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RESUMEN

En este trabajo se valida el método para la determinacion de fésforo en legu-
minosas mediante la técnica de espectroscopia ultravioleta visible. La metodo-
logia para la preparacion de muestras y soluciones reactivo fue tomada de la
AOAC 915.11 obteniéndose buenos resultados para el analito estudiado. Para
el acondicionamiento del método se toman en cuenta parametros como: linea-
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lidad, sensibilidad, Iimites de deteccién, limites de cuantificacién, exactitud y
precision. Antes de aplicar el método en las muestras de leguminosas se esta-
blece la exactitud de la metodologia mediante el proceso de adiciones fortifi-
cantes con un estandar de fésforo en una muestra de harina de maiz, se
establecieron los [imites basados en publicaciones de trabajos similares.

ABSTRACT

In this work, a method was developed for the determination of phosphorus in
legumes using the Visible Ultraviolet Spectroscopy technique. The methodology
for the preparation of samples and reagent solutions was taken from AOAC
915.11 obtaining good results for the analyte studied. For the development of
the method, parameters such as linearity, sensitivity, limits of detection and
quantification, accuracy and precision are taken into account. Before applying
the method in legume samples, the accuracy of the methodology was estab-
lished by the process of fortifying additions with a phosphorus standard in a
sample of corn flour, the limits were established based on publications of similar
works.
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INTRODUCCION

El fésforo es un elemento quimico
muy reactivo y se oxida espontanea-
mente en contacto con oxigeno at-
(Behran, 1996). Se
relaciona directamente con todas las

mosférico

reacciones de transferencia de ener-
gia que ocurren en los seres vivos. En
las plantas, el fosforo, es almacenado
en las semillas y/o frutos, que con el
tiempo se convertirdn en legumino-
sas. En los seres humanos el fosforo
actGa como parte estructural de fos-
folipidos, carbohidratos y acidos nu-
cleicos, asi como en varias rutas
metabdlicas (Rodriguez y Simon,
2008).

Conocer el contenido de fésforo en
leguminosas y cereales es importante
ya que estas constituyen la base de la
alimentacion de la poblacion, es asi
el caso de las personas que han op-
tado por una dieta vegetariana, dado
que el contenido de minerales, grasas
y proteinas podrian llegar a sustituir
el consumo de carne y, también, por
personas que se esfuerzan en mante-
ner un equilibrio entre los productos
de origen vegetal y los de origen ani-
mal (Rodriguez y Simén, 2008; Calle
et al., 2003).

Leguminosas estudiadas

Arveja (Pisum sativum L.) aporta can-
tidades considerables de hidratos de
carbono (56 %), como el almidén;
proteinas, si son secas (21,6 %) o
frescas (6 %), y una pequena propor-
cién de sacarosa. La arveja contiene
dos tipos de fibra: soluble e insolu-
ble. La fibra insoluble beneficia al
funcionamiento del intestino; mien-
tras que la soluble reduce los niveles
elevados de colesterol. Las arvejas
presentan también vitaminas como
tiamina (B1) y riboflavina (B2), al
mismo tiempo contienen minerales
como hierro, fésforo, potasio y mag-
nesio (Guzman, 2004).

Garbanzo (Cicer arietinum), es un ali-
mento rico en hidratos de carbono,
proteinas, fibras, minerales y vitami-
nas. Contiene niveles altos de leci-
tina, un tipo de grasa que ayuda a
mantener niveles saludables de co-
lesterol y los triglicéridos. También
son ricos en aminoacidos esenciales
(Pamplona, 1995).

Haba (Vicia faba), se encuentra entre
las legumbres de grano mds impor-
tantes en el mundo; se la usa tanto
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para alimentacién humana como
para la
Las habas son un tipo de legumbre
que brinda beneficios para la salud
ya que reducen el colesterol natural-
mente (Confalone, 2008).

nutricién animal.

Mani (Arachis hypogaea) esta quimi-
camente compuesto por una gran
cantidad de grasas insaturadas, pro-
tefnas y carbohidratos. Contiene aci-
dos grasos como el omega 3, omega
6 y fitoteroles que reducen el coles-
terol. Es rico en vitamina E y como
suplemento nutricional aporta mine-
rales como sodio, potasio, fosforo,
yodo y calcio (Villalobos, 1998).

Soya (Clycine max) es una alternativa
eficiente para las personas intoleran-
tes a la lactosa, se usa en tratamientos
para la disminucién de sintomas me-
nopadsicos, en la prevencion del
cancer de mama, y en los hombres la
disminucién de posibilidades de can-
cer de préstata, contiene cantidades
considerables de fibra que es benefi-
ciosa para el sistema digestivo, no

tiene colesterol, el 40 % de su peso
es proteina, es fuente de fésforo, hie-
rro, magnesio y calcio (Valencia &
Garzén, 2004).

Cereal estudiado

Los cereales son plantas conocidas
también como gramineas que dan
productos farinaceos, la principal ca-
racteristica de los cereales y todos sus
derivados es el alto contenido de al-
midén que es de alrededor del 65 %
del peso seco de los granos (FAO,
1994).

Arroz (Oryza sativa) es un cereal con-
siderado como uno de los alimentos
basicos en zonas globales especificas
como Asia y América Latina. Es el se-
gundo cereal mds producido después
del maiz. Desde el punto de vista nu-
tricional el arroz tiene en compara-
cién con otros cereales un menor
porcentaje de proteinas; sin embargo,
tiene un valor alto de almidon, su
bajo costo y alto aporte caldrico ha
facilitado su consumo masivo (FAQ,
1994).
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo

La toma de muestras se realiz6 en
dos supermercados y un mercado po-
pular de la ciudad de Quito. Se reco-
lectan en total tres muestras de cada
leguminosa, las mismas que fueron
molidas hasta obtener un polvo fino
para facilitar el andlisis y para evitar
posibles interferencias dadas por la
matriz. Se realiza un total de 27
muestras por cada leguminosa mues-
treada.

Parte Analitica

Para la preparacion del estandar, de
las muestras, soluciones reactivo y
los parametros instrumentales del
andlisis quimico de las leguminosas,
se aplicé el método AOAC 915.11.
Para acondicionar el método anali-
tico se establecen parametros como
linealidad, sensibilidad, limites de
deteccion, limites de cuantificacion,
exactitud y precision.

Linealidad: es el pardmetro que
muestra la capacidad del método
analitico para dar resultados directa-
mente proporcionales segin la con-

centracién del analito. Se construye-
ron curvas de calibracién a diferentes
concentraciones empleando un es-
tandar de fosfato monobasico de po-
tasio KHyPOy4 al 99,0 % de pureza
marca Fisher Scientific. Se realiza
este procedimiento por cinco dias,
cada dia se obtienen cinco curvas de
calibracion, con el objetivo de deter-
minar el factor de correlacién vy el
factor de determinacion, se plantea
como |imite que la correlacién vy el
factor de determinacién deben ser
mayores a 0,9990.

Exactitud: para evaluar el rendi-
miento y exactitud del método anali-
tico, se aplico la técnica de adicion
de volimenes fortificantes del estan-
dar de fésforo en muestras blanco de
maiz. Se escoge el maiz ya que la
matriz debe ser un cereal o una legu-
minosa como las muestras. Las mues-
tras deben ser secadas, calcinadas y
procesadas por digestiéon acida con
acido clorhidrico 12,0 N; el fosforo
forma una reaccién compleja, colo-
reada con una solucién reactivo de
acido ascorbico-molibdato, de esta
manera es viable cuantificar el con-
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tenido de fosforo en el espectrémetro
ultravioleta visible. De acuerdo con
la referencia se establece que la re-
cuperacion del analito debe estar
comprendida entre 70 a 120 %
(Sanco, 2009).

Limites de cuantificacion (LQ) y de-
teccion (LD): estos limites fueron cal-
culados con el promedio de los
valores de absorbancia del blanco de
las curvas de calibracioén, se realizan
en total veinticinco blancos, de los
cuales se calcul6 el promedio ( de las
lecturas y el valor de la desviacién
estandar (S) (Herrero, 2012).

Sensibilidad: el método analitico se
determina como sensible o poco sen-
sible mediante los valores de las pen-
dientes (m) obtenidas de las curvas
de calibracién del estandar de f6s-
foro, la sensibilidad del método de-
pende entonces de la inclinacién de
la recta y de su aproximacion en este
caso al ejeY (Sanz, 2012).

Andlisis y tratamiento de muestras
de leguminosas

Las leguminosas deben ser analiza-
das en base seca, para lo cual se us6
una estufa marca Binder a 110 °C por

dos horas. Para eliminar el material
organico de las muestras, estas se cal-
cinaron en una mufla marca Optic
lvimen SNOL, a 525 °C durante una
noche, de esta manera se asegurd
que el agua molecular y posibles sus-
tancias voldtiles son evaporadas de
las muestras y que no interferirdn en
los resultados produciendo falsos ne-
gativos o desviaciones en los resulta-
dos (AOAC, 2012).

Eliminado todo el material orgénico
se procedi6 a la digestion acida de
las muestras aplicando é4cido clorhi-
drico concentrado grado analitico,
12.1 N, de esta manera el analito de
interés es aislado a una solucién. Se
agregd una solucion de dcido ascor-
bico-molibdato a las muestras dilui-
das en balones de 50,0 ml, y se
incubaron en un bafio maria a 60 °C
hasta observar la aparicién de color
azul del complejo de fésforo-molib-
dato. El fosfato soluble en 4cido
forma un complejo coloreado de
color azul intenso
[(M00O2.4M003)2.H3PO4] (AOAC,
2012).

Analisis Instrumental
Las soluciones fueron analizadas me-
diante espectroscopia ultravioleta vi-
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sible en un equipo de marca Agilent
Tecnologies Cary 60 a una longitud
de onda de 823 nm. Cada muestra
fue analizada por triplicado para de-
mostrar la reproducibilidad de los
datos.

Estudio estadistico

La prueba t de Student se aplica para
contrastar una hipétesis nula entre
medias de dos poblaciones con dis-
tribucion normal. Se comparan las
medias de un método a prueba con
otro que se considera aceptado. En el
presente estudio se aplico la prueba
de t de Student para contrastar los re-
sultados obtenidos con los valores re-
portados en la Tabla de Composicion
del afo 1965 del Ecuador.

El andlisis ANOVA es la herramienta
estadistica mas apropiada para calcu-

lar la linealidad del método mediante
el factor de correlacion (r) y el factor
de determinacién (r?) obtenidos a
partir de las curvas de calibracién del
estandar de fosforo. El andlisis esta-
distico se realiz6 a base de la prueba
de una cola con un grado de libertad
(T1L) y con un nivel de confianza del
95,0%.

La precisién del método se estableci
mediante el coeficiente de variacion
dentro del dia de andlisis denomi-
nado repetitividad (CVr), y los resul-
tados de todos los dias de analisis
denominados como reproducibilidad
analitica (CVR). Se clasificd cada
nivel en: Bueno, Aceptablemente
bueno y Bajo de acuerdo con el valor
obtenido. Se estableci6 el criterio de
aceptabilidad menor al 20% (Sanco,
2009).
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RESULTADOS

Linealidad: en la Tabla 1 se presentan
los resultados promedio de los cinco
dias de analisis obtenidos a partir de
las curvas de calibracion, se estable-
ci6 que la linealidad del método ana-
litico cumple con las especifica-
ciones propuestas para el coeficiente
correlacion y determinacion.

Tabla 1. Resultados de linealidad

entre las varianzas de las medias po-
blacionales.

Tabla 2. Resultados prueba Fischer

Dia  Correlacion Determinacion Especifica-

n?g/nrﬁl CQIcFuia da FTedrica  Conclusién

0,000 2,1797  2,4341 Ho Aceptada
0,010 1,314 2,4341 Ho Aceptada
0,025 11,0555 2,4341 Ho Aceptada
0,050 2,1873  2,4341 Ho Aceptada
0,075 1,265 2,4341 Ho Aceptada

cion
1 0,9997 0,9994 >0,9990
2 0,9996 0,9996 >0,9990
3 0,9999 0,9999 >0,9990
4 0,9998 0,9998 >0,9990
5 0,9995 0,9995 >0,9990

En laTabla 2 se presentan los resulta-
dos de la prueba Fischer aplicada a
los valores obtenidos de las curvas de
calibracion.

Esto demuestra estadisticamente que
los valores de desviacion estdndar de
las curvas de calibracién se mantu-
vieron homogéneos a lo largo de los
dias de analisis, los valores F calcu-
lados son menores al valor tabulado.
Se acept6 la hipétesis nula dado que
no existen diferencias significativas

Limites de deteccién y cuantifica-
cion: En la Tabla 3 se presentan los
resultados obtenidos para los Iimites
de cuantificacion y deteccion calcu-
lados a partir de los valores de los
blancos de las curvas de calibracion.

Tabla 3. Limites de cuantificacién
y deteccidén

Dia 1 Din2 Dia3 Dia4 Dia5
0,0000 0,0003 0,001 0,0000 0,0000
0,0000 0,0003 0,0001 0,0007 0,0003
0,0005 0,0001 0,0000 0,0005 0,0004
0,0001 0,0004 0,0004 0,0002 0,0002
0,0001 0,001 0,001 0,0005 0,0000
Desv.

esténdar 0.0004

Promedio 0,0002

LD 0,0014

LQ 0,0042
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Exactitud: en la Tabla 4 se muestran
los resultados para la eficiencia del
método analitico determinada me-
diante las pruebas de adiciones obte-
niendo un resultado del 85,01 % de
recuperacion del analito. Los resulta-
dos de cada dia de andlisis y del total
de dias de estudio se encontraron
dentro del limite establecido entre 70
Yy 120 %.

Tabla 4. Resultados de recuperaciones

Conc. Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5s

(%) (B (B (B (%)
0,0141 73,48 94,38 8566 93,57 91,40
0,0441 81,12 85,10 82,60 83,62 86,18
0,0641 86,81 78,95 8534 86,59 87,83
0,0841 82,76 76,87 8541 84,16 88,38
Promedio 85,01 %

En laTabla 5 se presentan los resulta-
dos promedio calculados para el coe-
ficiente de variacién de los dias de
estudio, los valores de desviacién es-
tandar son similares entre ellos y el
coeficiente de variacién esta por de-
bajo de 10 %, superando el limite
propuesto por la bibliografia.

Tabla 5. Repetitividad

Pardmetro Conc. §  %CV,

0,010 0,009 5,835

0,025 0,015 3,669

Acondicionamiento 0,050 0,013 1,645
del método 0,075 0,017 1,389
0,100 0,021 1,291

0,014 0,008 4,192
0,044 0,049 8,065
Recuperacion 0,064 0,063 7,021
0,084 0,056 4,863

En laTabla 6 se presentan los resulta-
dos promedio calculados para el coe-
ficiente de variacion entre los dias de
estudio.

Los valores de desviacion estandar
son similares entre ellos y el coefi-
ciente de variacion esta por debajo
de 10 %, superando el limite pro-
puesto por la bibliografia.

Tabla é. Reproducibilidad

Pardmetro Conc. §  %CVp

0,0100 0,0102 6,6889

0,0250 0,0150 3,7696
Acondicionamiento 0,0500 0,0199 2,4330
del método 0,0750 0,0193 1,5619
0,1000 0,0192 1,1647

0,0141 0,0485 2,7342
0,0441 0,0361 59784
Recuperacidon 0,0641 0,0800 8,9251
0,0841 0,1320 11,4083
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Sensibilidad: en la Tabla 7 se mues-
tran los resultados para la sensibili-
dad del método analitico, que fue
clasificada como Aceptable dada la
inclinacion de las curvas de calibra-
cién y por los valores bajos en las
desviaciones estandar.

Tabla 7. Sensibilidad

Dia Pendiente b S
1 16,5936 0,0779
2 16,5311 0,0931
3 16,5987 0,0539
4 16,5929 0,0677
5 16,6993 0,0964
Promedio 16,6031 0,0778

En laTabla 8 se muestra el calculo de
la prueba t de Student, donde se de-
termin6 que el valor calculado en
este estudio es mayor al valor tabu-
lado. Este contraste de resultados ase-
gura que existen diferencias entre los
valores obtenidos en este estudio y
los valores reportados en la tabla nu-
tricional del afio 1965.

Tabla 8. Resultados del andlisis estadis-

tico t de Student
Muestra t t
Tabulada  Calculada

Arveja 1.71 9.2
Garbanzo 1,71 2.4
Lenteja 1.71 57
Soya 1,71 37,2
Mani 1,71 23,0
Arroz 1,71 4,6
Haba 1,71 4,3
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Cuantificacién: en la Tabla 9 se pre-
sentan los resultados promedio de los
27 analisis de fésforo aplicados a

Tabla 9. Resultados actuales
y datos bibliogrdaficos del ano 1965

Media  Valor teérico
cada una de las muestras de legumi- Muesira mg/100g  mg/100g
nosas. Los resultados muestran los Estudio Estudio del

. . . Actual ano 1965
contenidos mas altos de fosforo para
todas las leguminosas estudiadas y Arveja 819.4 3750
| i bai | Tambié Garbanzo 277.9 292,0
0s mas bajos para el arroz. arT1 ién Lenteja 346.3 313.0
se presentan los datos del estudio ac- Soya 2660 915.0
tual y los datos obtenidos de la bi- Mani 739,1 477,0
bliografia de referencia de la tabla Arroz 1088 1350
del afo 1965 (Instituto Nacional de Haba 481.5 346.0
Nutricion, 1965).

DISCUSION

Los resultados obtenidos para el
acondicionamiento  del método
muestran que el método analitico es
confiable y los datos obtenidos son
reproducibles; los resultados obteni-
dos en este estudio cumplieron con
los pardametros establecidos. La linea-
lidad del método determinada por el
factor de correlacién a partir de las
curvas de calibracion fue de 0,9999;
para el parametro de exactitud en el
cual se aplico la prueba de adiciones
del estandar de fésforo a muestras de
maiz, el método analitico propuesto
recuperd un 85,01 % de fosforo de
las muestras de maiz.

La varianza se mostr6 homogénea y
no mostré cambios significativos al
aplicar la prueba de Fischer. El limite
de deteccion del método fue de
0,0014 mg/ml y el limite de cuantifi-
cacion fue de 0,0042 mg/ml. La sen-
sibilidad del método analitico se
clasifico como Aceptable. Los resul-
tados del coeficiente de variacion, de
la reproducibilidad, a lo largo de los
dias de andlisis, fueron de 5,80 %, y
para el coeficiente de repetitividad de
cada dia fue de 4,82 %, los dos valo-
res se encontraron dentro del Iimite
planteado, incluso menor a 10 %.
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Para la cuantificacion de fésforo en
las leguminosas, el mani tiene el
valor mds alto de fésforo (739,1
mg/100g), seguido del haba (481,5
mg/100g), lenteja (346,33 mg/100g),
arveja (319,4 mg/100g), garbanzo
(277,9 mg/100g), soya (2659
mg/100/g); ademas, el arroz presenta

el valor mas bajo (108,8 mg/100g).
De manera comparativa, en todos los
casos se evidencié que hay diferen-
cias con los datos que se usan actual-
mente y que son tomados de la Tabla
de Alimentos del Ecuador del afo
1965.

CONCLUSIONES

El método colorimétrico 915.11 para
la determinacién de fésforo, es con-
fiable y sus resultados son reproduci-
bles. Este cumple con las especifica-
ciones propuestas para los pardmetros

de la validacién, por lo tanto la de-
terminacion de fésforo en muestras
de leguminosas es un proceso viable
y eficiente.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un proyecto
de actualizacion a mayor escala para
determinar nuevos limites y especifi-
caciones para la tabla del ano 1965
que se usa como fuente bibliogréfica,

considerando que la tecnologia ha
avanzado respecto a la mejora de
métodos analiticos y la implementa-
cion de equipos mas sensibles en los
laboratorios actuales.
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