminucién en la fuerza iénica la
que provoca la precipitacién, asi, las proteinas que se disuelven en medios salinos pueden
desnaturalizarse al dializarlas frente a agua destilada, y se renaturalizan cuando se restaura

la fuerza idnica original (Stryer, 1988).

2.6.3 Efecto del pH

Los iones H* y OH" del agua provocan efectos parecidos a lo que sucede con la fuerza
ionica, pero ademas de afectar a la envoltura acuosa de las proteinas también afectan a la
carga eléctrica de los grupos acidos y basicos de las cadenas laterales de los amino&cidos
esta alteracion de la carga superficial de las proteinas elimina las interacciones
electrostaticas que estabilizan la estructura terciaria o que provoca su precipitacion. La
solubilidad de una proteina es minima en su punto isoeléctrico, ya que su carga neta es cero
y desaparece cualquier fuerza de repulsion electrostatica que pudiera dificultar la formacion

de agregados (Stryer, 1988).

2.6.4 Efecto de latemperatura

Cuando la temperatura es elevada aumenta la energia cinética de las moléculas con lo que
se desorganiza la envoltura acuosa de las proteinas, y se desnaturalizan; asi mismo un
aumento de la temperatura destruye las interacciones débiles y desorganiza la estructura de
la proteina, de forma que el interior hidrofébico interacciona con el medio acuoso y se

produce la agregacién y precipitacion de la proteina desnaturalizada.
El papel biolégico de una proteina, depende siempre del plegamiento de su esqueleto de

forma adecuada para mantener relaciones espaciales correctas entre las cadenas laterales

de sus aminoacidos.
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En algunos casos, las proteinas purificadas pueden recuperar su estructura nativa tras la
desnaturalizacion, pero en los alimentos es sumamente raro que esto ocurra. Es mucho mas
probable que las proteinas desplegadas formen nuevas interacciones entre si, lo que

conduce a la precipitacion, la solidificacién o la formacién de geles.

Contrario a lo que se supone, la desnaturalizacién de las proteinas en los alimentos no
siempre es perjudicial, por ejemplo, las hortalizas se escaldan en agua hirviendo o al vapor,
antes de su congelacion para inactivar ciertas enzimas, en especial la lipooxigenasa (Stryer,
1988).

2.7 CALIDAD NUTRICIONAL DE LAS PROTEINAS

Las proteinas en los alimentos proporcionan los aminoacidos con los que se sintetizan las
nuestras, bajo la accion de las enzimas hidroliticas, en el estbmago y en el intestino delgado,
las proteinas de los alimentos se degradan para liberar sus aminoacidos constitutivos.
Absorbidos al torrente circulatorio, pasan a formar parte de una reserva llamada “labil” de

aminoacidos de nuestro organismo (Madl, 1993).

La degradacion de las proteinas tisulares contribuye de igual manera a ese labil, el cual es
utilizado, no solo para la sintesis de proteina, si no también para proporcionar las materias
primas precisas para la sintesis de purinas, pirimidinas, porfirinas y otras sustancias
(Osborne et Voogt, 1990).

Equilibrar la composicion del suministro de aminoacidos y las necesidades para la sintesis es
una de las funciones mas importantes del higado. En términos ideales, la proteina de la dieta
deberia proporcionar aminoacidos en las mismas proporciones relativas en que son
necesarios para la sintesis de las proteinas corporales, pero esta situacion ideal no se da

nunca (Osborne et Voogt, 1990).
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La cantidad excedente de un determinado aminoacido se degrada; los esqueletos
carbonados se oxidan para producir energia o para su almacenamiento en forma de grasa. El
nitrégeno o se excreta como urea o se utiliza en la sintesis de los aminoécidos no esenciales

suministrados en cantidades deficitarias.

La falta de un solo amino&cido concreto detendria la sintesis proteica ya que casi todas las
proteinas tienen por lo menos una molécula de todos y cada uno de los aminoacidos que
aparecen en la tabla 2, con excepcion de la hidroxiprolina y de la hidroxilisina (Osborne et
Voogt, 1990).

La dieta de una persona de un pais desarrollado, suele asegurar un suministro abundante de
proteina total y de todos los aminoacidos esenciales, pero la mayoria de la poblacién de
paises en desarrollo, consume dietas inadecuadas, tanto en términos de proteina total como

de riqgueza de aminoéacidos esenciales.

Suarez et al. (2006) exponen que las proporciones entre distintos aminoacidos requeridos en
la infancia se aproximan mucho a la composicién aminoacidica de la leche humana, de modo
que se ha aceptado esta como el estandar para juzgar el valor bioldgico de las proteinas de

otros alimentos.

Dicha comparaciéon ha revelado que la composicion aminoacidica de los alimentos
procedentes de los mas diversos origenes es similar, o que es légico dada la diversidad de
los papeles que las diferentes cadenas laterales de los aminoacidos juegan en el
mantenimiento de la estructura proteinica. Los alimentos proteinicos de origen animal como
son, huevo, leche y carne, no difieren significativamente en lo que a su composicion

aminoacidica se refiere de la leche humana (Keller et Neville, 1986).

Los alimentos proteinicos de origen vegetal presentan algunos problemas, por ejemplo: la
baja proporcion de lisina en la proteina de trigo, reduce su eficacia como fuente de proteina.

Una determinada cantidad de proteina de trigo que proporcione niveles adecuados de lisina
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proporcionara cantidades sobrantes, y por lo tanto desaprovechadas de otros aminoacidos.
(Suarez et al., 2006).

Las leguminosas, como son el haba y el garbanzo, proporcionan grandes cantidades de
lisina, pero son deficientes en metionina, de modo que resultan fuentes proteinicas

inadecuadas.

Una dieta constituida por una mezcla de cereales y leguminosas serd mucho mas eficaz
como fuente de proteinas que una constituida solamente por cereales o por leguminosas
(Olivares et al., 1989; Osborne et Voogt, 1990).

Las determinaciones experimentales de la eficacia expresada en términos de proporcién de
nitrégeno proteinico dietético utilizado por el organismo, demuestran que nunca se alcanzan
los niveles adecuados teoricos, esto debido a la deficiencia del sistema digestivo y a los
efectos del cocinado (Darragh et Hodgkinson, 2000).

Aunque las proteinas vegetales sean menos eficaces que las proteinas animales, hay que
tomar en cuenta que la obtencion de proteinas vegetales, en términos agricolas, es mucho

mas productiva que la proteina animal (Osborne et Voogt, 1990).

El problema que supone el bajo contenido de lisina y metionina, en proteinas que serian
ideales, se exacerba por la tendencia de estos dos aminoacidos a sufrir, durante el
almacenamiento y el procesado de los alimentos, reacciones que destruyen 0 merman su

valor biolégico (Suarez, et. al. 2006).
La reaccién de Maillard entre los grupos amino de la lisina y los azlcares reductores es la

mas importante, pero esta reaccion no es la Unica ruta de perdida de lisina, durante el

tratamiento a elevadas temperaturas, especialmente en condiciones alcalinas.
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Las cadenas laterales de la lisina pueden formar enlaces cruzados con otras cadenas
aminoacidicas, lo que conlleva a reducir el numero de restos de lisina disponibles y ademas,
a impedir la asimilacion de gran parte del resto de la molécula proteinica, puesto que dificulta
el desplegamiento y, por ende, impide el acceso a las enzimas proteoliticas (Osborne et
Voogt, 1990).

Cuando la dieta contiene suficientes carbohidratos y grasas, la mayor parte de los
requerimientos energéticos se obtienen de éstas fuentes y la cantidad de proteina degradada
con fines energéticos es menor, por lo tanto, la proteina ingerida se utiliza en mayor
proporcion en la sintesis de tejido, este efecto es denominado ahorro de proteina (Llorente et
al., 2005).

2.8 VALOR BIOLOGICO DE LAS PROTEINAS

La digestibilidad de las proteinas es la relacién entre la cantidad de proteinas ingeridas y la

de las proteinas absorbidas una vez digeridas (Darragh et Hodgkinson, 2000).

La utilizacion de las proteinas representa su capacidad para la sintesis de nuevas proteinas

propias de cada organismo; esto representa el valor biologico y se expresa como sigue:

Valor biolégico = (N dietético retenido / N dietético absorbido) X 100

Mientras mas nitrégeno se retiene en comparacion con el absorbido, mas alto es el valor
biolégico de la proteina en cuestion. También es posible expresar el valor biolégico de una
proteina en funcién de su valor quimico, que se obtiene de la concentracion de cada
aminoacido esencial comparado con la presente en la proteina del huevo entero (Suéarez et
al., 2006).
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Los valores quimicos son comparables a los valores biolégicos derivados de los estudios de

balance nitrogenado (Osborne et Voogt, 1990).

2.9 VALOR PROTEICO DE LOS ALIMENTOS

El valor proteico de un alimento corresponde a su capacidad para satisfacer las necesidades
del organismo en nitrégeno y aminoacidos y asegurar asi un crecimiento y mantenimiento
convenientes, para considerar el valor proteico de los alimentos es necesario tomar en

cuenta diversos factores (Osborne et Voogt, 1990).

2.9.1 Contenido en proteina

La mayoria de los alimentos de origen vegetal como los tubérculos (papa, zanahoria)
contienen menos del 3% de proteina no satisfaciendo las necesidades proteicas del cuerpo
humano, salvo que se ingieran en cantidades que sobrepasen las necesidades caloricas
(Keller et Neville, 1986).

Un régimen de cereales y oleginosas (con un contenido de 3 a 10% en proteina), asegura las
necesidades caldricas. Esto explica, probablemente, que en los paises en vias de desarrollo
la malnutricibn mixta proteica y caldrica enfermedad conocida como marasmo, es mas
comun que la malnutricion debida solamente a un deficiencia proteica, enfermedad conocida

como kwashiorkor (Olivares et al., 1989).
2.9.2 Calidad de las proteinas
La calidad de una proteina alimenticia depende de la naturaleza y la cantidad de

aminoacidos contenidos (Suéarez et al., 2006), lo que representa una medida de la eficacia de

como el organismo puede utilizar esa proteina.
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Una proteina de alta calidad contiene los aminoacidos indispensables en proporciones
correspondientes a las necesidades del organismo. En general, las proteinas de origen
animal, son de mejor calidad que las vegetales (Madl, 1993).

2.9.3 Disponibilidad de aminoacidos
Los aminoacidos presentes en las proteinas de los alimentos no estan siempre disponibles,
debido a que la digestion de la proteina o la absorcion de los aminoacidos liberados no son
completas (Osborne et Voogt, 1990).
Generalmente los aminoacidos de las proteinas animales se digieren y absorben en una
proporcion del 90%, mientras que los de algunas proteinas vegetales solo pueden ser
liberados y absorbidos en un 60 a 70%.
Esta deficiente utilizacion de ciertas proteinas, puede deberse a varios factores:

@ Conformacién de la proteina
Las proteasas atacan mas lentamente a las proteinas fibrosas, insolubles, que a las
globulinas, que son solubles. Sin embargo, frecuentemente, la desnaturalizacion proteica por
medio de un calentamiento moderado aumenta la digestion.

o Fijacion
Existen fijaciones a las proteinas de metales, lipidos, acidos nucleicos, celulosas y otros

polisacaridos que pueden reducir parcialmente la digestion.

@ Presencia de factores antinutricionales
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Ejemplos de estos factores son: los inhibidores tripsicos y quimotripsicos que disminuyen la
digestion de las proteinas lo que conlleva a una disminucion en la absorcion de aminoacidos.

@ Tamafo y extension de la superficie de las particulas proteicas

Cuando las particulas son mas pequefias existe mayor exposicion de superficie de los

aminoacidos y por tanto una mayor liberacion de éstos.

@ Tratamientos térmicos

Factores fisicoquimicos extremos como pH alcalinos, altas temperaturas o gllcidos
reductores, disminuyen la digestibilidad proteica y disponibilidad biolégica de algunos
aminoacidos, especialmente la lisina (Darragh et Hodgkinson, 2000; Osborne et Voogt,
1990).

o Diferencias bioldgicas

Existen diferencias biolégicas entre individuos que determina en que grado se lleva a cabo la
digestibilidad de las proteinas y la absorcion de aminoacidos para el organismo en especifico
(Darragh et Hodgkinson, 2000).

La cronologia de la liberacién de un aminoacido resulta casi tan importante como el periodo
de digestion, por que puede influenciar en el aprovechamiento de los mismos. Por ejemplo,

una liberacion y absorcion rapidas, motivan una degradacion acelerada en el higado.

Sin embargo, tampoco se aconseja una liberacion excesivamente lenta de aminoécidos en el
sistema digestivo, debido a que en la parte inferior del intestino, donde la flora intestinal
metaboliza los nutrientes residuales, no hay mecanismo de absorcion para los aminoacidos
(Llorente et al., 2005).
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2.10 BALANCE DE NITROGENO

El nitrégeno del alimento representa en gran proporcion al nitrégeno proteinico. Por otro lado,
la mayor parte del nitrdgeno es excretado por la orina como urea, creatinina, amoniaco y
acido urico. El nitrogeno de la materia fecale representa, en su mayor parte, un producto de

descamacion intestinal o de la flora bacteriana (Suéarez et al., 2006).

De la determinacion del nitrégeno dietético, el nitrégeno urinario y fecal se deriva el concepto
de balance de nitrégeno. En general, cuando un animal adulto excreta diariamente una
cantidad de nitrégeno igual a la ingerida se dice que la digestibilidad es igual a 100 vy el
balance de nitrégeno esta en equilibrio, es decir, no existe diferencia entre lo ingerido y lo

excretado (Suarez et al., 2006).

Para realizar dicho balance es necesario llevar a cabo un analisis cuantitativo de muestras de

alimentos, orina y materia fecale (Darragh et Hodgkinson, 2000).

Cuando la ingestion de nitrégeno sobrepasa su excrecion, existe balance nitrogenado
positivo, esto sucede cuando se pierde tejido como cuando se lleva a cabo el proceso de
crecimiento, en el embarazo y en la convalecencia de enfermedades causantes de pérdida

de peso (Llorente et al., 2005).

Cuando la excrecion del nitrogeno por via urinaria y fecal, excede a la ingestion dietética,

existe balance nitrogenado negativo.

Esta situacion se presenta en la inanicién, en enfermos del aparato digestivo que absorben
muy poco nitrégeno, cuando existe gran degradacion tisular, como cuando ocurren fuertes
infecciones, o cuando las pérdidas son muy abundantes, tal es el caso de madres lactantes

que no ingieren suficiente alimento (Llorente et al., 2005).
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Experimentalmente se provoca balance nitrogenado negativo al suprimir determinados
aminoacidos de las dietas o cuando la fuente de proteina es una proteina incompleta, como

la gelatina o la zeina (proteina del maiz).

En esta situacion el animal continla degradando su propia proteina con un aumento en la
excrecion de nitrégeno, es decir, la cantidad proporcionada por la proteina incompleta mas la

proveniente de la degradacion interna en los tejidos (Darragh et Hodgkinson, 2000).

Para los calculos del requerimiento de proteinas, se acepta convencionalmente que estan
cubiertas las exigencias de carbohidratos y grasas, tanto por su efecto de ahorro, como por
gue su esqueleto de carbono es necesario para la formacién de aminoacidos no esenciales,
es indispensable contar por lo menos con 5 g de carbohidratos por cada 100 calorias de la

dieta, para sostener el equilibrio nitrogenado (Osborne et Voogt 1990).

La necesidad de proteinas para el ser humano se puede medir a través del balance
nitrogenado o por la observacion del estado de salud. Asi, es posible bajar la cantidad de
proteina hasta llegar a una cifra causante de balance negativo. Esto se obtiene con 0.25 a

0.30 g de proteina por kilogramo de peso corporal.

Cuando un individuo se sostiene en estas situaciones marginales de ingestion de nitrégeno,
su estado de salud es precario y no esta en condiciones de enfrentarse a ciertas

emergencias como infecciones o traumatismos (Kéller et Neville, 1986).
Las recomendaciones que se manejan actualmente por la FAO y la OMS son de cercade 1 g
de proteina completa por kilogramo de peso corporal para adultos y de 2 g para los nifios,

por dia (Olivares et al., 1989).

2.11 EFECTOS DE LA DEFICIENCIA DE PROTEINA
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Como ya se ha mencionado, numerosas funciones del organismo se alteran en las
deficiencias de proteinas: el crecimiento se retarda y en el individuo adulto la pérdida de peso

es caracteristica (Osborne et Voogt 1990).

En cuanto a la nutricibn humana no es posible distinguir entre las deficiencias de proteinas

puras y las deficiencias alimenticias en general (Keller et Neville 1986).

En realidad, como la proteina es mas costosa, a menudo la carencia de proteina excede a la
de calorias. Por razones socioeconémicas, con mayor frecuencia faltan proteinas completas
de origen animal o leguminoso y el individuo consume alimentos con proteinas de bajo valor
biolégico (Pellet, 1987).

En patologia infantil se refieren dos entidades clinicas por desnutricion proteica: el
kwashiorkor, cuando el nifio recién retirado de la lactancia recibe una dieta hipoproteica, y el
marasmo cuya causa es la alimentacion postlactancia hipocalérica e hipoproteica y se
caracteriza por retardo del crecimiento, anemia, edema generalizado y alteraciones hepaticas
(Mald, 1993).

Las proteinas no se almacenan como lo hacen los carbohidratos y las grasas. Sin embargo,
existe una fraccion de proteina (labil), facilmente utilizable para sintetizar, en casos de

necesidad, proteinas fisiolégicamente importantes, como la hemoglobina o las proteinas
plasmaticas (Mald, 1993).

2.12 DETERMINACION ANALITICA DE PROTEINA

La calidad de una proteina alimenticia, en términos nutritivos, sélo puede establecerse

realmente mediante ensayos de la alimentacion (Madl, 1993; Suéarez et al., 2006), pero hoy
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se sabe lo suficiente con respecto a la digestién de las proteinas y a los efectos de las
técnicas de procesado como para poder realizar experimentos bastante precisos. Para ello,
es necesario conocer tanto el contenido proteinico total del alimento como la composicion

aminoacidica de su proteina (Madl, 1993).

Determinar el contenido proteinico total de los alimentos no es tan simple como se supone, a
lo largo del tiempo, se han descrito numerosas reacciones coloreadas especificas para
determinados aminoacidos, desafortunadamente pocas son cuantitativas y no pueden
proporcionar el total de datos requeridos. Por ello, para la determinacion de la composicién

aminoacidica de las proteinas, es necesario recurrir a técnicas cromatogréficas.

Una de éstas técnicas es la cromatografia mono y bidimensional en papel, en las que la
localizacion de los aminoacidos se efectia por medio de la reaccion de la ninhidrina, hidrato
de tricetohidrideno, que da un color azul con todos los aminoacidos, excepto la prolina y la

hidroxiprolina que dan un color amarillo (Kirk et al., 2002).

Para el trabajo rutinario, la mayor parte de los laboratorios recurren a la cromatografia en

columna de intercambio i6nico.

Una vez que el hidrolizado se ha depositado en la resina intercambiadora de iones con la que
se empaqueta la columna, se eluye con una serie de disoluciones de pH y concentracion

ionica creciente, que arrastran a los aminoacidos en una secuencia muy reproducible.

Aungue la separacion de aminodcidos por intercambio i6nico puede llevarse a cabo con los
aparatos ordinarios de laboratorio, lo frecuente es utilizar “analizadores de aminoacidos”, en
los que estan automatizadas todas las operaciones, desde la aplicacion de la muestra a la
elucion, la deteccion y la cuantificacion por la reaccion de la nihidrina, a medida que van

siendo eluidos de la columna.
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Como etapa previa, se requiere la hidrélisis acida, que inevitablemente convierte los
aminoacidos glutamina y asparragina en sus correspondientes acido, de modo que el
contenido en estos cuatro aminoacidos se suele dar como &cido glutdmico méas glutamina y

acido aspartico mas asparragina.

La hidrdlisis &cida destruye ademas el triptéfano, por lo que es necesario determinar el
contenido en este aminoacido partiendo de un hidrolizado alcalino, mediante ensayos

quimicos especificos (Lees, 1984).

Practicamente, cualquier ensayo especifico para las proteinas depende de la presencia de
una determinada cadena lateral aminoacidica, por lo tanto, los resultados analiticos se ven
condicionados siempre por la proporcion que el aminoacido en cuestion tenga en las
proteinas del material sometido a ensayo ademas de que es necesario que el aminoacido

este presente en alguna proteina estandar.

Ejemplo de ensayo especifico es el método de Lowry (1951) en donde a la muestra se afiade
un reactivo que forma un complejo coloreado con las proteinas, siendo la intensidad de color
proporcional a la concentracion de proteinas, este método es el Unico aplicable a

disoluciones proteinicas a concentraciones inferiores a 300 pg/cm™.

En disolucién alcalina y en presencia de iones de cobre, los restos de tirosina reducen el
fosfomolibdotunsgstato que da lugar a un complejo de color azul intenso, que es determinado

espectrofotométricamente (Matissek et al., 1996).

Otro método calorimétrico-espectrofotométrico de respuesta uniforme frente a las distintas
proteinas es el método de Biuret. Una vez mas, en condiciones alcalinas que aseguren que
la cadena polipeptidica esta desplegada y es plenamente accesible, los iones Cu*? forman un
complejo con los atomos de nitrégeno de la cadena polipeptidica, para dar un color violeta

caracteristico.
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De la mezcla de reaccion forma parte el tartrato potasico, con objeto de asegurar que los

iones Cu*? en exceso no precipitan como CU (OH), (Matissek et al., 1996).

En el andlisis de alimentos se tiene el supuesto de que la proporcion de nitrdgeno no proteico
en un producto alimenticio es demasiado pequefia para ser significativa, y que una
determinacion de nitrdgeno total refleja con suficiente precision la riqueza en proteina (Souza
et al., 2000).

La proporcion que representa el nitrdgeno, en la mayor parte de las proteinas, es del 16% en
peso, de modo que suele utilizarse un factor 6.25 (100/16) para convertir el contenido de

nitrégeno en tanto por ciento de proteina (Simmone et al., 1997).

Las variaciones en la composicion aminoacidica de los diferentes alimentos exigen utilizar
factores ligeramente diferentes, si se quieren obtener resultados precisos. Asi, por ejemplo,
las proteinas de los cereales tienen una proporcion muy alta de glutamina y en consecuencia
una riqueza en nitrégeno superior a la habitual, por lo que resulta necesario utilizar un factor

de conversion de 5.70.

Para la determinacion del contenido proteinico de la carne, se utiliza el factor estandar 6.25,
pero para determinacion de los productos lacteos y el huevo se emplean factores de 6.38 y
6.68, respectivamente (Stricher et al., 1999).

2.12.1 Método Dumas

Para la determinacion de nitrogeno total, se han desarrollado métodos como el que cred

Justus Von Liebig (1803-1873) en 1830, que incluye el disefio de un aparato para llevar a

cabo la combustion de las muestras (Dominic et Wong, 1995).
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La determinacion del contenido total de nitrdgeno en sustancias organicas no se consiguio
con resultados satisfactorios hasta que Jean Baptiste André Dumas (1800-1884) mejor0, en

1831, el complicado y tedioso método propuesto por Liebig (Lopez, 2005).

La determinacion de nitrogeno en compuestos organicos por el método de Dumas se basa
en la reduccién de los Oxidos de nitrogeno formados en la combustion de las muestras,

realizando la medicion volumétricamente del gas nitrégeno producto de dicha reduccion.

Esto se logra cuando la muestra pesada de sustancia organica se hace pasar por un tren de
combustion que consta de un tubo que contiene Oxido de cobre y calentado a una

temperatura que va desde 600°C a 800°C.

Posteriormente, el agua formada se absorbe en otro tubo que contiene agente desecante,
para finalmente, diluir el diéxido de carbono en el ultimo tubo cargado de base fuerte (Skoog
et West 1994).

Al pasar la muestra por dicho tren de combustion el nitrégeno combinado se reduce liberando

nitrégeno molecular, después la muestra pasa a través de una malla de cobre.

En la malla de cobre se reducen los 6xidos de cobre que pudiesen haberse formado a
nitrégeno elemental, el nitrdgeno elemental se recoge y se mide el volumen obtenido (Skoog
et West 1994).

Para obtener el peso del Nitrégeno se utiliza la siguiente formula:
Peso de N; = Volumen obtenido de N, X (2 x 14.01) = gramos de Nitrégeno
22400

2.12.2 Método Kjeldahl
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Como alternativa a la determinacién del nitrégeno organico por combustion de la muestra, y
tras algunos intentos fallidos, el danés Johan Gustav Christoffer Thorsager Kjeldahl (1849-
1900) publicé en 1893 un método basado en la conversion del nitrbgeno en amoniaco por via
humeda (Kirk, 2002).

Aunque el método de Kjeldahl no es aplicable a muchos compuestos organicos nitrogenados
debido a la conversion incompleta del nitrdgeno en amoniaco, tal es el caso de los nitritos y
nitratos, conduce, a resultados exactos cuando se aplica a muestras que contienen nitrégeno
proteinico (Méller, 2005).

La determinacion de nitrogeno total por el método Kjeldahl aun hoy en dia es uno de los
métodos mas utilizados en el analisis quimico (Souza et al., 2000; Méller, 2005). Aceptado
por la A.O.A.C. (1984), no requiere de un equipo sofisticado y se adapta con facilidad a los

analisis de rutina de un gran nimero de muestras.

El método Kjeldahl (o alguna de sus modificaciones), es el método patrén para determinar la

proteina contenida en cereales, carnes y otros materiales bioldgicos (Matissek et al., 1996).

En éste método la muestra se descompone con &acido sulfarico concentrado a una
temperatura elevada, éste actia como oxidante, los gases de acido sulfurico, que se forman,
se disocian en forma de sulfatos y agua. El sulfato, a su vez, se descompone en sulfito y
oxigeno, el cual oxida al carbono y al hidrégeno de la materia organica para convertirlos en

didxido de carbono y agua como se muestra en la siguiente ecuacion:

catalizadores

n-C-NH, + H,SO, — CO, + (NH4)2 SO, + SO,

muestra calor

El nitrégeno de la mayoria de los grupos orgénicos funcionales se convierte en NHs; que, con

el acido sulfarico, forma sulfato de amonio.
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Cuando la descomposicion es completa la solucién se clarifica y después se enfria, se diluye
y alcaliniza utilizando hidréxido de sodio concentrado. EI amoniaco liberado se separa por
destilacion, se recoge en solucion &cida, y por ultimo se cuantifica mediante una valoracion.
La etapa crucial en el método Kjedahl es la descomposicion de la muestra con &cido
sulfarico, sin embargo, la transformacion de nitrogeno depende del estado de combinacion

en la muestra original (Mdller, 2005).

El nitrdgeno aminico y amidico se transforma cuantitativamente en iébn amonio. Por lo
contrario el nitrdgeno en forma de grupos nitro, azo y azoxi puede originar nitrdgeno
elemental o algunos Oxidos de nitrdgeno que se pierden en el medio &cido caliente. Esta
pérdida puede evitarse al tratar previamente la muestra con un agente reductor para formar

productos que se comporten como el nitrégeno aminico o amidico.

En uno de los tratamientos de prerreduccion se agregan acido salicilico y tiosulfato de sodio
a la mezcla de acido sulftrico concentrado con la muestra. Poco después se lleva a cabo la
digestion de la misma manera. Algunos compuestos heterociclicos aromaticos como la
piridina y sus derivados, son particularmente resistentes a la completa descomposicién con
acido sulfarico. Como consecuencia, estos compuestos producen resultados bajos si no se

toman precauciones especiales (Skoog et West, 1994).

La digestion de la muestra es la etapa en donde se consume mas tiempo; pueden ser
necesarias seis horas (0 mas), es por ello que se ha intentado acelerar éste proceso por
medio de la introduccién de algunos agentes oxidantes mas fuertes como el acido perclorico,
permanganato de potasio y peréxido de hidrégeno, pero no ha dado buen resultado debido a

una parcial oxidacién del ibn amonio a productos volatiles (Matissek et al., 1996).

Entre los diversos procedimientos para mejorar la cinética del proceso de digestion, la

modificacion propuesta por J. W. Gunning en 1889 es la mas satisfactoria, Gunning afadio
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sulfato de potasio, para incrementar el punto de ebullicién del acido sulfarico y por lo tanto, la

temperatura de digestion de la muestra (L6pez, 2005).

La cantidad de sal afiadida debe ser controlada para eliminar la posibilidad de oxidacién del
ion amonio. Esta dificultad se presenta si se evapora excesiva cantidad de acido durante la
digestion (Skoog et West, 1994).

La etapa de neutralizacion se lleva acabo adicionando hidréxido de sodio, el cual desplaza al
amonio del sulfato y lo elimina en forma de hidroxido aménico que es arrastrado por el vapor

de la destilacion.

(NH4)2 SO, + 2 NaOH — Na; SO; + 2 NH; + 2 H,0

Como se expresa en la ecuacion, es importante llegar a la alcalinizacion completa, de otra
manera el amoniaco no se libera y por tanto no se llega a una determinacion adecuada
(Matissek et al., 1996).

Para recoger y determinar el amoniaco liberado de la solucién de la muestra, se puede
realizar mediante dos vias. En una de ellas, el amoniaco destilado se recoge en una solucién
que contenga un exceso conocido de un acido patrén, dicho exceso se valora con un alcali
patron. La otra alternativa es mas conveniente ya que requiere solo una solucion patron e
implica la recogida del amoniaco destilado sobre un exceso no medido de &cido boérico, que

retiene al amoniaco segun la siguiente reaccion:

H3BO3 + NH; — NH,* + H,BO;~
El i6n dihidrogeno borato es una base razonablemente fuerte que puede valorarse con una
solucién patrén de acido.

H;BO;™ + H30 * — H3BO; + H,0
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En la equivalencia la solucién contiene acido bdrico e i6n amonio, por lo que se requiere de
un indicador con un intervalo de transicién acido. Existen destiladores en donde incluyen ya

la titulacion por medio de cambio de pH

De no contar con uno, la titulacién volumétrica requiere de una solucion estandar de acido

fuerte como el &cido clorhidrico o el acido sulfdrico, de normalidad conocida.

Para obtener la concentracion exacta de la solucion &cida se titula con una base fuerte
previamente estandarizada con un compuesto primario como es el ftalato acido de potasio
(Dominic et Wong, 1995).

Al momento de valorar la solucion que contiene acido borico e ibn amonio con la solucion
estandar de acido, se conoce el volumen necesario para llegar al punto de equivalencia.
Finalizando la valoracion volumétrica y con los datos obtenidos se puede aplicar la siguiente
férmula para conocer el porcentaje de nitrégeno presente en la muestra:
Atomos-miligramos de N = (Volumen gastado) * (Normalidad del acido)

Peso de N = Atomos-miligramo de N * 14.01 = mg de Nitrégeno

Porcentaje de nitrégeno = Peso de nitréogeno * 100

Peso de la muestra

Conociendo el porcentaje de nitrdgeno se utiliza el factor correspondiente a la muestra y asi

obtener el porcentaje de proteina correspondiente (Skoog et West, 1994).

213 TEORIA DE OPERACION DEL DETERMINADOR DE
NITROGENO/PROTEINA LECO FP-528°
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Anteriormente se menciono que el método Dumas representaba ser un método complicado y
tedioso, pero actualmente con el avance de la tecnologia se ha logrado la automatizacion de
dicho método (Souza et al., 2000).

La compafila LECO (LECO Corporation St. Joseph, Michigan, 2000) aplico el método
desarrollado por Dumas a sus modelos de determinadores para Ny/proteina de los cuales

estan disponibles en el mercado los siguientes modelos:

* Determinador simultaneo de CHNS-N./proteina truspec®
* Determinador de N2/proteina FP- 528° (figura 10).

Figura 10. Determinador de nitrégeno/proteina LECO FP-528° (LECO, 2000).

Esencialmente, en cualquiera de los modelos LECO® la secuencia de operacién, utilizando el

método de combustion directa Dumas, esta dividida en tres etapas:

2.13.1 Pesada
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La muestra previamente desecada se pesa (aproximadamente de 0.1g) y se coloca en las

capsulas especiales (figura 11).

Figura 11. Técnica de pesada (LECO, 2000)
2.13.2 Ciclo de analisis
@ Purga

La muestra pesada y envuelta en papel de estafio tin foil® es colocada en el cabezal de carga
y es purgada de cualquier gas atmosférico que hubiera ingresado en el proceso de
preparacion de la misma, paralelamente el recipiente ballast® (figura 12) que colecta los

gases de la combustién, también es purgado.
@ Combustion

La muestra ingresa al horno (figura 12) calentado a 850°C aproximadamente y gas oxigeno
puro ingresa para acelerar el proceso de combustion. Los productos de la combustién
(CO,, H20, NOy, N2) pasan a través de un filtro en el horno (figura 12) y por un enfriador
termoeléctrico (figura 12), para quitar la humedad residual, después son recolectados en el

ballast®.

@ Andlisis

Los gases obtenidos en la combustién son homogeneizados en el ballast® a través de una
mezcla pasiva. Una alicuota de 3 mL de muestra homogénea es capturada en el ballast® y es

forzada a evacuarse mediante presion de aire seco. La muestra gaseosa de 3 mL pasa a
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través de un tubo de cobre para remover el oxigeno y reducir los 6xidos nitrosos a nitrdgeno.
La muestra continua su recorrido dentro del equipo pasando ahora por lecosorb® para

remover el didxido de carbono y por anhidrona para retener la humedad.

El nitrégeno liberado es arrastrado por una corriente de gas helio hacia una celda de
conductividad térmica TC® (figural2) en donde se mide la concentracién de N, presente en la

muestra. El flujo de gas se muestra en la figura 13.
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Figura 12. Ubicacion del ballast ®, del horno, del enfriador termoelectrico de la celda de

conductividad térmica y del filtro del horno dentro del equipo (LECO, 2000).
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Figura 13. Flujo de gas en el equipo LECO FP-528® (LECO, 2000)
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La cantidad de nitrégeno determina la magnitud de las lecturas. La sensibilidad del sistema
es regida por la diferencia de conductividad térmica entre el gas analisis, nitrdgeno, y el gas
portador, helio (tabla 3).

Tabla 3. Conductividad térmica de gases (LECO, 2000)

Conductividad Térmica de Gases

Gas Simbolo P. M. Conductividad
Gas H> 2 39
Helio He 4 33
Neon Ne 20 104
Oxigeno 0O, 32 5.7
Nitrdgeno N2 28 5.6
Aire (seco) Aire 29 5.4
Monoxido de Carbono CO 28 5.4
Vapor de Agua H,O 18 4.0
Argon Ar 40 3.8
Di6xido de Carbono CO; 44 3.3
Di6xido de Sulfuro SO; 64 1.6

2.13.3 Informe de resultado

El resultado final, expresado en porcentaje de nitrégeno, es mostrado en la computadora en
donde es posible introducir los factores correspondientes a cada muestra y asi obtener el

porcentaje de proteina.
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2.14 Caracteristicas del equipo FP-258%
@ Seguridad

No utiliza acidos calientes y/o corrosivos ni catalizadores téxicos como en el método Kjedahl,

lo que reduce la exposicion a peligros propios del manejo de acidos y bases fuertes.
o Ecolégico

No utiliza sustancias toxicas, por lo tanto no existe la necesidad de gestion de residuos,
evitando de igual manera el almacenamiento de sustancias corrosivas, ademas de que

cuenta con certificado expedido por la legislacion ambiental vigente.
@ Método de analisis primario

El equipo LECO FP-528° aplica un método aprobado por AOAC, AOCS vy la calibracién se

realiza mediante la medicién de sustancias estandares como el EDTA (Souza et al., 2000).
@ Productividad

El tiempo de analisis es de aproximadamente 4 minutos y puede operar hasta 35 muestras,

con el uso de un carrusel, sin la necesidad de la intervencién del operador.
El determinador FP-528® cuenta con un microprocesador basado en un software que

controla el equipo y determina el contenido del nitrégeno en una variedad de materiales,

incluyendo semillas, cereales productos de alimentacién comun, aceite, caucho, etc.
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3! OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Correlacionar la determinacion de proteina mediante el método Kjeldahl con el método de

combustién Dumas, en diversos grupos de alimentos.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFiCOS

3.2.1. Determinar el contenido de nitrégeno mediante el método Kjeldahl en: cereales,

legumbres, productos lacteos y productos carnicos.

3.2.2. Determinar el contenido de nitrdgeno mediante el método Dumas automatizado en:

cereales, legumbres, productos lacteos y productos carnicos.
3.2.3. Aplicar analisis estadistico a los resultados obtenidos.

3.2.4. Determinar si existe correlacion o no en las determinaciones por ambos métodos.
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4l MATERIALES Y METODOS

4.1 EQUIPO
@ Balanza analitica Ohaus (USA, 1999).
@ Campana de extraccion Labconco (USA, 1990)
@ Desecador Schott (USA, 1998)
@ Determinador de N/proteina Lecho FP-528 (USA, 2000)
@ Horno de secado Ohaus (USA, 1999).
@ Molino Ohaus (USA, 1999)
@ Parrilla de calentamiento con agitacion, Thermolyne (USA, 2002)
@ Procesador de alimentos Oster (USA, 2004)
@ Refrigerador Labconco (USA, 1990)
@ Sistema de aspiracion y neutralizacion de vapores de acidos agresivos Turbosog

Gerhardt (Alemania, 2000)

Sistema compacto de digestion de bloque manual Kjeldatherm Gerhardt (Alemania,
2000)

Sistema de destilacion con valoracién integrada, Vapodest 50 Gerhardt (Alemania,
2000)
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4.2 REACTIVOS

Acido bérico al 4% p/v

Acido clorhidrico 0.1 N, estandarizado

Aire seco comprimidog

Anhidrona (perclorato de magnesio anhidro granular).
Azul de metileno

Solucion reguladora pH 4

Solucion reguladora pH 7

Ftalafto acido de potasio.

Helio) 99.99%

Hidroxido de sodio 0.1 N

Hidréxido de sodio 10% p/v

Hidréxido de sodio 30% p/v

Oxigeno(g) al 99.99%

Patrén Alfalfa 3.88 + 0.05 % de N

Patron EDTA 9.57 + 0.05 % de N

Papel libre de nitrégeno

Rojo de metilo

Sulfato de cobre

Sulfato de potasio

Tabletas de catalisis, Kjeltabs, Foss Tekator: 5.0 g K,SO4 + 0.5 g CuSO,4 * 5 H,0.

¢ ¢ ¢ ¢ © ¢ © © © © ¢ © © © © © © ¢ ©o ©
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4.3 MUESTREO

Se tomaron muestras al azar, en lugares comunes de compra como central de abastos,
mercados, tiendas, miscelaneas y centros comerciales, cuatro grupos de alimentos:

Cereales, productos carnicos, productos lacteos y legumbres (Tabla 4.1, 4.2, 4.3, 4.4).

Tabla 4.1. Legumbres muestreadas (referencia)
LEGUMBRES

Nombre comun Nombre cientifico Cédigo Fecha de muestreo
Ajonjoli Sesamun indicum Al 27 Febrero 2006
Alverjon Pisum sativum L. AL 27 Febrero 2006
Amaranto Amarantus AM 27 Febrero 2006
Frijol flor de mayo FM 06 Marzo 2006
Frijol negro Phaseolus vulgaris FN 06 Marzo 2006
Frijol San SF 06 Marzo 2006
Garbanzo Cicerarie tinum L. GA 06 Marzo 2006
Haba Vicia faba L. HAB 08 Marzo 2006
Lenteja Lens Culinaris LE 08 Marzo 2006
Linaza LN 08 Marzo 2006
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Tabla 4.2. Cereales muestreados

54

CEREALES

Nombre comin

Nombre cientifico

Caédigo

Fecha de

Arroz

Avena con cascarilla
Avena descascarillada
Cebada esperanza
Maiz blanco

Maiz dorado

Mijo blanco

Mijo rojo

Trigo blando

Trigo duro

Oryza sativa L.

Avena sativa L.

Zea mays L.

Triticum sativum L.

AR
AVC
AV
CE
MBL
MD
MB
MR
B
TD

02 Marzo 2006
02 Marzo 2006
05 Marzo 2006
05 Marzo 2006
08Marzo 2006
12 Marzo 2006
12 Marzo 2006
12 Marzo 2006
15 Marzo 2006
15 Marzo 2006




Materiales Yy métodos

Tabla 4.3. Productos lacteos muestreados

PRODUCTOS LACTEOS

Muestra Caédigo Fecha de muestreo
Crema pura de vaca CAL 28 Agosto 2006
Leche entera en polvo LPN 28 Agosto 2006
Leche condensada azucarada LCN 28 Agosto 2006
Natilla de leche NLR 30 Agosto 2006
Producto lacteo fermentado “B” FLB 30 Agosto 2006
Producto lacteo fermentado “C” FLC 03 Septiembre 2006
Queso fresco blanco QFB 03 Septiembre 2006
Queso fresco estilo Oaxaca QEO 03 Septiembre 2006
Queso tipo Americano QTA 05 Septiembre 2006
Queso tipo Manchego QMC 05 Septiembre 2006
Queso tipo petit suisse “C” QPC 05 Septiembre 2006
Queso tipo petit suisse “D” QPD 05 Septiembre 2006
Yogurt con fresas YFY 07 Septiembre 2006
Yogurt para beber YBA 07 Septiembre 2006
Yogurt para beber YBB 07 Septiembre 2006
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Tabla 4.4. Productos carnicos muestreados

PRODUCTOS CARNICOS

Muestra Cédigo Fecha de muestreo
Chorizo estilo Cantimpalo CHCz 21 Junio 2006
Chorizo casero CHC 21 Junio 2006
Filete de res fresco FRF 21 Junio 2006
Higado de pollo fresco HPF 22 Junio 2006
Jamon de cerdo JCV 22 Junio 2006
Jamoén de pavo JPZ 22 Junio 2006
Longaniza casera fresca LCF 24 Junio 2006
Mortadela MTK 24 Junio 2006
Paté de cerdo ZPC 24 Junio 2006
Pechuga de pollo fresca PPF 27 Junio 2006
Pierna de cerdo fresca PCF 27 Junio 2006
Pulpo fresco PF 28 Junio 2006
Queso de puerco QFP 28 Junio 2006
Salchicha Viena SVB 31 Junio 2006
Salchichas de pavo SPF 31 Junio 2006
Tocino ahumado TAK 31 Junio 2006
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Una vez definidas, las muestras se codificaron con letras representativas. Las muestras de
semillas como son cereales y legumbres se trituraron en un molino y las muestras de
productos carnicos y lacteos se trituraron en un procesador de alimentos, con la finalidad de

reducir el tamafio de particula.

Posteriormente, se metieron en un horno de secado a un temperatura de 100°C + 5°C
durante 6 hrs. Transcurrido ese tiempo se dejan enfriar en un desecador y se procede a

pesar las muestras para la determinacion de nitrogeno por triplicado en ambos métodos.

4.4 DETERMINACION DE NiTROGENO Y PROTEINA POR EL METODO KJELDAHL

4.4.1 Digestion

Con las muestras desecadas y atemperadas, se pesan en papel libre de nitrdgeno alrededor
de 1 g de muestra y se colocan en un tubo para digestion de 250 mL, se adiciona, 1 Kjeltab
y 15 mL de &cido sulfdrico concentrado.

El calentamiento se lleva a cabo paulatinamente con las temperaturas y tiempos mostrados
en la tabla 5, se toma en cuenta que, a partir de los 400°C los tiempos varian debido al
tamafo y naturaleza de la muestra, el tiempo real consumido por bloque de ocho muestras
es de aproximadamente 4-6 hrs, la digestion se da por terminada cuando la muestra es

totalmente liquida y adquiere un color verde esmeralda claro.
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Tabla 5. Temperaturas y tiempos utilizadas para llevar a cabo la digestion de la muestra

Temperatura °C Tiempo en minutos

230 30

260 5

300 15

400 20

405 Hasta clarificar muestra

El equipo digestor utilizado en este trabajo de investigacion se encuentra en el laboratorio de
Nutricién en las instalaciones del Instituto de Ciencias de la Salud (ICSA) de la Universidad
Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH).

Consta de un bloque de digestién Kjeldatherm® de aluminio (Figura 14) con capacidad para
ocho tubos de digestién. Su Optima utilizacion de la energia asi como el aislamiento efectivo

en todo su alrededor proporcionan una retencién de calor uniforme.

La gradilla de aluminio cuenta con pantalla de proteccidén integrada y ventana para una
observacion facil y segura de las muestras, ademas, de que dispone de dos asas aisladas
térmicamente lo que reduce considerablemente el riesgo de quemaduras por acido y

temperatura lo cual es una ventaja para el trabajo realizado.

Para llevar a cabo el control de temperatura adecuado el equipo de digestion cuenta con un
controlador electronico de temperatura instalado lateralmente en el sistema con ajuste de
valor teérico mediante teclado, pantalla digital que muestra temperatura actual y

seleccionada y un intervalo de temperatura de 0 a 430°C con una precision menor a 0.5%.
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Figura 14. Bloque de digestion Kjeldatherm® (Gerhardt, 2000)

Conforme se aumenta la temperatura, el acido comienza a desprender gases, por ello,

anteriormente la digestion se llevaba a cabo bajo una campana de extraccion.

Los problemas de seguridad que presenta esta técnica y por cuestiones ambientales el
sistema cuenta con una unidad depuradora Turbosog® (Figura 15) que se utiliza para la
aspiracion y neutralizacion de vapores de acido pasandolos por agua destilada y después se
neutraliza con una solucién de hidréxido de sodio al 10% pl/v.
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Figura 15. Unidad depuradora Turbosog ® (Gerhardt, 2000)

En el laboratorio el equipo se encuentra dispuesto como se observa en la figura 16.

Figura 16. Equipo completo de digestién Gerhardt® 2000.

4.4.2 Destilacion

Después que se lleva a cabo la digestion, los tubos se dejan enfriar hasta alcanzar
temperatura ambiente, se desconectan de la unidad depuradora y se colocan uno a uno en el
sistema de destilacién con valoracién integrada que se muestra en la figural7, Vapodest 50®
(Gerhardt, 2000).
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Figura 17. Sistema de destilacién con valoracién integrada Vapodest 50® (Gerhardt, 2000).
Este equipo cuenta con sistema de adicion de agua e hidroxido de sodio automatico, asi
como control de tiempo y potencia de vapor y la determinacion se lleva a cabo mediante

diferencia de pH.
Para el presente trabajo se utilizaron valores predeterminados de volumen de soluciones y
potencia (Tabla 6), que se programaron directamente en la memoria del equipo, lo que nos

permitié obtener una reproducibilidad en los resultados.

Tabla 6. Valores de la programacion para llevar a cabo la destilacién de la muestra.

Solucién Volumen adicionado
Agua destilada 60 mL
Hidroxido de sodio al 30% p/v 70 mL
Acido boérico al 3% p/v pH= 4.7 40 mL

La utilizaciéon de este tipo de destilador es segura debido a que cuenta con una puerta de
proteccién contra salpicaduras, a demas de que todos los elementos de vidrio se encuentran

montados de forma visible lo cual facilita la observacién de la destilacién en marcha.
Este sistema cuenta con un sensor que permite que las destilaciones se inicien sélo cuando
los tubos estan colocados correctamente. ElI generador de vapor, trabaja automaticamente

con control de presion.

4.4.3 Titulacion
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Para la titulacién es necesario contar con una solucién acido clorhidrico estandarizada 1 N.
El contenedor de la solucion de acido bdrico denominado reservorio (Figura 18) esta
conectado al equipo destilador en donde la celda detector de pH debe registrar una medida
igual a 4.6 + 0.01.

Cuando comienza la destilacion el amoniaco liberado y condensado cae en dicho contenedor
y es agitado, al combinarse con el &cido borico se forma el ion hidrégeno borato, base
relativamente fuerte, que produce un incremento en el pH de la solucién, el incremento es
detectado por el electrodo de pH y cuando el incremento es igual a una unidad de pH,

automaticamente inicia la adicidon de la solucién de acido clorhidrico 1N.

La destilacion de detiene y la adicion de acido clorhidrico continta hasta que el electrodo
detecta nuevamente un pH= 4.6 + 0.1, ahi se da por terminada la titulacion, por ultimo el
sistema procesa los datos obtenidos, envia la sefial y el resultado aparece en la pantalla
expresado en porcentaje de nitrogeno. La adicién de acido se lleva a cabo mediante una

bomba de microdosificacion integrada en el equipo destilador.

Figura 18. Reservorio integrado en el equipo.
En el laboratorio la disposicion del equipo para de terminar nitrégeno mediante el método

Kjeldahl-Gunning se observa en la figura 19, en donde la utilizacion de este equipo no

requiere del trabajo dentro de una campana de extraccion, a pesar de ello, se deben
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conservar las medidas de seguridad correspondientes al manejo de reactivos altamente

peligrosos.

Figura 19. Disposicién del equipo Gerhardt® 2000

En la figura 20 se observa el diagrama de flujo que se sigui6é para la aplicacion del método

Kjeldahl-Gunning para determinacion de nitrégeno y proteina.
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Preparacion Tekerpes: Muesta +
de la muestra Ha504 +

tmuestra 1 Kjeltab

Valonacion <j Destilacion <j Digestion

04 de Nitrogeno 04 de Proteina

Figura 20. Diagrama de flujo para el método Kjeldahl
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4.5 DETERMINACION DE NITROGENO Y PROTEINA POR MEDIO DEL
METODO DUMAS AUTOMATIZADO

La determinacion de nitrogeno mediante el método de combustion Dumas automatizado se

realizé en el determinador de nitrégeno/proteina LECO FP-528® (Figura 21).

[T
800

T

Figura 21. Determinador de nitrégeno/proteina LECO FP-528® (LECO, 2000)

El equipo se encuentra en el Laboratorio de Alimentos Il del Centro de Investigaciones
Quimicas (CIQ). Para su instalacion se requiere de conexion de los gases, que como se
menciond en la introduccidén, los gases a utilizar son: aire seco comprimido, helio al 99.99% y

oxigeno al 99.99%.

Para la operacion del equipo se cuenta con un software instalado en la computadora con
sistema operativo Windows 98® de Microsoft®, desde donde se controlan todas las

operaciones del equipo.
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Antes de comenzar el analisis el horno del equipo se calienta a una temperatura de 850°C, y

se deja que la temperatura se estabilice por un tiempo de 2 hrs, al término de ese tiempo, se

inspecciona que todos los pardmetros requeridos para el funcionamiento del equipo

estuvieran dentro de su rango, estos parametros son previamente definidos al crear un

método de andlisis (Tabla 7).

Tabla 7. Parametros utilizados en la operacion del equipo LECO FP-528.

Parametros Rango de valores Unidad

Celda de conductividad térmica 4.03.55a4.45 \%
Celda de conductividad térmica 90 88 a 92 ma
Presion del sistema — mm de Hg
Horno de combustion 850-825 a 875 °C
Temperatura de catélisis 750-725 a 750 °C
Control de flujo 40-38 a 42 °C
Control de enfriamiento r —

2al0 °oC

Temperatura de enfriamiento

Después de que de verificar los parametros, se inspecciona que las presiones de los gases

estuvieran dentro de los valores correctos y se procede a realizar una prueba de fugas.

La prueba tiene como finalidad confirmar que efectivamente no existan fugas para que el

equipo funcione correctamente.
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Una vez verificados todos los parametros se procede a analizar una serie de “blancos” para
excluir el nitrégeno presente en el ambiente, los blancos se corren hasta que los valores
reportados sean menores a 0.01% + 0.005 de nitrégeno. Cuando se alcanzan valores

inferiores de 0.01% de nitrdgeno, se introduce la calibracion para blancos.

El siguiente paso es calibrar el equipo es la calibracién del equipo. En este caso se utilizaran
dos patrones, alfalfa (LECO) con un contenido de nitrégeno de 3.88 + 0.05 % y EDTA
(LECO) con un contenido de nitrogeno de 4.57 + 0.05 %.

Después de que se lleva a cabo el ajuste de blancos y la calibracién, se procede a iniciar los
anélisis correspondientes, las muestras se pesan (0.1 g) en las capsulas tin foil® (Figura 22),
se corre la muestra, se inspecciona siempre el transcurso de ésta y en cada intervalo de

analisis se revisan los parametros predeterminados en el método.

W

=

Figura 22. Técnica de pesada (LECO, 2000)

Los resultados obtenidos se exportan directamente del programa a una hoja de céalculo en
donde se realiza el correspondiente tratamiento estadistico. El procedimiento se muestra en

el diagrama de flujo de la figura 23.
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Preparacion Pesar
dets (| o )| Contun

thuestra

04 de Proteina 04 de Nitrogeno <|j| Deternminacion

Figura 23. Diagrama de flujo para el método Dumas automatizado (LECO, 2000).

De los métodos empleados se obtuvieron resultados de % de nitrégeno total en base seca,

los factores de conversion para obtener el % de proteina se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Valores de los factores de conversion utilizados para la expresion de resultados en
porcentaje de proteina (Bourges et al., 1993).

Caédigo Factor

MB, MR, TD, TBy CE 5.83

MD, AM, AR, AL, AVC,
MBL, AVC, SF, LE, FN, 6.25
AV, AJ, HAB, GAy FM

Productos Carnicos 6.25

Productos Lacteos 6.38
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4.6 ANALISIS ESTADISTICO

Para los diferentes andlisis estadisticos, ANOVA, prueba de hipotesis y regresion lineal se
utilizo el programa estadistico Statgraphics version 4.0.

Para ambos métodos, los datos obtenidos se reportaron en porcentaje de nitrogeno, a los

cuales se les aplicé la prueba de comparacion de medias y el analisis de sesgo.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 LEGUMBRES Y CEREALES

Las legumbres y cereales son muy importantes desde el punto de vista nutricional debido a
que son un alimento vegetal ampliamente disponible por ello, son productos en los que se

basan las dietas de la mayoria de los paises en vias de desarrollo.

Contienen ademas de carbohidratos una buena cantidad de proteina y vitaminas, cuando las
legumbres y los cereales se consumen en una misma dieta, suministran una mezcla de
proteinas con buena cantidad de aminoacidos esenciales, lo que mejora el valor proteico de
la dieta a pesar de las deficiencias en algunos aminoacidos como la lisina en el caso de los

cereales, y la metionina en el caso de las legumbres (Cheftel et al. 1989).

La estructura de las legumbres y cereales es basicamente la misma, la figura 24 muestra el
corte transversal de un grano de trigo, en donde se observan las tres partes fundamentales,

salvado o cascarilla, almendra harinosa o endospermo y germen o embrién.

—— Salvado

Almendra
Harinosa

Germen

Figura 24. Corte transversal de un grano de trigo entero (http://www.trigopan.com mayo,
2007).

En los cereales y las legumbres el albumen estad constituido por células que contienen
granulos de almidon y proteinas de reserva, durante la etapa de maduracion, una gran parte

de las proteinas de reserva se encuentran en el interior de unos globulos esféricos
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denominados cuerpos proteicos, en el caso del trigo, la membrana de los cuerpos proteicos
se destruye durante la maduracion, las proteinas liberadas rodean a los granulos de almidon.
Por el contrario en las legumbres y en la mayoria de los demas cereales, se tiene que, los

cuerpos proteinicos persisten durante la maduracion.

En éste estudio se analizaron legumbres y cereales sin cascarilla, debido a que, en la
mayoria de los caso es la forma de consumo. La excepcion fue la muestra de avena en
donde se realizé el andlisis con grano descascarillado y grano entero. Los resultados

obtenidos por los dos métodos de analisis para las muestras de legumbres se observan en la

tabla 9.

Tabla 9. Porcentajes de nitrdgeno y proteina sobre extracto seco (desviacion estandar) en

legumbres, obtenidos por el método Kjeldahl y el método Dumas automatizado.

LEGUMBRES

Muestras

Porcentaje de nitrégeno

Kjeldahl

Dumas

Porcentaje de proteina

Kjeldahl

Dumas

AJ
AL
AM
FM
FN
SF
GA
HAB
LE
LN

3.632%(0.009)
3.703%(0.108)
2.225%(0.001)
3.763%(0.028)
3.511%(0.061)
3.504%(0.051)
3.845%(0.035)
4.636%(0.008)
4.036%0.007)
4.029%(0.006)

3.641%(0.001)
3.760%(0.008)
2.463°(0.009)
3.795%0.0001)
3.574%(0.004)
3.533%(0.008)
3.822%(0.002)
4.675%0.001)
4.022 #(0.006)
4.117°(0.005)

22.699 (0.056)
23.143 (0.673)
13.904 (0.007)
23.515 (0.173)
21.941 (0.383)
21.898 (0.320)
24.027 (0.216)
28.970 (0.047)
25.223 (0.046)
25.178 (0.035)

22.755 (0.004)
23.502 (0.049)
15.397 (0.057)
23.716 (0.001)
22.339 (0.022)
22.082 (0.049)
23.889 (0.012)
29.218 (0.006)
25.140 (0.035)
25.729 (0.033)

2> Medias con diferente letra en la misma fila son diferentes (P<0.05)
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Para las muestras de legumbres, aplicando el analisis de varianza, se tiene que de la
totalidad de las muestras el 80% nos da muestras iguales y el 20% nos da muestras
diferentes significativamente (P< 0.05), lo que resulta interesante, puesto que es
precisamente en estas dos muestras, Amaranto y Linaza (AM y LN) es en donde se

presentaron problemas de homogenizacién debido al alto contenido de grasa.

Para llevar a cabo la determinacion mediante el método Kjeldahl se debe tomar en cuenta

que la transformacion de nitrdgeno depende del estado de combinacién en la muestra.

Si bien se sabe que el nitrégeno aminico y amidico se transforma en ibn amonio, también se
tiene conocimiento que la presencia de grupos nitro, azo y azoxi, presentes en la muestra
pueden originar resultados por encima o por debajo de los esperados, en este caso en la
determinacion de nitrogeno mediante el método Dumas automatizado el nitrdgeno presente

en la muestra fue totalmente cuantificado y por lo tanto arroja valores mas altos.

Las muestras de garbanzo y lenteja (GA y LE, respectivamente) no presentan esta tendencia

esto pudiera deberse a la naturaleza heterogénea de las muestras.

El anadlisis de las desviaciones indica que el método Kjeldahl presenta desviaciones mas
altas lo que sugiere una mayor dispersion en los resultados obtenidos. En la tabla 10 se

representan valores de porcentaje de nitrégeno para algunas legumbres.
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Tabla 10. Valores reportados por Senser et al. (1991) para legumbres.

VALORES REPORTADOS
LEGUMBRES

Muestra Porcentaje de proteina
Sésamo (ajonjoli) blanco y seco 29.22
Alberjén 25.73
Frijol, grano seco 23.23
Garbanzo 24.49
Lenteja semilla seca 25.91
Linaza, grano seco 26.52

De acuerdo a los valores reportados por Senser et al. (1991), se tiene que para las muestras
de frijol, garbanzo lenteja y linaza (FM, GA LE y LN, respectivamente), se obtuvieron valores
muy cercanos. No asi para la muestra de ajonjoli (AJ) en donde la diferencia del valor
obtenido por ambos métodos al reportado por Senser et al. (1991), es mayor hasta por un
7%. Rossi et al. (2004) reportan un valor de porcentaje de nitrégeno de 4.74 en extracto seco
para la lenteja (LE), valor muy préximo al obtenido por ambos métodos, esta comparacion
nos arroja como resultado que los valores aqui descritos y los reportados con anterioridad

son valores semejantes.

Para las muestras de cereales, los valores obtenidos de porcentaje de nitrégeno y proteina

por ambos métodos se presentan en la tabla 11.
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Tabla 11. Porcentajes de nitrdgeno y de proteina sobre extracto seco (desviacion estandar)

en cereales, obtenidos por el método Kjeldahl y el método Dumas automatizado.

CEREALES

Porcentaje de nitrégeno

Porcentaje de proteina

Muestras
Kjeldahl Dumas Kjeldahl Dumas

AR 1.1192(0.039)  1.250° (0.018) 6.658 (0.234)  7.439 (0.105)
AV 1.742 2 (0.012) 2.333"(0.0002) 10.886 (0.074) 14.578 (0.001)
AVC 1.462 2 (0.016)  1.574°(0.007) 9.139(0.101) 9.834 (0.041)
CE 1.6952(0.051)  1.908° (0.003) 9.882(0.296) 11.121 (0.116)
MBL 1.1102(0.010)  1.288°(0.002)  6.936 (0.063)  8.052 (0.001)
MD 1.560%(0.034)  1.761° (0.003) 9.748 (0.212) 11.006 (0.016)
MB 1.6392(0.008)  1.672° (0.004) 9.558 (0.047) 9.747 (0.021)
MR 2.265%(0.020) 2.255%(0.019) 13.207 (0.118) 13.149 (0.113)
D 2.196°%(0.017)  2.312°(0.009) 12.800 (0.097) 13.479 (0.050)

2P Medias con diferente letra en la misma fila son diferentes (P<0.05)

En los resultados presentados en la tabla 11 se observa nuevamente la tendencia de que el
método Kjeldahl presente desviaciones mas altas entre muestra comparadas con las
obtenidas de la determinacién por el método Dumas automatizado, presentando por tanto
mayor dispersion en resultados. La dispersion dentro de la aplicaciéon del método Kjeldahl
puede ser atribuida g que en éste método se tiene mayor nimero de factores y procesos en

donde se toma en cuenta que puede intervenir mas el error humano.

Las desviaciones estandar para ambos métodos son bajas presentando un maximo de 0.051
para el método Kjeldahl y un maximo de 0.019 para el método Dumas automatizado.
También se observa que en el caso de la avena con cascarilla (AV) la desviacion estandar es
alta comparada con el resto de las muestras, y los valores obtenidos entre los dos métodos

son significativamente diferentes.
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La presencia de cascarilla, aunado al tafio de muestra que, al momento del analisis, se pudo
haber tomado mas cascarilla en alguna muestra y en otras mayor parte de albumen lo que
pudiera explicar la variaciéon de porcentaje de nitrdgeno entre métodos, en esta muestra en

especial.

Para el andlisis estadistico total se excluyé este valor, que afectaria de sobremanera la

correlacion que se espera encontrar.
En la tabla 12 se observan valores reportados con anterioridad para este tipo de muestras.

Tabla 12. Porcentajes de proteina en extracto seco, reportados por Senser et al. (1991) para

algunos cereales.

CEREALES

Muestra Porcentaje de Proteina
Arroz perlado 8.29

Avena, grano entero 20.69

Cebada, grano entero 16.09

Maiz, grano seco 9.71

Mijo, grano seco 11.15

Trigo, grano entero 13.88

Los valores obtenidos fueron inferiores a los reportados por Senser et al. (1991) hasta por

10% como en el caso de la avena (AV).

Rossi et al. (2004) reporta valores para maiz (MBL) de 1.78 % de nitrGgeno en extracto seco.
Cabe mencionar que en especial, las legumbres y cereales presentan una pérdida y
variacion durante el almacenamiento debido condiciones ambiéntales como humedad y
tratamiento como molienda por ello los resultados obtenidos se toman como aceptables,

comparativamente hablando (Cheftel et al. 1989).
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5.2 PRODUCTOS LACTEOS

Las proteinas de la leche son las proteinas animales que desde hace mas tiempo y en mayor

cantidad consumen los humanos.

La leche de vaca, es la mas consumida en el mundo, su produccion cobra gran importancia
debido a que es utilizada para reemplazar la leche materna y como alimento proteico

esencial de los adultos (Ranken, 1980).

Dentro del sistema proteinico de la leche de vaca las caseinas (proteinas lacteas
perteneciente al grupo de fosfoproteidos) representan el 80% de las proteinas presentes; el
resto esta constituido por B-lactoglobulina (alrededor del 10% de las proteinas totales), a-
lactoalbumina (en torno al 2% de las proteinas totales) y pequefias cantidades de diversas

proteinas (enzimas, inmunoglobulinas, etc.).

Cuando se coagulan las caseinas, quedan en solucién las otras proteinas; conjuntamente

con la lactosa y sales minerales para constituir el llamado lactosuero.

La fraccion caseinica comprende varios tipos de moléculas de las cuales el 50%
aproximadamente es de a-caseinas, 30% de [B-caseina, 15% de k-caseina y 5% de A-

caseina (Santos, 1987).

En la tabla 13 se observan los resultados de valores medios obtenidos del analisis por
triplicado de las muestras de productos lacteos con su respectiva desviacién estandar,

expresados en porcentaje de nitrégeno y proteina en base seca.
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Tabla 13. Porcentajes de nitrdgeno y de proteina sobre extractos seco (desviacion estandar)

en productos lacteos, obtenidos por el método Kjeldahl y el método Dumas automatizado.

LACTEOS
Muest Porcentaje de nitrégeno Porcentaje de proteina
uestras

Kjeldahl Dumas Kjeldahl Dumas
CAL 1.253%0.0418) 1.312%(0.024) 7.994(0.267)  8.373(0.151)
LCN 1.2182(0.015) 1.357°(0.021) 7.771(0.096)  8.659(0.131)
LPN 3.686%(0.016) 3.740°(0.013) 23.519(0.099) 23.859(0.085)
NLR 0.968° (0.026) 0.890%(0.006) 6.176(0.165)  5.678(0.041)
FLB 1.250% (0.044) 1.224%(0.005) 7.973(0.278)  7.811(0.034)
FLC 1.346%(0.042) 1.343%(0.020) 8.585(0.265)  8.571(0.128)
QFB 5.242°%(0.133) 5.348%0.059) 33.444(0.851) 34.120(0.376)
QEO 7.274°(0.019) 7.232%(0.013) 46.406(0.123) 46.142(0.080)
QTA 2.468%(0.013) 2.522°(0.016) 15.746(0.083) 16.093(0.099)
QmcC 4.792° (0.008) 4.722%(0.022) 30.571(0.053) 30.124(0.140)
QPC 3.5502 (0.038) 3.460°(0.006) 22.651(0.240) 22.201(0.036)
QPD 2.8997(0.003) 2.997°(0.049) 18.496(0.017) 19.121(0.312)
YBA 3.399°(0.233) 1.547%(0.008) 21.684(1.488)  9.867(0.048)
YBB 2.181%(0.013) 2.228%0.027) 13.917(0.079) 14.212(0.172)
YFY 2.244°% (0.026) 2.166%(0.163) 14.319(0.163) 13.822(1.042)

b Medias con diferente letra en la misma muestra son diferentes (P<0.05)

Si observamos la desviacion estandar de cada uno de los productos lacteos nuevamente el
método Kjeldahl presenta mayor dispersion en los resultados puesto que las desviaciones
son mas altas, exceptuando el caso de la muestra YFY en donde las desviacion estandar es
mayor en el método Dumas automatizado, sin embargo la dispersién de resultados totales no

es elevada por tanto se puede hablar de precisién tanto en el método Kjeldahl como en el
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método Dumas automatizado, exceptuando la muestra correspondiente a yogurt casero
(YBA), que presenta elevada dispersion y podria ser debido a un error presente en la toma

de muestra.

Dentro de los resultados obtenidos y de acuerdo al andlisis de varianza se tiene que un 40%
de la totalidad de las muestras analizadas son muestras iguales y el 60% son muestras

diferentes.

Analizando los valores entre métodos, tenemos que las muestras de crema acida, leche
condensada, leche en polvo, queso fresco blanco, queso tipo americano, queso manchego,
gueso tipo petit suisse “C”, queso tipo petit suisse “D”, y yogurt para beber (CAL, LCN, LPN,
QFB, QTA, QMC, QPC, QPD, y YBB, respectivamente) arrojan resultados mayores mediante
el andlisis por el método Dumas automatizado, no asi las muestras de natilla de leche,
producto lacteo fermentado “B”, producto lacteo fermentado “C”, queso estilo Oaxaca y
yogurt con frutas (NLR, FLB, FLC, QEO y YFY, respectivamente) que dan resultados mas

altos en el método Kjeldahl

Tomando en cuenta la naturaleza de las muestras podremos observar que segun lo expuesto
por Santos (1987) la presencia de peréxido de hidrégeno en este tipo de muestras es muy
comun, ya sea por adicion directa de los productores como medio antimicrobiano o como

producto biolégico de la lactoperoxidasa, abundante en la leche de vaca

De acuerdo a Kirk et al. (2002) en presencia de peréxido de hidrégeno en la matriz de la
muestra la oxidacion a elevadas temperaturas, una minima fraccion del nitrégeno total sufre
una parcial oxidacion del ibn amonio produciendo compuestos volatiles que seran atrapados
en el material desecante lo que producira resultados ligeramente mas bajos que en la

determinacién mediante el método Dumas.

Para algunos productos lacteos Senser et al. (1991) reportan valores de proteina en extracto

seco, que se muestran en la tabla 14.
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Tabla 14. Valores reportados por Senser et al. (1991) para productos lacteos.

LACTEOS
Producto Porcentaje de proteina
Crema pura de vaca acidificada 10.98
Leche entera en polvo 3% humedad 25.98
Leche, condensada, azucarada al 60% 11.27
Producto lacteo fermentado dulce 10.94
Queso fresco blanco 36.74
Queso fresco para fundir 48.05
Queso tipo Americano 20.65
Queso tipo Manchego 31.09
Yogurt natural 16.96
Yogurt con Fruta 15.23

Comparado con los resultados en cereales y legumbres, existe mayor diferencia en los
productos lacteos con los reportados por Senser et al. (1991) esto pudiera deberse a que en
los productos lacteos se presenta una variacion métodos y técnicas de elaboracion, que se

reflejan en el porcentaje de proteina.
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5.3 PRODUCTOS CARNICOS

Las carnes y productos carnicos son consumidos desde la antigiiedad, su consumo esta
fuertemente ligado al desarrollo de técnicas de caza y domesticacion de animales como
fuente de alimentacion, asi mismo, al desarrollo de técnicas de conservacion por largos
periodos de tiempo, ya que en condiciones normales la carne se descompone y deteriora

con facilidad (Price et Schweigert, 1994).

Segun el Price et Schweigert (1994), la carne es la parte comestible de los musculos de
animales sacrificados en condiciones higiénicas, incluye vaca, oveja, cerdo, cabra, caballo y
camélidos sanos, y se aplica también a animales de corral, caza, de pelo y plumas y
animales marinos, declarados aptos para el consumo humano. Los derivados céarnicos, son
productos alimenticios preparados total o parcialmente con carne o despojos de las especies

autorizadas.

El masculo en general contiene de 55 a 78% de agua, de 1 a 15% de lipidosy de 1 a 22 %
de proteinas, las porciones restantes son sales minerales y glacidos, estas cifras revelan que
las proteinas representan del 50 al 90% de la materia organica de la carne (Price et
Schweigert, 1994).

Dentro de las proteinas de origen animal, las provenientes de la carne son las de mayor

importancia, son completas y con elevado valor bioldgico (Olivares, 1989).

Considerando esto, las muestras de céarnicos fueron tanto carne fresca de distintas especies,

como productos procesados.

En la tabla 15 se observan los valores medios obtenidos del analisis por triplicado de las
muestras de productos carnicos con su respectiva desviacion estandar, expresados en

porcentaje de nitrdgeno y proteina reportado en base seca.
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Tabla 15. Porcentaje de nitrégeno y proteina sobre extracto seco (desviacion estandar) en

productos cérnicos, obtenidos por el método Kjeldahl y el método Dumas automatizado.

CARNICOS
Kjeldahl Dumas Kjeldahl Dumas
Muestras  pgrcentaje de  Porcentaje de  Porcentaje de  Porcentaje de
nitrégeno nitrégeno proteina proteina
CHCZ 5.739%(0.0331) 5.765%0.0938)  35.869(0.2066) 36.029(0.5862)
CHC 4.410°(0.0622) 4.257%(0.0220) 27.560(0.3889) 26.603(0.1374)
FRF 10.947%(0.0175) 11.070°(0.0563) 68.379(0.1094) 69.185(0.3517)
HPF 7.754°(0.0117) 7.360%(0.0490)  48.460(0.0730) 46.000(0.3060)
JPZ 7.801%(0.0895) 7.683%0.0065) 48.754(0.5592) 48.017(0.0407)
Jve 6.119%(0.0476) 6.160%0.0119) 38.246(0.2978) 38.499(0.0747)
LCF 3.099%0.0159) 3.035%0.1195) 19.367(0.0993) 18.968(0.7471)
MTK 4.134°(0.0055) 4.006%0.0111) 25.835(0.0344) 25.039(0.0692)
ZPC 5.018%0.0903) 4.925%0.0085) 31.365(0.5646) 30.784(0.0529)
PPF 14.048°(0.0555) 13.657%(0.0159) 87.798(0.03469) 85.356(0.0993)
PCF 10.525°(0.0020) 10.347%(0.0273) 65.781 (0.0125) 64.666(0.1706)
PF 12.944%0.0731) 13.121%(0.1105) 80.902 (0.4570) 82.004(0.6907)
QFP 9.378°(0.0127) 9.176%0.0087) 58.610 (0.0791) 57.348(0.0542)
SVB 5.731°(0.0015) 5.484%0.0013) 35.817 (0.0095) 34.275(0.0082)
SPF 4.937 %(0.0413) 5.364°(0.0377) 30.854 (0.2581) 33.522(0.2354)
TAK 5.954 %(0.0165) 5.533%(0.0272) 37.210 (0.1031) 34.579(0.1699)

a2 Medias con diferente letra en la misma muestra son diferentes (P<0.05)

Dentro de los cuatro grupos analizados, los productos carnicos son los que mayor dispersion
de resultados arrojan comparados con los grupos de alimentos anteriores, es decir, existen

problemas intrinsecos que pudieran afectar estos resultados tal es el caso de la presencia
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porcentajes elevados de grasa que pudo haber influido en la heterogeneidad de las
muestras. Para los productos carnicos analizados, existen valores reportados previamente

por Senser, (1991) que se muestran el la tabla 16.

Tabla 16. Valores reportados por Senser et al. (1991), para productos carnicos.

CARNICOS
Muestra Porcentaje de proteina
Chorizo estilo cantimpalo 38.57
Filete de res magro 70.27
Higado de pollo 47.47
Jamon de cerdo 40.97
Jamon de pavo 49.86
Mortadela 26.00
Pate de cerdo 32.27
Pechuga de pollo magra 87.20
Pierna de cerdo magra 68.33
Queso de puerco 56.80
Salchicha Viena 35.82
Salchichas de pavo 34.32
Tocino ahumado 36.38

Estos valores son solo referenciales, puesto que en los productos carnicos aun es mayor la
variabilidad entre formulaciones técnicas para la elaboraciéon de dichos productos. Rossi et
al. (2004) reporta valores para carne de res de 15.53%, para carne de pollo de 16.70%, para
carne de cerdo de 16.70% y salchichas de 7.32% de nitrégeno sobre extracto seco, valores

mas altos que los obtenidos en el presente estudio.
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5.4 COMPARACION DE METODOS

La desviacion estandar nos indica que existe reproducibilidad en los valores obtenidos, a
simple vista se puede notar que también existe correlacion entre los valores obtenidos en
ambos métodos, realizando una comparacion con lo expuesto por Jung et al. (2003) se
obtuvieron desviaciones mas bajas, pero para llegar a una conclusiéon acertada mas adelante

se muestra el analisis estadistico mas completo.

En cuanto que si los valores son los esperados o no, tenemos valores relativamente
cercanos. Como es de suponerse, el secado, el % de lipidos y la naturaleza y tamafio de la
muestra, son factores que interfieren notablemente en la reproducibilidad de los resultados
obtenidos, ya que de los tres grupos de muestras analizados el grupo de carnicos es el que
presenta desviaciones estandar mas elevadas, aun asi se incluyen en e analisis estadistico
global (Figura 25).
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Figura 25. Representacion gréfica de los datos totales obtenidos, exceptuando como ya se

menciond anteriormente las muestras con los codigos YBA y AV.
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Aplicando el método de minimos cuadrados, se obtuvo la regresion lineal siguiente:
Y = 0.9793 + 0.0896 X

Donde X es el contenido de nitrégeno expresado en porcentaje medido por el método
Kjeldahl, Y es el contenido en nitrdgeno medido por el método Dumas automatizado, el valor
de 0.0896 es la ordenada en el origen y 0.9793 es la pendiente de la recta. La figura 26 se
muestra la representacion grafica de los porcentajes de nitrogeno por ambos meétodos,

incluyendo la recta de regresion lineal.

La ordenada en el origen obtenida en el estudio es superior a la reportada por Souza et al.
(2000) e inferior a la reportada por Sader et al. (2004) que determinaron que ambos métodos
aunque estaban altamente correlacionados diferian entre si por interferencia del contenido en

nitritos pues se trataba de alimentos balanceados.
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Figura 26. Representacion grafica de la recta de regresion lineal para los resultados

obtenidos por ambos métodos.
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La pendiente obtenida (0.9927) es inferior a la reportada por Souza et al. (2000) y superior a

la reportada por Sader et al. (2004).

Se observa un valor de R?=0.9978 (P<0.01), inferior a la correlacién reportada por Souza et
al. (2000) y Jung et al. (2003), mientras que en el estudio realizado por Sader et al. (2004) las
correlaciones halladas en la determinacion de nitrégeno en alimentos balanceados fueron

inferiores a la aqui encontrada.

Una alta correlacion entre los dos métodos es de esperar cuando se comparan dos meétodos

que miden lo mismo (Blanc et Altman, 1993).

Resulta interesante analizar las diferencias para determinar si existe sesgo ademas de
determinar en que rango se ubican, en la tabla 17 se presentan los valores de las diferencias
frente al valor promedio de proteina por ambos métodos y en la figura 27 la representacion

gréfica de dichas diferencias.
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Tabla 17. Valores de las diferencias entre ambos métodos.

Muestra Kjeldahl Dumas Diferencia Muestra Kjeldahl Dumas Diferencia

LEGUMBRES CEREALES
AJ 3,632 3,641 0,004 AR 1,119 1,250 0,066
AL 3,703 3,760 0,029 AVC 1,462 1,574 0,056
AM 2,225 2,463 0,119 CE 1,695 1,908 0,106
FM 3,762 3,794 0,016 MB 1,639 1,672 0,016
FN 3,511 3,574 0,032 MBL 1,110 1,288 0,089
GA 3,844 3,822 -0,011 MD 1,560 1,761 0,101
HAB 4,635 4,675 0,020 MR 2,265 2,255  -0,005
LE 4,036 4,022 -0,007 B 2,020 2,036 0,008
LN 4,029 4,117 0,044 D 2,196 2,312 0,058
SF 3,504 3,533 0,015
LACTEOS CARNICOS

CAL 1,253 1,312 0,030 CHC 4,410 4,256  -0,077
FLB 1,250 1,224 -0,013 CHCZ 5,739 5,765 0,013
FLC 1,346 1,343 -0,001 FRF 10,941 11,070 0,064
LCN 1,218 1,357 0,070 HPF 7,754 7,360  -0,197
LPN 3,686 3,740 0,027 JPZ 7,801 7,683  -0,059
NLR 0,968 0,890 -0,039 Jvc 6,119 6,160 0,020
QEO 7274 7,232 -0,021 LCF 3,009 3,035 -0,032
QFB 5,242 5,348 0,053 MTK 4,134 4,006  -0,064
QmcC 4,792 4,722 -0,035 PCF 10,525 10,347  -0,089
QPC 3,550 3,480 -0,035 PF 12,944 13,121 0,088
QPD 2,899 2,997 0,049 PPF 14,048 13,657 -0,195
QTA 2,468 2,522 0,027 QFP 9,378 9,176  -0,101
YBB 2,181 2,228 0,023 SPF 4937 5364 0,213
YFY 2,244 2,166 -0,039 SVB 5731 5484  -0,123
BCO 0.006 0.003 -0.003 TAK 5954 5533  -0,210

ZPC 5,018 4,925 -0,046




Ana | aura Cruz Lugo

0.4

Carnicos m Cereales
0.3 - = Lacteos Legumbres
= Blanco

0.2 -

Diferencia

2 4 6 8 10 12 14 16

Porcentaje de nitrégeno
Figura 27. Representacion grafica de las diferencias de ambos métodos.

Las diferencias dadas para cada muestra son el valor de Dumas menos el valor de Kjeldahl.
Las diferencias estuvieron normalmente distribuidas con un valor promedio de 0.00119823 y

una desviacion estandar de 0.0792633.

El valor promedio de las diferencias no es diferente de cero con un nivel de significacion de
0.05 lo que indicaria que ambos métodos miden igual. Es de esperar que el 95% de los

valores de las diferencias se encuentren entre los limites d -1.96s y d + 1.96s:
d-1.96s =-0.1542 d+ 1.96s = + 0.1566

Es decir los valores de proteina proporcionados por el equipo LECO FP 528° (LECO
Corporation, St. Joseph, MI), pueden ubicarse 0.15% por debajo 0 0.16% por encima de los
valores proporcionados por el método tradicional de Kjeldahl lo que puede considerarse

aceptable para andlisis de alimentos.
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Al representar las diferencias (Figura 28) respecto al valor promedio de proteina no se
observa una variacion sistemética del sesgo pero si se observa una marcada correlacion
entre las diferencias de concentracion de nitrogeno y el tipo de alimento. Los valores
correspondientes a carnicos presentaron mayores valores de diferencias. De las 50
diferencias representadas, 56% fueron positivas y 44% fueron negativas, los que nos
muestra una distribucién normal de los resultados obtenidos. Varios autores (Souza et al.,
2000; King-Brink y Sebranek, 1993; Thompson et al., 2002; Jung et al., 2003;) han reportado
que por lo general la determinacion de proteina por combustién arroja mayores valores que
por Kjeldahl con algunas excepciones. La explicacion a tal hecho es que las variaciones
entre ambos meétodos pudieran estar relacionadas con la cuantificacion de nitrégeno no
aminico como nitratos, nitritos, nucle6ticos y acidos nucleicos por el método de Dumas que

no ocurre en el método Kjeldahl (Jung et al., 2003).

En nuestro caso el nimero de valores negativos de diferencias es relativamente alto en
especial en las muestras carnicas que son las que presentaron mayores diferencias entre los
valores medidos por los métodos Kjeldahl y Dumas automatizado. Esto pudiera estar
relacionado con el hecho de que las muestras céarnicas suelen presentar mayor
heterogeneidad que podria influir en el analisis especialmente en el equipo LECO® (2000) en

donde se toman muestras tan pequefas de aproximadamente 0.1g.

Las diferencias fueron especialmente grandes en las muestras higado de pollo fresco, pierna
de cerdo fresca, tocino ahumado y salchicha de pavo (HPF, PPF, TAK y SPF,
respectivamente) en donde las cuatro muestras son las que salen de los limites d -1.96s y d
+ 1.96s. En el estudio realizado por Thompson et al. (2002) fueron las muestras de lacteos y
pescado las que presentaron mayores valores de diferencias aunque dichas diferencias

estuvieron por debajo de 0.1%.

En algunos trabajos en lugar de graficar las diferencias entre ambos métodos se analizan las
proporciones de los valores de Kjeldahl/Dumas. En la tabla 18 se muestran las porporciones

obtenidas en el presente estudio.
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Tabla 18. Proporciones obtenidas de la totalidad de las muestras analizadas.

Muestra Kjeldahl Dumas Diferencia Muestra Kjeldahl Dumas Diferencia

LEGUMBRES CEREALES
Al 3.632 3.641 1.00 AR 1.119 1.250 0.90
AL 3.703 3.760 0.98 AV 1.462 1.574 0.93
AM 2.225 2.463 0.90 CE 1.695 1.908 0.89
FM 3.762 3.794 0.99 MB 1.639 1.672 0.98
FN 3.511 3.574 0.98 MBL 1.110 1.288 0.86
SF 3.504 3.533 0.99 MD 1.560 1.761 0.89
GA 3.844 3.822 1.01 MR 2.265 2.255 1.00
HAB 4.635 4.675 0.99 B 2.020 2.036 0.99
LE 4.036 4.022 1.00 TD 2.196 2.312 0.95
LN 4.029 4,117 0.98
LACTEOS CARNICOS
CAL 1.253 1.312 0.95 CHC 4.410 4.256 1.04
FLB 1.250 1.224 1.02 CHCz 5.739 5.765 1.00
FLC 1.346 1.343 1.00 FRF 10.941 11.070 0.99
LCN 1.218 1.357 0.90 HPF 7.754 7.360 1.05
LPN 3.686 3.740 0.99 JPZ 7.801 7.683 1.02
NLR 0.968 0.890 1.09 JvVC 6.119 6.160 0.99
QEO 7.274 7.232 1.01 LCF 3.099 3.035 1.02
QFB 5.242 5.348 0.98 MTK 4.134 4.006 1.03
QMC 4,792 4,722 1.01 PCF 10.525 10.347 1.02
QPC 3.550 3.480 1.02 PF 12.944 13.121 0.99
QPD 2.899 2.997 0.97 PPF 14.048 13.657 1.03
QTA 2.468 2.522 0.98 QFP 9.378 9.176 1.02
YBB 2.181 2.228 0.98 SPF 4,937 5.364 0.92
YFY 2.244 2.166 1.04 SVB 5731 5.484 1.04
TAK 5.954 5.533 1.08
ZPC 5.018 4,925 1.02
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Los valores de las relaciones van de 0.86 a 1.09 siendo las muestras de cebada, maiz
blanco, maiz dorado, dulce de leche y tocino ahumado (CE, MBL, MD, NLR y TAK,
respectivamente) las que presentaron mayor relacion. Simonne et al (1997) reportaron
elevadas diferencias entre Dumas y Kjeldahl para frutas y pescado con relacion de 0.8 y 0.73
respectivamente, mientras que Jung et al. (2003) presentaron relaciones superiores a 0.94

para muestras de soya.

Como se ha comentado previamente parece ser que el método Dumas es mas eficiente en la
medida de nitrogeno ya que mide también nitrdgeno no aminico pero de acuerdo a Jung et
al. (2003) en algunos casos las diferencias observadas entre ambos métodos no se
sustentan solo por ese hecho y parece ser que otros factores interfieren y llevan a las

diferencias entre los métodos Kjeldahl y Dumas.

Al reportar las proporciones por grupo alimenticio nos dan los resultados mostrados en la
tabla 19.

Tabla 19. Valores de relaciones expresados por grupo alimenticio.

POR GRUPO ALIMENTICIO

Tipo observaciones Minimo Maximo Media DS

Legumbres 10 0.90 1.01 0.98 0.03
Cereales 9 0.86 1.00 0.93 0.05
Cérnicos 16 0.92 1.08 1.02 0.04
Lacteos 14 0.90 1.09 0.95 0.04
Total de los datos 49 0.86 1.09 0.99 0.05

En este caso las relaciones de los grupos de legumbres, lacteos y cereales nos dan por
debajo de la unidad y solo el grupo de productos carnicos presenta un valor por encima, es
decir, para legumbres cereales y lacteos, en general el método Dumas da resultados

menores a los obtenidos por el método Kjeldahl, no asi para los productos carnicos en donde
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al analizar las relaciones por grupo alimenticio se da que en el caso de este grupo los

valores obtenidos por el método Kjeldahl son mayores.

Al analizar la totalidad de los datos nos da una diferencia de 0.99876, lo que nos indica que
se puede decir que existe correlacion entre los dos métodos y pueden ser utilizados

indistintamente.

El método Dumas para la determinacion cuantitativa de nitrdgeno organico es tan preciso
como el método Kjeldahl pero considerablemente mas rapido lo que lo hace tan interesante

para aplicaciones industriales y de investigacion

Ademds es ventajoso en cuanto a que una vez colocadas las muestras en el carrusel de
automuestreo, el analizador trabaja de forma autbnoma sin que sea necesaria la presencia
del analista. Por otro lado el método Kjeldahl implica la utilizacion de reactivos peligrosos
como acido sulfarico, hidroxido sédico y metales pesados como catalizadores, que implican
ademas contar con un sistema de manejo de deshechos. Por el contrario el equipo de

Dumas es amigable y seguro con el medio ambiente.
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6 B CONCLUSIONES

1. Se analizaron 50 muestras por triplicado mediante los métodos Kjeldahl y Dumas
automatizado desechandose las muestras AVC y FBB.

2. Se observo una alta correlacion de 0.9975 entre ambos métodos que indica que ambos

métodos proporcionan medidas analogas de proteina con la regresion lineal:
Y =0.9793 + 0.0896 X

3. En productos cérnicos se presentaron las mayores diferencias entre ambos métodos hasta
un maximo de 0.2134, en principio debido a la heterogeneidad del producto, mas que porque
los métodos sean diferentes, resulta interesante considerar la utilizacion de sustancias

patrones de mayor concentracion de nitrégeno que las utilizadas para el presente estudio.
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