UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

ELABORACION DE UNA MARCHA ANALITICA PARA LA DE DETERMINACION DE
PROTEINAS EN FORMULAS INFANTILES POR EL METODO DE KJELDAHL

TRABAJO DE GRADO EN MODALIDAD DIPLOMADO DE ESPECIALIZACION

PRESENTADO POR

JOSE ERNESTO SILVA CARRANZA
MARCELA JENIFER TORRES VASQUEZ

PARA OPTAR AL GRADO DE

LICENCIADO(A) EN QUIMICA Y FARMACIA

FEBRERO 2025

SAN SALVADOR, EL SALVADOR, CENTRO AMERICA



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

RECTOR

MAESTRO JUAN ROSA QUINTANILLA

SECRETARIO GENERAL

LICENCIADO PEDRO ROSAL{O ESCOBAR CASTANEDA

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

DECANA

MAESTRA NANCY ZULEYMA GONZALEZ SOSA

SECRETARIA

LICENCIADA EUGENIA SORTO LEMUS



DIRECCION GENERAL DE PROCESOS DE GRADO

DIRECTORA GENERAL (AD-HONOREM)

MAESTRA KATIA LISSETTE MARTINEZ DE PALACIOS

TRIBUNAL EVALUADOR

ASESORA

MAESTRA DELMY IDALIA HERNANDEZ HUEZO

ASESOR

LICENCIADO ALEXIS ANTONIO GUADRON MELENDEZ

TUTOR

MAESTRO LUIS GUILLERMO ESCALANTE ESCOBAR



DEDICATORIA Y AGRADECIMIENTOS

AGRADEZCO A DIOS TODO PODEROSO: Por haberme iluminado, guiado, cuidado,
protegido y darme una buena salud tanto fisica como mental que, a pesar de no tener todas las
condiciones materiales, mantuvo enaltecido en mi el espiritu de superacion, de igual forma por
darme la fortaleza y sabiduria para vencer cada obstaculo que se me presentd durante estos siete

anos de estudio.

A MI FAMILIA: en especial a mi abuela Alicia del Carmen Recinos Lopez, a mi madre Luz
Marisol Carranza y a mi padre Jorge Ernesto Silva, por todo su apoyo y sacrificio, asi como el
respaldo hacia mi formacion, por haberme guiado durante todos sus dias con amor y respeto, su
corazodn y su mente esta lleno de sabiduria ilimitada, a ellos dedico este trabajo, a su fuerte

incidencia en mi vida, asi como su respaldo incondicional.

A LA UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR: Por haberme dado la oportunidad de poder realizar
el curso de especializacion, permitiendo organizarme con la modalidad virtual y asi poder salir

adelante con mi trabajo y culminar mis estudios.

A LOS DISTINTOS CATEDRATICOS: Que participaron en mi formacion académica, cada uno
con su estilo, su enfoque de mundo, posicionamiento ideolégico y sobre todo su aporte cientifico

y académico sobre las ciencias.

A TODOS(AS) MIS AMISTADES: que conforman mi red de apoyo un profundo agradecimiento

ya que en todo momento estuvieron animandome a luchar y culminar esta etapa profesional.

José Ernesto Silva Carranza



DEDICATORIA Y AGRADECIMIENTOS

Doy gracias a Dios por haberme permitido finalmente terminar esta etapa de mis estudios, que a

pesar de todas las dificultades en el proceso logré superar.

Gracias al esfuerzo, sacrificio y apoyo incondicional que he recibido de mis padres y mi hermano

en todo momento para salir adelante.
A mi hija que me motiva dia a dia a superarme para poder darle lo mejor.
A mi familia que de forma directa o indirecta me han ayudado a lo largo de todo este proceso.

A mis amigos que confiaron en mi, que me ayudaron y motivaron a terminar mis estudios.

Marcela Jenifer Torres Vasquez



INDICE GENERAL

ABREVIATURAS

GLOSARIO

RESUMEN

CAPITULO I

1.0 INTRODUCCION

CAPITULO IT

2.0 OBJETIVOS

CAPITULO ITI

3.0 MARCO TEORICO

3.1F6rmulas infantiles

3.2Proteinas

3.3Determinacion de nitrégeno por el método Kjeldahl
3.3.1 Digestion

3.3.2 Destilacion

3.3.3 Valoracion

3.4Reactivos utilizados en el analisis de Kjeldahl
3.4.1 Catalizadores de Kjeldahl

3.4.1.1 Catalizadores que se pueden utilizar
3.4.2 Acido y oxidante para la digestion

3.4.2.1 Acidos y oxidantes que se pueden utilizar

3.4.3 Alcalis para neutralizacion y liberacion de amoniaco

Pag N°

13

16

18
18
18

18

19
20
20
21
21
21

22
22

22



3.4.3.1 Soluciones receptoras para el amoniaco

3.4.4 Valoracion

3.4.4.1 Soluciones valoradas e indicadores
3.4.4.2 Soluciones valoradas e indicadores: valoracion directa
3.4.4.3 Soluciones valoradas e indicadores: valoracion por

3.5 Normativa de proteinas en alimentos

3.5.1 Codex alimentarius
3.5.2 Criterios de aceptacion
CAPITULO IV

4.0 PRODUCTO FINAL

retroceso

4.1 Determinacion del contenido de proteinas en formulas infantiles

4.1.1 Materiales y reactivos

4.1.2 Equipos

4.1.3 Método Kjeldahl

4.1.4 Esquema del procedimiento
4.1.5 Descripcion del procedimiento
4.1.6 Célculos

4.1.7 Fuentes de error a considerar
4.1.7.1 Principales fuentes de error
4.1.7.2 Pérdida de nitrogeno
4.1.7.3 Pérdida de amoniaco
CAPITULO V

5.0 CONCLUSIONES

23

23

23

24

24

24

24

25

27

27

27

28

28

28

30

31

32

32

32

33

34



CAPITULO VI
6.0 RECOMENDACIONES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS

36



ABREVIATURAS

AOAC: Asociacion de Quimica Analitica Oficial Internacional (Association of Oficial

Agricultural Chemist)

DIN: Instituto Alemén para la Normalizacion (Institut fiir Normung)

FDA: Administracion de medicamentos y alimentos (Food and Drugs Administration)
g: Gramos

ISO: Organizacion Internacional de Normalizacién (International Organization for

Standarization)

M: Molaridad

mL: Mililitros

N: Normalidad

pH: Medida del grado de acidez o alcalinidad de una sustancia o solucion.
RTCA: Reglamento Técnico Centroamericano

USEPA: Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (United States Environmental

Protection Agency)
°C: Grados centigrados

%p/v: Concentracion peso sobre volumen de una solucion (gramos de soluto en 100 mL de

solucioén)






GLOSARIO

Blanco: Es una muestra que no contiene la sustancia de interés que se esta comprobando en un

analisis'.

Catalizador: Es una sustancia simple o compuesta que aumenta o reduce la velocidad de una

reaccion quimica’.
Forraje: Son pastos secos conservados para alimentacion de ganado?.

Macronutrientes: Son aquellas sustancias que proporcionan energia al organismo para promover

el crecimiento y para regular procesos metabolicos®.

Piensos: Alimento que se da al ganado y otro tipo de animales, compuesto por cereales o

semillas’.

Solucion estandar: Es una solucion que contiene una concentracion conocida de una sustancia

en especifico que se emplea para conocer la concentracion de otras soluciones'.

Solucion valorante: Es una solucion que contiene a la especie quimica que va a reaccionar con

el analito en una concentracion conocida’.



RESUMEN

Las formulas infantiles estdn inspiradas en la leche materna y disefiadas para satisfacer las
necesidades proteicas del bebé. Las proteinas son fundamentales para el desarrollo de los nifios,
ya que son necesarias para construir y reparar tejidos, fortalecer el sistema inmunoldgico y

proporcionar energia para el crecimiento y desarrollo adecuado.

Los primeros meses del bebé son los mas importantes en el desarrollo general por lo que se
requiere determinar las proteinas en dichas formulas, el andlisis quimico de alimentos utiliza
diversas técnicas para estudiar las caracteristicas de los alimentos entre ellas la determinacion del

contenido de proteinas utilizando un método estandarizado.

En el presente trabajo se realizé una blisqueda bibliografica para presentar una marcha analitica
para la de determinacion de proteinas en formulas infantiles por el método de Kjeldahl, en el cual
se digieren las proteinas y otros compuestos organicos de los alimentos en una mezcla de acido
sulfirico en presencia de catalizadores. El nitrégeno organico total se convierte en sulfato de
amonio mediante la digestion, la mezcla resultante se neutraliza con una base y se destila. El
destilado se recoge en una soluciéon de acido boérico y se titula con acido clorhidrico para

determinar el nitrégeno contenido en la muestra.

La marcha analitica propuesta describe paso a paso la preparacion de los reactivos, la muestra, la
determinacion de nitrégeno y conversion a proteinas siguiendo los pasos de la AOAC (Official
Methods of Analysis), y la interpretacion de resultados, para que pueda ser implementada en los

laboratorios de la Facultad de Quimica y Farmacia.



CAPITULO I

13



14

1.0 INTRODUCCION

La proteina es un macronutriente que se encuentra en todo el cuerpo, musculos, huesos, piel,
cabello y tejidos. El primer afio de vida es un momento critico de crecimiento y desarrollo
acelerado; este rapido crecimiento debe apoyarse de una alta tasa de sintesis de proteina. Las
proteinas apoyan el crecimiento, desarrollo O6ptimo, maduracién del sistema inmune y salud

metabdlica.

Las formulas infantiles buscan imitar la composicion de la leche materna tratando de hacerla
similar en cuanto a la cantidad de agua, proteina, carbohidratos, grasas, vitaminas, minerales,
entre otras. Es de suma importancia el analisis de proteinas en las formulas infantiles ya que estas
juegan un papel importante para el 6ptimo desarrollo de los musculos, los 6rganos, y el sistema
inmunolégico del bebé, mantienen saludables sus tejidos y células, ademas son una fuente de

energia.

Es asi que, con base en lo anterior, la presente investigacion bibliografica se enfocara en la
elaboracion de una marcha analitica para la determinacion de proteina en formulas infantiles, por
el método de Kjeldahl tomando como base diferentes fuentes bibliograficas como los métodos
analiticos estandarizados validados, descritos en libros oficiales tales como los de la AOAC
(Official Methods of Analysis), la Norma salvadorefia (NSO), el Reglamento Técnico

Centroamericano (RTCA) y el Codex Alimentarius.

La investigacion constara principalmente de un marco tedrico que fundamento el desarrollo de la
marcha analitica, la cual detallara cada paso a seguir desde la preparacion de las muestras, los
reactivos, las soluciones estandar o valorantes, la cristaleria a utilizar y el planteamiento de los
calculos a desarrollar para la determinacion del contenido de proteinas, lo cual permitird

establecer si el resultado esta dentro de las especificaciones bibliograficas oficiales.

El trabajo consta de dos partes: la parte I, o parte inicial en la cual se selecciono el tipo de
alimento donde se llevd a cabo la realizacion del perfil del producto; el cual describe en forma
breve y resumida de qué tratard el producto final. En la parte II se disefid una marcha analitica

para la determinacion de proteinas por el método de Kjeldahl en formulas infantiles, tomando
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como base diferentes fuentes bibliograficas como los métodos analiticos estandarizados
validados, El disefio de la marcha analitica detallo cada paso a seguir desde la preparacion de las
muestras, los reactivos, las soluciones estandar o valorantes, la cristaleria a utilizar y el
planteamiento de los calculos a desarrollar para la determinacion del contenido de perdxido, lo

cual permite establecer si el resultado estd dentro de las especificaciones bibliograficas oficiales.

Por otra parte, a nivel nacional existen pocos laboratorios que realicen el analisis de proteinas en
alimentos, por lo que el presente trabajo, pretende generar material de apoyo de caracter
bibliografico para que pueda ser implementado en los laboratorios de la Facultad de Quimica y
Farmacia y que permita al analista contar con una marcha de andlisis detallada para la
determinacion de proteinas en formulas de leche infantil por el método de Kjeldahl y que esto
conlleve a la obtencidon de resultados claros, veraces y reproducibles que asistan en la toma de

decisiones para la verificacion del desempeno de las industrias alimenticia.



CAPITULO 1



2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General:

2.1.1 Disefiar una marcha analitica para la determinacion de proteinas en formulas infantiles por

el método de Kjeldahl aplicable en los laboratorios de la Facultad de Quimica y Farmacia.
2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Comprender los fundamentos del método de Kjeldahl para la determinacioén del contenido

de proteina en formulas infantiles.

2.2.2 Presentar un método de andlisis para la determinacidn de proteinas en una formula de leche
infantil con base en la Normativa NSO Codex Alimentarius A-5:95 salvadorena y el Reglamento

Técnico Centroamericano 67.04.54:18 y la AOAC 991.20.

2.2.3 Conocer las normas internacionales que dictan las tolerancias de errores en el contenido de

proteinas en productos lacteos.

2.2.4 Generar material de apoyo de caracter bibliografico que permita al estudiante, contar con

una técnica de analisis detallada para la determinacion de proteinas por el método de Kjeldahl.



CAPITULO 111
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3.0 MARCO TEORICO
3.1 Férmulas infantiles*

La formula infantil es un alimento que puede ser la tnica fuente de nutricion para los bebés (es
decir, nifios de hasta 1 meses de edad) como alternativa a la leche materna. Los requisitos
regulatorios de la FDA abordan, entre otras cuestiones, la inocuidad, la adecuacion nutricional, el
envasado y el etiquetado de estos productos y especifica cantidades méximas para 10 nutrientes

dentro de estos las proteinas, las cuales deben ser 1,8-2,8 g./100 kcal.; 1,2-1,9 g./100 ml.
3.2 Proteinas’

Las proteinas estan formadas en mayor cantidad por Carbono, Hidrégeno, Oxigeno y Nitroégeno,
coinciden en que son fundamentales en los sistemas bioldgicos; conforman el codigo genético en
conjunto con los acidos nucleicos. desempefian un papel esencial en la alimentacién humana por
su aporte de aminoacidos a la dieta y por sus propiedades funcionales, las que aportan
caracteristicas especificas en los alimentos, siempre que se consuman de manera balanceada en la
dieta, participan en la estabilidad del sistema inmune, desarrollo neuronal y cognitivo, ademas de

la prevencion de diversas patologias.
3.3 Determinacion de nitrogeno por el método Kjeldahl®

El método Kjeldahl se utiliza para la determinacion del contenido de nitrogeno en muestras
orgénicas e inorganicas. Desde hace mas de 100 afios se esta utilizando el método Kjeldahl para

la determinacion del nitrogeno en una amplia gama de muestras.

Este método ha ganado una gran aceptacion y la determinacion del nitrogeno Kjeldahl se realiza
en alimentos y bebidas, carne, cereales y forrajes para el calculo del contenido en proteina.
También se utiliza el método Kjeldahl para la determinacion de nitrégeno en aguas residuales,

suelos y otras muestras.

Esto es asi porque los diferentes tipos de proteinas coinciden todas ellas en una proporcioén
similar de dicho nitrégeno organico. Es un método oficial y descrito en multiples normativas:
AOAC, USEPA, ISO, DIN, Farmacopeas y distintas Directivas Comunitarias, tiene la ventaja de
poderse ejecutar mediante equipos no muy sofisticados y puede ser realizado por técnicos poco

experimentados.
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El método Kjeldahl consta de tres etapas:

Digestion Destilacion :: > Valoracion

El nitrogeno El NH, es destilado y Se determina el Nitrogeno
organico se recogido en un recipiente
convierte en NH - receptor

Figura N° 1. Etapa del Método de Kjeldahl®
3.1.1 Digestion.

El objetivo del procedimiento de digestion es romper todos los enlaces de nitrégeno de la muestra
y convertir todo el nitrogeno unido organicamente en iones amonio (NH,"). El carbono organico
y el hidrégeno forman dioxido de carbono y agua. En este proceso la materia orgadnica se
carboniza dando lugar a la formaciéon de una espuma negra. Durante la digestion, la espuma se
descompone y finalmente se convierte en un liquido claro que indica que la reaccién quimica ha
terminado. Para ello, la muestra se mezcla con acido sulfurico a temperaturas entre 350 y 380 °C.
Cuanto mas alta sea la temperatura, mas rapido sera el proceso de digestion. La digestion también
se puede acelerar con la adicion de sales y catalizadores. Se afiade sulfato de potasio para
aumentar el punto de ebullicion del acido sulftrico y se afiaden catalizadores para aumentar la
velocidad y la eficiencia del procedimiento de digestion. También se pueden afiadir agentes

oxidantes para mejorar ain mas la velocidad.
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Muestra Catalizador
Proteina (N°) + H,SO, (NH4),SO,[s] + CO,[g] + H,O [1]

Una vez la digestion ha finalizado, se deja enfriar la muestra a temperatura ambiente, se diluye

con agua y se trasvasa a la unidad de destilacion.
3.3.2 Destilacion.

Durante el proceso de destilacion los iones amonio (NH,") se convierten en amoniaco (NHj;)
mediante la adicion de un alcali (NaOH). El amoniaco (NHj;) es arrastrado al vaso receptor por

medio de una corriente de vapor de agua.

(NH,),SO, + 2NaOH 2NH; [g] + Na,SO,[s]+ 2H,0[l]

El vaso receptor para el destilado se llena con una solucidon absorbente para capturar el gas
amoniaco disuelto. La solucion absorbente mas comun es el acido bérico [B(OH);] en solucion
acuosa al 2-4%. El amoniaco es capturado cuantitativamente por la solucion de acido borico

formando iones amonio solvatados.

B(OH);+ NH; NH, + B(OH),

También pueden utilizarse otros acidos, dosificados con precision, como el acido sulfirico o

clorhidrico para capturar el amoniaco en forma de iones amonio solvatados.
HzSO4 (tOtal) + 2 HN3 - - SO42_ + 2NH4+
3.3.3 Valoracion.

La concentracion de los iones amonio capturados puede determinarse por medio de dos tipos de

valoracion:

Cuando se utiliza el acido borico como solucion absorbente, posteriormente se lleva a cabo una
valoracion acido-base utilizando una solucién estandarizada de acido sulfurico o clorhidrico y
una mezcla de indicadores. El rango de concentracion de la solucion utilizada varia entre 0,01 N
a 0,5N dependiendo de la cantidad de iones amonio presentes. El punto final de la valoracion
también se puede determinar potenciométricamente con un electrodo de pH. Esta valoracion se

llama valoracion directa.
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B(OH), + HX X"+ B(OH), + H,0

HX = acido fuerte (X = CI, etc.)

Cuando se utiliza una solucién valorada de acido sulfirico como solucién absorbente, el acido
sulfarico residual (es decir, el exceso que no reacciona con NH;) se valora con una solucion
estandarizada de hidroxido sodico y la cantidad de amoniaco se calcula por diferencia. Esta

valoracion se llama valoracion indirecta o por retroceso.

H,SO, (residual) + 2NaOH SO, +2Na"+ 2H,0

3.4 Reactivos utilizados en el andlisis de Kjeldahl.
3.4.1. Catalizadores de Kjeldahl.

Los catalizadores estan compuestos por mas del 97% de una sal que provoca un aumento en la
temperatura de ebullicion del acido sulftrico y del 1-3% de un tipo de catalizador o una mezcla
de catalizadores para aumentar la velocidad y la eficiencia del procedimiento de digestion. Los
catalizadores tipicos son selenio o sales metalicas de cobre o titanio. La seleccion de un
determinado catalizador depende de aspectos ecoldgicos y toxicos o de razones mas practicas

como el tiempo de reaccion o la formacion de espuma y la pulverizacion.

Por ejemplo, el catalizador que contiene selenio reacciona mas rapido, pero es toxico, mientras
que un catalizador que contiene cobre es considerablemente mas seguro para las personas y el
medio ambiente, pero da un proceso de digestion mas lento. Un compromiso ideal es el
catalizador mixto que consiste en cobre y sulfato de titanio. En muestras que contienen agua, por
ejemplo, en determinaciones de nitrogeno total Kjeldahl (NTK), se pueden formar espuma y
fuertes salpicaduras debido a las tabletas Kjeldahl. En estos casos es apropiado utilizar una

mezcla de catalizador en polvo y perlas reguladoras de ebullicion.

Ademas, los tiempos de digestion dependen del tipo de muestra, el volumen de acido sulfurico, la
proporcion de acido y sal y el tipo de catalizador. Por ejemplo, las grasas, aceites y los
compuestos heterociclicos aromaticos se digieren mas facilmente si el catalizador contiene
selenio. El uso de cobre como catalizador se estd volviendo mas comun por ser mas respetuoso
con el medioambiente. Actualmente, el selenio o ¢l cobre se utilizan como catalizadores en mas

del 90% de las digestiones de Kjeldahl que se realizan en todo el mundo.
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3.4.1.1 Catalizadores que se pueden utilizar.

-Catalizador Kjeldahl (Cu) (10.26% en CuSO, .5H,0) tabletas
-Catalizador Kjeldahl (Cu-Se) (1,5% C CuSO, .5H,0 + 2% Se) polvo
-Catalizador Kjeldahl (Cu-Se) (1,5% CuSO, .5H,0 + 2% Se) tabletas
-Catalizador Kjeldahl (Cu-Se) (9% CuSO, .5H,0 + 0,9% Se) tabletas
3.4.2 Acido y oxidante para la digestion.

En aplicaciones generales de alimentos y piensos, se utiliza 4cido sulfurico al 98% para las
digestiones. Sin embargo, las aplicaciones especiales pueden requerir modificaciones en la
concentracion de acido sulfurico o mezclas de acidos. Como ejemplo, las determinaciones de
proteinas de la leche y derivados a menudo se llevan a cabo utilizando un acido sulfurico al 69%
para reducir el riesgo de formacion de espuma. También se pueden anadir agentes oxidantes para

mejorar alin mas la velocidad.

El peroxido de hidrogeno es el mas ampliamente utilizado ya que acelera la descomposicion del
material orgdnico y también tiene una accidon antiespumante para controlar la formacién de
espuma durante la digestion. Sin embargo, es extremadamente reactivo y el riesgo de pérdidas de
nitrégeno es bastante alto. Si la formacién de espuma es el unico problema, es mejor usar 1-3
gotas de una emulsion antiespumante comercial. Después de la digestion y antes de la
neutralizacion del acido sulfurico con hidroxido soédico concentrado, la muestra se deja enfriar a
temperatura ambiente y se diluye con agua destilada. Esto se hace para evitar salpicaduras de la
muestra debido a la ebullicidon provocada por el calor de reaccion desprendido al mezclar el acido
concentrado y la base. Ademas, si las muestras se diluyen con 10-20 mL de agua justo después

del enfriamiento, se puede evitar la cristalizacion.
3.4.2.1 Acidos y oxidantes que se pueden utilizar.
-Acido Sulfurico 98% para determinacion de nitrogeno
-Hidrogeno Peréxido 30% p/v (100 vol.) para analisis
-Silicona liquida antiespumante (ORG) grado técnico

3.4.3 Alcalis para neutralizacion y liberacion de amoniaco.
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La muestra acida se neutraliza por medio de una solucién concentrada de hidréxido sodico. Por lo
general, se agrega lentamente NaOH al 50% desde el cuello del matraz. Al ser mas pesado, forma
una capa debajo de la mezcla de digestion acida diluida. Generalmente, por cada 5 mL de acido
sulfurico concentrado usado en la digestion, se requieren 20 mL de hidréxido de sodio al 50%
para hacer que la mezcla digerida sea fuertemente alcalina (pH > 11). Los iones de amonio se
convierten en amoniaco que se transfiere al recipiente receptor por medio de destilacion al vapor.
La destilacion deberia durar lo suficiente como para recuperar mas del 99,5% del amoniaco en el
recipiente receptor. Un tiempo de destilacion tipico es de 4 minutos con una potencia de vapor del

100%.
3.4.3.1 Soluciones receptoras para el amoniaco.

El recipiente receptor para el destilado se llena con una solucion absorbente para capturar el gas
de amoniaco disuelto. Dependiendo del volumen de la mezcla de digestion y el método seguido,
se deben recoger de 15 a 150 mL de condensado en el matraz receptor para asegurar la
recuperacion completa del nitrogeno. Las soluciones receptoras pueden ser acido borico al 2%,

3%, o al 4%, acido sulfurico al 0.05M, 0.1M o acido clorhidrico al 0.1M o 0.2M.
3.4.4 Valoracion.
3.4.4.1 Soluciones valoradas e indicadores.

Si la solucién receptora es acido borico, los aniones tetrahidroxiborato formados se titulan con
una solucion estandar de un acido fuerte. Esta valoracion se llama valoracion directa. La
deteccion del punto final se puede realizar manualmente o con una valoracidon colorimétrica,
utilizando una combinacion de indicadores. La combinacion de indicadores de rojo de metilo y

azul de metileno se utiliza con frecuencia en muchos métodos.

El punto final de la valoracion también se puede determinar potenciométricamente con un
electrodo de pH. Es preferible ajustar el pH del 4cido bdrico a 4.65 antes de la destilacion y usar

un punto final de pH 4.65 para la valoracion.

Si la solucion receptora es un acido clorhidrico o un acido sulfurico estandarizados, el exceso de
solucion acida se neutraliza exactamente mediante una solucidn alcalina normalizada, como el

hidréxido de sodio.
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El punto final se detecta con un indicador de color, el mas utilizado es el anaranjado de metilo.

Esta valoracion se llama valoracidn por retroceso.

3.4.4.2 Soluciones valorantes e indicadores: valoracion directa.
Acido Clorhidrico 0.2 M.

Acido Sulfurico 0.05 M.

Indicador Mixto 4.8 (Rojo de Metilo-Verde de Bromocresol) Cambio de color: de rosa violeta a

verde esmeralda (pH 4.8-5.5).

Indicador Mixto 4.4 (Rojo de Metilo-Azul de Metileno). Cambio de color: de rojo violeta a verde

(pH 4.4-5.8).

3.4.4.3 Soluciones valorantes e indicadores: valoracion por retroceso.

Hidréxido de Sodio 0.1M.

Indicador Rojo de Metilo 0.1% Cambio de color: de rojo a amarillo (pH 4.2-6.2).
3.5 Normativa de proteinas en alimentos’

3.5.1 Codex alimentarius.

De acuerdo con esta normativa, la proteina es un nutrimento basico en los procesos de
produccion, se considera como pardmetro de calidad e influye en el color y sabor de los
alimentos, por lo que es necesario conocer el contenido proteico de los alimentos el cual se
estima a partir del Nitrogeno organico. Para ello, se utiliza el método Kjeldahl, el cual se basa en
la combustion humeda de la muestra y la oxidacion de la materia organica con acido sulfurico
utilizando una mezcla de catalizadores. El nitrogeno orgéanico se fija como sulfato de amonio y
esta sal se hace reaccionar con una base fuerte para liberar el amoniaco que se destila por arrastre
de vapor y se recibe en un 4acido débil que se titula con un 4cido fuerte de concentracion

conocida.

Para convertir el nitrogeno a proteina, se emplea el factor de 6.38, el cual proviene de la
consideracion de que la mayoria de las proteinas tienen una cantidad aproximada de 34% de

nitrégeno.



26

En la siguiente tabla se muestran algunos factores utilizados para transformar el Nitrégeno a

proteina en algunos productos o semillas, entre ellos la leche.

Tabla N°1. Factores para transformar el nitrogeno en proteina®.

otros alimentos

PRODUCTO FACTOR

Cereales trigo entero, molido o harina 5,83
Harina de trigo (baja 0 mediana extraccion) 5,70
Macarrones, espagueti o pasta de trigo 5,76
Salvado de trigo 6,31
Arroz todos los productos 5,95
Centeno, avena, cebada Mijo blanco, Mijo rojo, Trigo duro, trigo

blando (todos los productos) 5,83
Leguminosas, nueces y semillas, nueces de tierra 5,46
Sovya y subproductos 5,71
Almendras 5,18
Nuez de Brasil 5.46
Otras nueces 5,30
Coco, castafnas, semillas (ajonjoli, Cartamo, girasol) otras semillas 5.30
Leche y productos de leche 6,38
Gelatina 5,55
Huevo 6,68
Yema de huevo 6,62
Galletas y productos de panaderia 5,70
Ajonjoli, Alberjon, Amaranto, Avena con cascarilla, Avena sin

cascarilla, Frijol flor de mayo, Frijol Negro, Frijol San Francisco,

Garbanzo, Haba, Linaza, Lenteja, Maiz blanco, Maiz Dorado y 6,25

3.5.2. Criterios de aceptacion.

El limite para todos los tipos de leches evaporadas es de un contenido minimo de proteina en

solidos lacteos del 34 % segin CODEX STAN 207-1999.

En términos de repetibilidad, la diferencia permitida entre dos resultados al efectuar un analisis

por duplicado en la misma muestra y en forma simultdnea por el mismo analista, no debera

exceder 0.10 g de nitrogeno por 100 g de muestra. En cuanto a la reproducibilidad, la diferencia

entre dos resultados obtenidos por dos analistas, trabajando en el mismo o en diferentes

laboratorios, siguiendo el mismo método, analizando la misma muestra, utilizando diferente

equipo; no debe exceder 0.20 g de Nitrogeno por 100 g de muestra.



CAPITULO IV
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4.1 Determinacion del contenido de proteinas en formulas infantiles.
4.1.1 Introduccion:

Las proteinas y el nitrégeno estan estrechamente relacionados debido a que las proteinas son
macromoléculas compuestas principalmente por carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno. De
hecho, el nitrogeno es un elemento esencial presente en todos los aminoacidos, que son los
bloques de construccion fundamentales de las proteinas. Cada aminoacido contiene un grupo
amino (-NH2) y un grupo carboxilo (-COOH), junto con un grupo lateral que varia entre

los diferentes aminoacidos.

El grupo amino proporciona el 4tomo de nitrogeno que se une con otros aminoacidos mediante
enlaces peptidicos durante la sintesis de proteinas. En este proceso, el grupo amino de un
aminoacido reacciona con el grupo carboxilo de otro aminodacido, liberando una
molécula de agua y formando un enlace peptidico entre los dos aminodcidos. Esta reaccion se
repite para formar cadenas largas de aminoacidos, que luego se pliegan y se organizan para

formar la estructura tridimensional de las proteinas.

Por lo tanto, la cantidad de nitrogeno presente en una muestra se puede utilizar como una medida
indirecta del contenido de proteinas, ya que las proteinas son la principal fuente de nitrégeno en
la mayoria de los alimentos y materiales organicos. Este principio es la base del método Kjeldahl,
un procedimiento analitico comunmente utilizado para determinar el contenido de nitrégeno
en muestras, que luego se convierte en contenido de proteinas utilizando factores de

conversion estandar.

Segtin la AOAC 991.20 El procedimiento es beneficioso debido a que es directo, el material
necesario es muy simple (aparato de destilacion Kjeldahl) no requiere de una gran inversion
de dinero, es facilmente adaptable al andlisis rutinario de un gran nimero de muestra y es el

método estandar para la determinacion del contenido proteico en diversos alimentos.

A continuacion, se describe el procedimiento para la determinacion de proteinas en una formula
de leche infantil tomando de referencia la AOAC 991.20, la cual describe los pasos para la
preparacion de la muestra, materiales y reactivos a utilizar, asi como los cuidados que hay que
tener al ser tratada esta dicha muestra ya que de eso depende los resultados satisfactorios que

queremos obtener.
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4.1.2 Objetivos
Objetivo general:

-Determinar el porcentaje de proteinas en formulas infantiles de diferentes marcas comerciales

registradas en El Salvador.
Objetivos especificos:

- Conocer el procedimiento experimental del analisis de proteinas por el método de Kjeldahl,
recogiendo el nitrégeno sobre acido boérico y valorandose con una disolucion de &cido

clorhidrico.

- Calcular el porcentaje de proteina de la féormula infantil a partir del contenido de nitrogeno

obtenido por el método Kjeldahl.
- evidenciar correctamente cada parte del proceso que implica el método de Kjeldahl.
4.1.3 Materiales y reactivos’
4.1.3.1 Materiales
- Muestra de formula de leche infantil de una marca X.

4.1.3.2 Reactivos

- Acido Sulfarico concentrado

- Acido bérico al 4% C

- Acido Clorhidrico 0.2 N ||

4.1.3.3 Catalizadores

- Sulfato de potasio anhidro




- Sulfato de cobre (Il) pentahidratado % ‘s @

4.1.3.4 Indicador

- Anaranjado de metilo

4.1.4 Equipos’
- Equipo de Kjeldahl de digestion y destilacion
- Balon para Kjeldahl
- Balanza analitica
- Espatula
- Probeta de 100 mL
- Probeta de 200 mL
- Erlenmeyer de 250 mL
- Vidrio de Reloj
4.1.5 Método Kjeldahl
Factor para la conversion de nitrogeno a proteina en leche y sus derivados: 6.38.

4.1.6 Esquema del procedimiento.

0.5 — 2 g de muestra

25 mL de Acido sulfirico

concentrado Balon de Kjeldahl

15 ¢ de Sulfato de potasio anhidro

{
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5 g de sulfato de cobre Digestor Kjeldahl a 419°C Proceso de digestién

pentahidratado




25 mL de Acido Bérico 4%

50 mL de agua para andlisis

Agregar 5 gotas de indicador

Anaranjado de metilo

32

¢

Enfriar a 80°C

¢

Encender equipo Kjeldahl

p e destilacié
Erlenmever de 250 mL
Balén Kjeldahl
Destilador
Destilar 150 mL a 250 mL
Titular con Acido Clorhidrico 0.2 N
P le val ..

¢

Porceniaje de Nitrogeno

U

{%0) Proteina = Nitrogeno x Factor
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4.1.7 Descripcion del procedimiento’
Preparacion de la muestra.

1- Pese exactamente 2 g de muestra con exactitud de 0.1 g sobre un trozo de papel de
amoniaco (papel glassine) luego colocar la muestra dentro del balon de digestion de

Kjeldahl (evitar que la muestra se adhiera al cuello del balon).

Digestion:

2-Agregar al balon de digestion de Kjeldahl, 15 g de Sulfato de Potasio anhidro més 5 g
de Sulfato de cobre pentahidratado y 25 mL de Acido Sulfarico concentrado.

3-Armar el equipo de digestion como lo muestra la “Figura N°1” literales 1), 2), 3), 4).

4-Calentar la mezcla a temperatura baja hasta que cese la formacion de espuma. Luego

aumentar progresivamente la temperatura.

- La digestion terminard cuando el color de la muestra sea de color verde-turquesa
transparente (son particulas visibles de muestras). Y luego continue calentado a
temperatura constante durante 1 hora y 30 minutos. La digestion demora

aproximadamente 2 horas. Retirar los balones del equipo y dejar enfriar.

5-Agregar a cada balon 50 mL de agua destilada con mucho cuidado ya que al agregar el

agua al acido sulfurico se desarrolla una reaccion fuertemente exotérmica.
Destilacion:

6- Prepara el equipo de destilacion como la muestra la “Figura N°1” utilizando los

literales 2), 3), 4), 5), 6),y 7).

7-Preparar un matraz receptor de 500 mL que contenga 50 mL de Acido Bérico al 4%
(sobre el cual se va a recoger el amoniaco destilado) (literal 7) de la “Figura N|°17),
agregar de 3 a 4 gotas del indicador Anaranjado de Metilo, colocarlo a la salida del
refrigerante cuidando que el extremo de la pipeta colectora quede sumergido en la

solucion.

8-Abrir la llave del agua de refrigeracion del destilador.
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9-Adicionar 1 g de perlas de vidrio al balon que contiene la muestra digerida, en seguida
se conecta el matraz al pico de aparato de destilacion. Se calienta el liquido pasando el
mechero, hasta que hierva durante 20 minutos, al comienzo se calienta poco a poco para

reducir la espuma.
- El volumen recogido de destilado debera ser por lo menos de 150 mL.
Titulacion:

10-El Acido Bérico remanente del destilado se titula con solucién de Acido Clorhidrico

0.2 N hasta el cambio de color.

-Al titular la muestra con Acido Clorhidrico 0.2 N. Un color violeta indica el punto final
de la titulacion. Comparese este color con el del blanco. Cada equivalente de Acido
Clorhidrico usado corresponde a un equivalente de amoniaco o a un equivalente de
Nitrogeno en la muestra original. El peso del Nitrogeno esta dado por miliequivalentes del

acido x 14 (peso molecular del Nitrogeno).
Preparacion del blanco:
Seguir los pasos desde el numeral 2 hasta el 10
4.1.8 Calculos’
4.1.8.1 Limite de aceptacion

El limite para todos los tipos de leches evaporadas es de un contenido minimo de proteina en

solidos lacteos del 34 % segin CODEX STAN 207-1999.

4.1.8.2 De la valoracion se puede calcular el numero de equivalentes de nitrégeno recogidos, y

con este dato se obtiene el porcentaje de nitrogeno en la muestra.

%Nitrogeno = LNV« 100

%Proteinas = %Nitrogeno * F
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Donde:

V= volumen de acido clorhidrico empleado en la titulacion, en mL.

N=normalidad de 4cido clorhidrico.

M= masa de la muestra en gramos.

0.014= Miliequivalente del Nitrogeno.

F = Factor de conversion de Nitrogeno a Proteina utilizado en leche y sus derivados: 6.40

Nota: El factor de cada alimento es distinto y estan separados segln el origen de estos

mismos.

5.0 Principales fuentes de error o interferencias'™'".

5.1 Segun la normativa internacional Codex alimentarius CXS 192- 1995:

5.1.1 La inclusién de nitrégeno no proteico como en el caso de los aditivos ya sea
estabilizantes, reforzadores de textura, anti aglutinantes y antioxidantes, pueden
aportar nitrogeno al resultado. (aunque la cantidad de este nitrogeno suele ser

despreciable comparada con la del nitrogeno proteico).
5.2 La pérdida de nitrogeno durante la digestion’.

5.2.1 El exceso de sulfato de sodio o de potasio que se afiade al acido para elevar
el punto de ebullicion, puede producir una descomposicion por calor y por lo tanto
pérdida de nitrogeno. Por otro lado, el exceso de catalizador (de cobre

generalmente) también.

5.2.2 La digestion incompleta de la muestra. Generalmente debida a falta de

tiempo de reaccion o falta de acido sulfurico.
5.3Perdida de amoniaco’.

5.3.1 Perdida de amoniaco por refrigeracion insuficiente en el condensador y por

fugas en el circuito de destilacion.



CAPITULO V
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5.0 CONCLUSIONES

1. El Fundamento del método de Kjeldahl se basa en medir el contenido en nitrogeno de una
muestra. El contenido de proteinas se calcula seguidamente, presuponiendo una proporcion
entre la proteina y el nitrégeno. Este método puede ser dividido basicamente en 3 etapas:

digestion, destilacion y valoracion.

El procedimiento a seguir es diferente en funcion de si en la etapa de destilacion el nitrégeno
liberado es recogido sobre una disolucién de acido bodrico o sobre un exceso conocido de acido
clorhidrico o sulftrico patron. Ello condiciona la forma de realizar la siguiente etapa de
valoracion, asi como los reactivos empleados. En esta marcha analitica se llevd a cabo el

primer procedimiento, cuando el nitrégeno se atrapa sobre acido borico.

2. Implementado la técnica de analisis propuesta en esta investigacion la cual se tomo6 de
referencia el método de la AOAC 991.20 se pretende que pueda ser utilizado para la

determinacion de proteinas en formulas infantiles.

3. Las normativas internacionales como el Codex alimentarius CXS 192- 1995 nos proporcionas
informacion sobre interferentes que pueden haber en la determinacion de proteinas en leche en
polvo por el método de Kjeldahl como la presencia de nitrogeno no proteico que puede
provenir de diversos aditivos agregados a la formula infantil, pero no existe una especificacion
de tolerancia en base a estas interferencias ya que mencionan que el nitrégeno proteico es

despreciable a comparacion de nitrogeno proveniente de las proteinas.

El método de la AOAC 991.20 nos proporciona posibles errores que se pueden cometer al
momento de realizar la determinacién de proteinas en leche en polvo por el método de
Kjeldahl para lo cual en la técnica de analisis propuesta se han detallado los pasos necesarios a

seguir para evitar estos errores.

La norma internacional como el Codex alimentarius CXS 207-1999 nos proporciona un limite
de aceptacion del minimo contenido de proteinas que deben de tener todos los tipos de leches

en polvo.
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4. La técnica de analisis propuesta en este trabajo de investigacion proporciona apoyo de
caracter bibliografico e incluye todos los parametros para que el estudiante pueda determinar

apropiadamente las proteinas en formulas infantiles por el método de Kjeldahl.



CAPITULO VI
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6.0 RECOMENDACIONES
1.0 Se recomienda a los organismos internacionales como la FDA y la AOAC que promuevan la
actualizacion y difusion de las normativas relacionadas con la determinacion de proteinas en

productos alimenticios como las bebidas de soya, dirigidas a los actores relevantes del sector.

2.0 Se recomienda a la Universidad de El Salvador incorporar la determinacion de proteinas en
alimentos como parte de sus practicas de laboratorio. Introduciendo el método de Kjeldahl
como unidad de aprendizaje en las materias dedicadas al andlisis de alimentos, esto permitird
a los estudiantes de la Facultad de Quimica y Farmacia desarrollar habilidades analiticas
fundamentales y comprender la importancia de medir con precision el contenido de proteinas

a partir del nitrégeno proteico.

3.0 A la Asociacion de Pediatria de El Salvador que exija que se cumplan los valores de proteinas

en las formulas infantiles que se comercializan en el pais.

4.0 A futuras investigaciones llevar a cabo estudios comparativos del contenido de proteina entre
las diferentes formulas infantiles disponibles en el mercado, para conocer la que mejor

contenido proteico proporcione a los bebés.
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ANEXO N°1

Figura N°1

4)

2)

Equipo basico de Kjeldahl
Fuente: ilion Analitica equipos para laboratorios e industria.
DONDE:
1) Baloén de digestion Kjeldahl
2) Mechero bunsen
3) Soporte metalico
4) Soporte y malla de asbesto
5) Balon de destilacion
6) Condensador

7) Matraz receptor

7)




Figura N°2
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Equipo de Kjeldahl moderno

Fuente: Behr-Labor behrotest® Kjeldahl Complete System, BASIC, Block Digestion - Team
Medical & Scientific Sdn Bhd.



