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1. RESUME!.

Entre los problemas de Salud Pilblica que pongee Guatemala, se
encuentra la hipovitaminosis A. Una de la formes que encontr6 el
Instituto de Nutricién de Centroamftica y Panama  (INCAP) para
corregir tal deficiencies, fue la fortificaci6n de azimar con

vitamina "A".

En 1974 se legaliz6 la fortificacié6n de azticar con vitamina
"A" pasando a ser los ejecutores del programa de fortificacié6n
los ingenios, y 1la Direccibn General de Servicios de Salud a
traves del Departamento de Registro y Control de alimentos, fue
la responsible de garantizar al consumidor un producto con los
niveles de vitamina A previstos en la legislaci6n y el INCAP se
responsabiliz6 de asesorar a los 1ingenios para optimizer el

proceso y la calidad de la fortificacién.

En el alio de 1986 la fortificaciébn se vio suspendida por
los ingenios ya que estos indicaban que el costo del programa de
fortificaciébn era elevado; en 1988 se 1inicio nuevamente la
fortificaciébn; se hicieron evaluaciones' quo mostraron que el
azdcar fortificada no contenia los niveles de vitamina A
previamente establecidos, por lo que era evidente la necesidad de

optimizer dicho proceso para obtener un mejor producto.



Para la cuatificacian de vitamina A en azUcar fortificada,
exlsten varios metodos, pero no hay un metodo comb% Jue sea
empleado por el laboratorio de referencia, las autoridades
oficiales y los productores. Por este raz6bn fue necesario
realizar una comparaciOn de los mdtodos montados por el  INCAP,
el metodo de extracciOn con hexano, colorimetrico y sep pack,
utilizando como metodo de referencia el metodo Cromatografia
liguida de Alta presift (HPLC), en los que se evaluo la
precision, exactitud, ventajas, desventajas y costo de cada uno
de ellos, para asi poder elegir el matodo mas adecuado.

La comparaciOn se realiz6 utilizando seis muestras de azdcar
fortificada con vitamina A a diferentes concentraciones, cada
muestra se analizo por triplicado.

La evaluaciOn estadistica de los resultados indic6, que los
metodos hexano y colorimetrico son precisos y exactos aunque en
menor grado que el mdtodo de referencia HPLC, en tanto el metodo
Sep Pack no es preciso ni exacto. Por su alta precisién,
exactitud, costo no elevado, se considera que el método hexano es
el metodo mac adecuado para la cuantificaciOn de la vitamina A en
azdcar fortificada.

Como segunda alternative, se puede emplear el metodo
colorimetrico, el metodo Sep pak, se descarta por su poca

confiabilidad.



2. INTRODUCCION

En 1965 se new!) a cabo la Encuesta Nutricional Nacional la
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problema de salud PUblica, o sea que gran parte de la poblaciOn
se vela afectada por las consecuencias de la baja 1ngesta de
vitamina A. La deficiencia de vitamina A produce alteraciones
del crecimiento en general, alteraciones en la integridad de los
epitelios, ceguera permanente por perforaciones y cicatrizaciOn
de la cornea.

Una de las soluciones para poder corregir y prevenir la
hipovitaminosis "A" en Guatemala fue la que propuso INCAP, la
fortificaciOn del azUcar con vitamina A, fundamentada por el
amplio consumo de azUcar en la poblacidn, lo que aseguraria en la
misma, un suministro continuo y adecuado de dicho micronutriente.

En 1974 se 'ogre) que la fortificacidn de azUcar tuviera un
respaldo legal, en el que se 1indica que todo am:leer de use
interno en nuesto pais debia ser fortificado con vitamina A. EIl
Institute de Nutricidn de Centroamarica vy Panama fue el
responsable de prestar asesoria a los ingenios para una adecuada
fortificacift; el Ministerio de Salud PUblica y Asistencia Social
por medio de la DirecciOn General de Servicios de Salud a traves
del Departamento de Registro y Control de Alimentos asumib6 la
responsabili.dad de velar por que la fortificaciOn se llevara a

calm en el marco legal ya establecido.



lie 1975 a 1977 la fortificaciOn se 1llev6 a cabo; de 1978 a

1986 la fortificaciOn se vio suspendida, debido a que los
azucareros argumentaron que el costo del programa de
fortificaciOn era elevado. En 1988 se inici6 nuevamente el

programa de fortificacibn; el departamento de Registro y Control
de Alimentos (DRCA) realiz6 muestreos de los cuales se tienen
resultados de los niveles de vitamina A en azncar fortificada,
los cuales mostraron que la mayoria de muestras si poseen
vitamina A, Pero que solo un porcentaje bajo de ellas poseen los
niveles establecidos por la ley. Esto indica gque la mayoria de
azncar que Ilega a la poblaciOu no contiene los niveles adecuados
e vitamina A y que por lo tanto el proceso de fortificacian no
se ha realizado adecuadamente.

Uno de los medics para mejorar tal situacicin as establecer
estrategias de Control de <calidad, ya que por medio de ellas se
puede controlar constantemente la concentraciOn de vitamina A en
azncar durante su producciOn y asi lograr que todo el azlicar

contenga los niveles de vitamina A establecidos por la ley.

Para realizar el control de calidad al azncar fortificada,
'manta con varios mdtodos de analisis, aunque no se ha
cmtiblecido un mntodo adecuado que tanto los productores como las
ant .aidades oficialed puedan utilizar.

Cu ol promente estudio se evaluaron tres metodos para el

des vitamina A en azficar fortificada por comparacio6n
arr wI metodo de referencia (HRLc), vya que es el rods confiable

precisiOn y exactitud.



Se evaluaron la precisiOn, exactitud, costo, ventajas y

desventajas de calla metodo, con el fin de establecer el metodo

mAs adecuado,



3.ANTECEDENTES

Il importancia de la vitamina A:

La virtamina A o retinol es un alcohol primario i1soprenoide
con cinco dobles enlaces, lo cual la hace sensible a que sufra
oxidaciOn, especialmente en presencia de luz y calor. La
estabilidad de la vitamina A se ve aumentada cuando se encuentra

esterificada como palmitato y acetato en solucidn oleosa (1).

Entre las funciones fisiolOgicas de la vitamina A se
encuentran las siguientes:

-Forma parte de un grupo proteico para los pigmentos
fotosensibles de conos y bastones retinianos.
-Es esencial para el funcionamiento normal de 1las
células del epitelio, osteoblastos y odontoblastos.
-Forma parte de antagonistas perifericos de los
estrOgenos.

-Es fundamental para el desarrollo fetal normal.

La deficiencia de vitamina A en el organismo da como
consecuencia hiperqueratosis, otras dermatosis, hiperestrogenismo

ceouera permanente por perforaciones y cicatrizaciOn de la cornea

(2).



2 Definition del problema:

En 1965 1los resultados de la encuesta Nutricional Nacional
mostraron que el 26.2% de los ninos menores de cinco aAos
presentaban niveles de retinol serico inferiores a 20ug/dl, 1lo
cual indic6 que en Guatemala la hipovitaminosis A era un problema

de Salud Pliblica (3,4) (Anexo 1).

3 Acciones emprendidas:

Ante tal problematica el Instituto de NutriciOn de
Centroamdérica y Panama (INCAP) en 1969 desarroll6 un programa
para corregir y prevenir la hipovitaminosis A, el cual <consistia
en fortificar un alimento con vitamina A (5).

Se consider6 que un alimento apropiado para este fin,
deberia reunir las siguientes caracteristicas:

-Que fuera consumido universalmente por la poblaciébn.
-Que el consumo variara poco de dia a dia.

-Que la wvitamina A no alterara las caracteristicas
organolepticas del alimento.

-Que el costo vy naturaleza del alimento hicieran el
proceso de suplementacift enconé6micamente factible a

escala industrial.



Entre los alimentos propuestos se encontraba <& Sal comUn,
pero esta no reunia todas las caracteristicas necesarias, ya que
el consumo diario era bajo, por lo cual se descarté. Otro
alimento propuesto era el azUcar, este reunia todas las
caracteristicas anteriores y edemas su produccift es centralizada
y esto facilitaria el agregado de la vitamina A, por lo que se
opte por el azUcar para llevar a cabo el ©programa de
fortificacidn (6).

se realizaron estudios que indicaban que el consumo diarlo
de azUcar era de 20, 38, vy 47g por dia, para los niveles
socioeconomicos bajo, medio y alto respectivamente. El valor de
20g/dia se utilizé de base para establecer el nivel de
fortificaci6bn, asumiendo que esta era la ingesta de los grupos de
mayor riesgo y para satisfacer la recomendacien dietdtica diaria
de los niflos de 300ug/dia; de esta manera se recomende un nivel

de fortificacidn de 15ug/g equivalente a 50ui/g de retinol. (7).

4 Legislacidn:

El 11 de junco de 1974 el Congreso de la RepUblica avala
legalmente 1la fortificacién de azUcar con vitamina A, con el
decreto 56-74. Posteriormente el 27 de diciembre de 1985 se
modifican algunos puntos del decreto 56-74, con el decreto 145-85
el cual indica que toda azUcarde consumo 1nterno en Guatemala

dche ser fortificada con vitamina A ..a un nivel de 13-17ug/g de

retinol.

A
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Asi como terabit que el Ministerio de Salud PUblica vy
Asistencia Social a tray& de la DirecciOn General de Servicio de
Salud por medio del Departamento de Registro y control de
Alimentos es responsable de realizar 1inspecciones en los
ingenios, de tomar muestras en 1ingenios y expendios, de analizar

las muestras en el Laboratorio Unificado de control de Alimentos

y Medicamentos (LUCAM) y de 1imponer sanciones en caso de
incumplimiento de la ley. En tanto INCAP debe prestar asesoria
a los ingenios pars la correcta fortificaciOn del azdcar (8).

5 Resultados de la fortificacidn:

En 1976-77 se realiz6 un estudio en el cual se verific6 la
efectividad vy beneficio del programa de fotificacidn; este se
llev6e a cabo con doce comunidades rurales, en las que se estimb6
la ingesta de vitamina A, niveles en suero y leche humana y
concentracien de vitamina A en Paged() de personas fallecidas

accidentalmente (9),

6 Cumplimiento del programa de fortificacidn:

De 1975 a 1977 el ©programa de fortificacidn funcionb6
adecuadamente. La fortificacilin se vio suspendida de 1978 a 1986
por los azucareros, ya que ellos puntualizaban que el costo del

proceso era elevado (9).



En 1988 se evalu0 que el nivel de prevalencia de
hipovitaminosis A era similar al detectado a mediados de los afios
sesenta. Se estableciO que el 21.8% de nifios escolares
provinientes de diversas regiones del pais presentaban niveles de
retinol sérico inferior a 20ug/dl (2).

Ese mismo afio INCAP propuso nuevamente un programa de
control de la hipovitaminosis A que consistia:

-SuplementaciOn con dosis altas de vitamina A

(200,000DI) anifios de 1-7 afios por sole una vez (ronda de
la vitamina A) (10, 11).
-Reinicio del proceso de fortificaciOn durante la zafra de
1987 -88 (12,13,14).

-Estimulo a la produccion y consumo de vegetales ricos en

pigmentos provitamina A  (15).

El cambio de autoridades en el Departamento de Registro y
Control de Alimentos (DRCA) del MSPAS fue un factor decisivo para
el reinicio de la foritificaciOn del azdcar, ya que se sostuvo la
exigencia a los ingenios de cumplir con la ley; es asi como se
reinicia el proceso de fortificacift con la zafra 1987/1988.

El DRCA en 1987 tom6 70 muestras de las cuales el 29% de
muestras se detectO que contenian vitamina A establecido en la
ley; en 1988 se analizaron 1048 muestras de las cuales el 85%
contenian vitamina A y el 10% cumplia con la ley; en 1989 se
analizaron 1199 Muestras, el 94% de ellas contenian vitamina A y
el 12% se encontraban en el rango establecido; en 1990 se
analizaron 550 muestras, el 99% contenian vitamina y solamente el

20f, cumplian con la concentraciOn esperada; en 1991 se analizaron

10



1203 muestras, el 94% de ellas contenian vitamina A y el 30% de
las muestras contenia la concentracilin de vitamina A establecido
en la ley (9) (Anexo 2).

Se puede notar con los resultados anteriores que el azUcar

se estA fortificando, ya que la mayoria contiene vitamina A, sin

EMbargo €S MUCHO —MENOr — ©f MUIier O  MUEeStras  gue  CONtIenen
vitamina A entre el rango establecido por la ley.

En 1991 se tomaron 150 muestras en tiendas y hogares de
diferentes departamentos del pais, las cuales fueron analizadas
unas muestras por LUCAM vy otras por INCAP, los resultados
mostreron que la mayoria de los casos el azUcar que llega al
consumidor no tiene vitamina A o tiene niveles mucho mas bajos
que los que se encuentra en los ingenios (9) (Anexo 3).

Linos de los medios que podrian contribuir con la mejora de
la fortificacidn de azficar con vitamina A es el adecuado control
de calidad, ya que con este se estaria verificando constantemente
la concentracift de vitamina A en el azilcar al momento de la
produccibn, y de este manera se estaria asegurando que el azlIcar
que sale a 1la yenta contiene los niveles de vitamina A
establecidos por la ley, y se estaria cumpliendo con el objetivo

del programa de fortificaciOn.
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7 Métodologia para Control de Calidad:

Para el anAlisis cuantitativo de Vitamina A en alimentos se

encuentra el método oficial de la Asociacidn Oficial de Andlisis

Ouimico  (AOAC), es un método general para analizar todos los
alimentos que contengan vitamina A. Se han realizado estudios de
otros metodos especificos para el azdcar, para hacer més

eficiente la cuantificaciOn de vitamina A y ademas con el fin de
encontrar un método adecuado segdn sean las condiciones de
trabajo que se tengan en el laboratorio en que se Ileve a cabo la
cuantificaciOn de la vitamina A. A continuation se titan wvarios
m6todos que se han desarrollado para Ilevar a cabo el control de

calidad de la vitamina A en azdcar fortificada (16,17,18).

7.1 Método Colorimetrico Cualitativo: [Arroyave y colab)

En 1975 el Dr. Arroyave Yy colaboradores en el INCAP
desarrollaron el Mé6todo Cualitativo para la DeterminaciOn de
Retinol en azdcar fortificada. El metodo se basa en la formaciOn
de anhidrovitamina A en dcido tricloroacéatico. El color azul
producido en la reaction se compara con soluciones de sulfato de
cobra a diferentes concentraciones, que se han seleccionado para
que repliquen el color que debe producir el azdcar adecuadamente

fortificada (19,20).
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Este método es bastante Util en el caso de los laboratories
que no cuentan con instrumental necesario para cuantificar la

vitamina A.

7.2 Mdtodo Rapid® para la DeterminaciOn de Palmitato de Vitamina

A en Azticar. (LUCAM Campos. M, Canahui E).

El Laboratorio Unif icado de Control de Alimentos y
Medicamentos (LUCAM) del MSPAS en 1988 elabord el Metodo Rapid®
para la DeterminaciOn de Plamitato de vitamina A en azUcar; el
cual consiste en la extracciOn de palmitato con una mezcla de
disolventes organicos compUesta de éter dietilico y de &ter de
petroleo en una relaciOn de 1:1; luego este se cuantifica por su
absorvancia a 325nm (21).

El M6todo que wutiliza LUCAM es comfiable, econamico vy
tepid®, auque en el caso de utilizar este mdtodo en lugares de
clime caliente como es el caso de la ubicaciOn de la mayoria de
ingenios, se dificultaria debido a que 1los disolventes que se

utilizan son bastante volatiles.
7.3 Adaptation de Metodo LUCAM: (Dary o.)

Posteriormente INCAP en 1993 modified el M4todo Rapido para
1) determinaciOn do Palmitato de vitamina A en azimar (LUCAM),

di:rminuyendo cinco veces la cantidad de reactivos usados, aunque

nu precisiOn es un poco menor (22,23).

13



7.4 Hetodos desarrollados por INCAP:

En 1993 INCAP prosiguio desarrollando nuevos maodos que se

indican a continuaciOn:

7.4.1 Maeda ExtracciOn con Hexano:

Consiste en la extraccidn del palmitato de retinilo del
azUcar con hexano, este se cuantifica por su absorbancia a 325nm
y se hace la equivalencia para obtener la concetraciOn de retinol

7.4.2 Metodo Sep-pak:

Consiste en la separaciOn del palmitato de retinilo del
az8car fortificada, a partir de wuna solicidn acuosa de la
muestra, empleando una columna C18 (Sep-Pak). La afinidad del
palmitato de retinilo por la resina de la columna, permite que
este sea retenido dentro de la misma. La columna se lava varias
veces con aqua y con una mezcla de 2-propanol/agua al  50%. La

polaridad de ambos solventes, permite eliminar 1interferentes mas

ft ares que 1impiden analizar el palmitato de retinilo
lirectamente de soluciones acuosa de la muestra. Finalmente
utilizando 2=propancl absuluto, se eluye el palmitato Yy se

datermina la absorbancia de la solucien en un espectrofotrnmetro a

Lrtim (2:1).
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7.4.3 Mdtodo HPLC:

Se basa en la extraccign del palmitato de retinilo a partir

de una solucidin acuosa de 1la muestra analizada. El solvente
utilizado (n-hexano), se evapora completamente y la muestra se
reconstituye con metanol. El palmitato de retinilo se cuantifica

por cromatografia liquida de alta resoluci6én (HPLC), utilizando
una Fase estacionaria apolar (C18) y metanol como fase mOvil. Be

utiliza un detector ultravioleta a 325nm (22).

7.4.4 Mé6todo Colorimétrico Cuantitativo:

Al mezclar la vitamina A con Acid® tricloroac6tico se forma
anhidrovitamina A, un compuesto de color azul que puede medirse
colorlmétricamente. Luego de efectuada la reaccion se lee la
absorbancia a 620nm exactamente a los 25 segundos despues de
agregado el reactivo cromégeno. La intensidad de color disminuye
constantemente, por lo que el periodo de lectura debe ser fijo.
La absorbancia se compara con wuna curva patron para hallar la

concentraciOn de la muestra. (22)

15



4. JUSTIFICACION

Para solucionar el problema de  hipovitaminosis A én
Guatemala se tomaron varias estrategias, una de ellas es la
fortificaciOn de vitamina A a un alimento de alto consumo, el
alulcar.

En 1976-77 se realizO wun estudio en doce comunidades
rurales, el cual demostrO la efectividad del programa de
fortificacift del avIcar con vitamina A.

El Departamento de Registro y Control de Alimentos del MSPAS
es el encargado de velar por que el azUcar consumida por la
poblacian contenga 1los niveles de vitamina A establecidos por la
ley. SegUn los resultados que ellos han reportado de los aftos de
1988 a 1991, a la mayoria de muestras se les detectO vitamina A,
pero solamente un bajo porcentaje de las muestras reportO niveles
de vitamina A en los rangos establecidos por la ley. Lo que
denota que la mayoria de azUcar al Ilegar al consumidor no posee
vitamina A. o la posee en bajas cantidades, lo cual muestra que
no se esta alcanzando al mAximo la efectividad del programa de
fortification.

Una de las formas para lograr que el an:leas contenga la
ccncontraciOn de vitamina A establecida por la ley y asi asegurar
la efectividad del ©programa de fortificaciOn, es establecer
estrategias de Control de Calidad, 1las cuales ayudarian a tener
on ecntrcl constante de la concentration de la vitamina A en el

au tiurante su producciOn y de esta manera se estaria logrando
Aacar al mercado azUcar fortificada con niveles adecuados de

t irtrl A.

16



En 18 actualidad existen varios metodos que se pueden
utilizar en la cuantificaciOn de la vitamina A en azucar
fortificada, peen hasta el momento no se ha establecido un metodo
que pueda ser utilizado tanto poi: los laboratorios azucareros
como por los laboratorios oficial vy de referencia, por lo cual
filo necesario realizar una comparaciOn de los metodos en cuanto a
su veracidad, ventajas ¥y desventajas analiticas, costo vy
condiciones de trabajo, para establecer un metodo adecuado para

la cuantificaciOn de la vitamina A en azUcar fortificada.
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5.0BJETIVOS
Evaluar la exactitud y precision de los siguientes metodos:
-MOtodo Extraction con Hexano.
-116todo Columna Sep-Pak
-H4todo Colorimetrico Cuantitativo.

para el analisis de vitamina A en azUcar fortificada.
Comparar 1los resultados de cada uno de los matodos
anteriores con los resultados obtenidos «con el método de

referencia (HPLC).

Comparar los tres métodos anteriores entre si, para evaluar

las ventajas, desventajas y costo de cada uno de ellos.

18



6.HIPOTESIS

La precisiOn y exactitud obtenidos por el metodo de
extraccien con Hexano, al cuantificar la vitamina A en azUcar
fortificada, es mayor que los obtenidos por los metodos Sep-pak,

y Calorimetric® cuantitativo.
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7.MATERIALES Y MetodoS

Univers () de trabajo:
Metodo ExtracciOn con hexano
Metodo Columna Sep-Pak
Metodo Colorimétrico cuantitativo
Método HPLC.
Medios:
2.1 Recursos Humanos:
-Tanea R. Ramos Castellanos, Autora de la tesis.
-Lic. Gerardo Pirir Rodriguez, asesor del trabajo de
tesis.
Recursos materiales:
-Equipo
Agitador vortex
Balk de aqua
Espectrofotametro (UV/VIS)
Balanza analitica Sartorius (presiciOn de 0.00010)
CromatOgrafo liquido constituido por:
CromatOgrafo Varian 5500 con detector UV
Autosampler Vista 9090
Interfase Varian IIM-A
Computadora US-650
impresora HP Tinjeckt
Columna Micropack MCH-5-cap de 150 x 4mm

Rotavapor

20



3.
3.

1.

t

Sistema de filtration Millipore con Membrane 0.45um

Refrigeradora
-Material
Aziicar fort ficada con palmitato de retinal

(vitamina A) a las concentraciones siguientes:
6.54,9.81,14.08,22.21,28.9,37.5. pg/g
Cristaleria en general
Celdas para espectrofotemetro  (preferentemente de
cuarzo)
Jeringa de bSmL y 10mL
Coiumna Sep-pak C” (Millipore)
Cronemetro
Guates guirUrgicos
-fleactivos
Metanol p.a.
Etanol absoluto p.a.
2-propanol p.a.
n-hexano p.a,
Acido tricloroacetico

niclorometano

Procedimiento:
Metodo HPLC (Método de referencia)

ExtracciOn, evaporaciOn y redisoluc 6
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3.1.1.1

3.1.1.2

3.1.1.3

3.1.1.4

3.1.1.5

Homogenizer el azncar fortificada mezclAndola dentro de

la bolsa varias veces.

Disolver 20.0g del azUcar en 50-60ml de agua destilada
en un beaker de 150ml y transferir cuantitativamente a
nn baldén volumetrico de 100ml. Lavar varias veces el
beaker con pequeflas porciones de ague y transferir los

lavados al balOn. Aforar a 100ml con agua destilada.

Incubar en ban® de aqua a 60°C por 15 minutos. Dejar
las soluciones cubiertas con tele negra, a temperature
ambiente por 5 minutos o lo que sea necesario pare gue

se enfrien.

Medir 10ml de la soluclMn preparada anteriormente, v
verter en un tubo de ensayo con tapOn esmerilado. De
igual forma, medir 3m. de estanol absoluto y verter en
el tubo que contiene la muestra. Cada muestra debe ser

analizada por triplicado.

Con una pipeta volumetrica medir 5ml de n-hexano vy
lueqgo agregar en cada uno de los tubos conteniendo la
solucian de azUcar vy etanol. Cerrar el tubo
inmediatamente y mezclar en vortex por 30 segundos.

Ahrir un poco los tubos pare disminuir la presign.



3.1.2 Cromatografia

Conditions de operaciOn

Fase mOvil Metanol 100%

Flujo 1.7 ml/min

Detector UV a 325 nm
Volumen de inyeccitin 10 pl
Inyecciones por vial 2
Atenuacian/detector 0.005 AU
AtenuaciOn/integrador 2
Tiempos:

Corrida 10 min.

Acetato de R. 1.8 min.

Palmitato de R. 8.1 min.
velocidad de papel 1.00 cm/min

3.2 Metodo hexane:

3.2.1

Homogenizer la muestra mezclandola dentro de la bolsa
varias veces.

Disolver 20.0g del azUcar en 50-60 ml de agua destilada
caliente en un beaker de 150 ml y transferir
cuantitativamente aun balan volumetric® de 100ml.
Lavar varias veces el beaker con peguefias porciones de
aorta vy transferir los lavados al balOn. Aforar a 100

nil con agua destilada. Preparar un blanco de reactivos

sin azilcar.
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3.2.5

3.2.6

1.2./

igual rorma, meust , ms rac ......, s ————--- _

el tubo que contiene la muestra. Cada muestra debe
ser analizada por triplicado.

Con una pipeta volumétrica, medir cuidadosamente 5 ml

de n-hexano y luego agregar en cada uno de los tubos

conteniendo la soluciOn de azMcar vy etanol. Cerrar el
tubo inmediatamente y mezclar en vortex por 30
segundos. Abrir un poco los tubos pars aliviar la
presioOn.

Agregar 10 gotas de etanol absoluto en cada uno de los
tubos. Dejar reposer por dos minutos o el tiempo que
sea necesario pare que las fases se separen.

A lo mayor brevedad posible, leer la absorbancia de la
fase organica en un espectrofoteimetro a 325nm en
cubetas de cuarzo de 1 cm, empleando hexane como
blanco. De igual forma, leer la absorbancia del

blanco de reactivos.
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3.3

Si se sospecha la presencia de sustancias distintas al
plamitato de retinol, que absorben a la misma longitud
de onda, repetir las etapas (4) a la (7), pero antes de
leer la absorbancia de la muestra, 1irradiar la solucidn
con 10z ultravioleta poi: 40 minutos. Reponer con n-
hexano, cualquier pérdida de volumen que sufra la

muestra durante la irradiaciOn.

Método Sep-pak

Homogenizar la muestra mezclAndola dentro de 1la bolsa
varias veces.

Disolver 10.0g del azficar en 50-60ml de aqua destilada
caliente (90°c), en un beaker de 150 ml y transferir
cuantitativamente a un balOn volumfitrico de 100ml.
Lavar varias veces el beaker con-pequefias porciones de
aqua y transferir los lavados al baldn. Aforar a 100ml
con aqua destilada.

incukar en bafio de aqua a 60°C pot 15 minutos. Dejar
las soluciones cublertas con tela negra, a temperatura
imbiente pot 5 minutos o lo que sea necesario para que
pe enfrien.

Ar:tivaciOn del sep-pal:: Utilizar una jeringa de 10 ml
para larar la columna con 5 ml de metanol abscluto y

luego cen 10 ml de aqua destilada.
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3.3.

3.7.

3.4

7

Pasar 10 ml de la solucidn acuosa de la Tuestra a
Eluir el palmitato de retinol <con 5 ml de Z-propanol

absoluto, rocolectar la solucidn eluida en un tubo de

ensay de 20 ml, Teer la absorbancia de la solution en

un espectrofotemetro a 325 nm, utilizando <celdas de
cuarzo y empleando 2-propanol absoluto como Blanco.

Lavar el sep-pak <con 10 ml mas de 2-propanol, y
finalmente con 5 ml de metanol. El filtro puede ser

utilizado varias veces.

metodo Colorimétrico cuantitativo:

Mezclar bien la muestra de azficar.

Pesar log de muestra de azlicar, dentro de un beaker de
50ml.

Agregar 10ml de agua destilada a 50-60°C y mezclar.
Tamar el beaker con papel parafilm e incubar en bafio de

Marie a 56 C durante 20 min.

ATt5 la solucien con una vanilla do vidrlo para

bien toda el azticar. Permitir su emfriamiento
a ta ratura ambiente y transferir cuantitativamente a
HD '.::'1:ii volumatricm de 100ml, aforar con agua.
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3.4.

3.4.

3.4

4.1

5 Transferir 1 ml de la solucidn en un tubo de ensayo de
13 x 100mm.

6 Agregar 3 ml de Acido tricloacetico/diclorometano
(180:80) (reactivo cromdforo) con la jeringa de vidrio
mezclar inmediatamente.

T Exactamente a los 25 segundos despues de haber agregado
el reactivo, leer la absorbancia de la solucidn a 620nm
contra blanco de ague.

Analisis Estadistico:
Exactitud:
Se midlé analizando por triplicado seils concentraciones
patrones de azUcar fortificada con vitamina A, de
concentration conocida, midiendo para cada mgtodo:
-Porcentaje de recuperacidn:
% recup = Conoc de vit. A encontrada * 100
conoc patron
-nesviacidn standar:
= QQ'[&_n_g i)
-Coeficiente de variation:
CV= @,
X
Precis. "

re midiO erpocificamente la repetibilidad de cada metodo y
re realind wum perfil de precisidén, en que se graficd
concentrecC2n vrs CV y asi se pudo ver que tan preciso era

cada matedo.



4.3 Comparacidn de MOtodos:

-Con los dates de exactitud se elabord una regresidn lineal
Y pruebas de colinearidad.

-Se compararon los tres metodos con el metodo de referencia
(HPLC) en relacidn a la pendiente.

-En  la regresidn lineal se evaluo estadisticamente cada

ecuacidn (ANDEVA vy t de student para el coeficiente de

correlation -r-)

-Se midid el coeficiente de correlacidn intraclase para
indicar el grado de similitud entre el mdtodo de referencia

(HPLC) con cada uno de los tres md4todos a comparar.
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8 .RESULTADOS

Los resultados obtenidos para el andlisis de las distintas
muedtres de edUcar por cada uno de los metodos evaluados, se
nuostra en la tabla 1 del anexo #4.

fln  la table 2, se pueden observar los porcentajes de
rocuperacien obtenidos ©para <cada uno de los mdtodos; este
flcfcTiotro foe empleado para evaluar la exactitud de cada metodo.
El metodo hexano mostre ser el mds exacto con un porcentaje de
recuperacien de 93%, mientras que el metodo sep-pak tan solo
edstre un 65% de recuperacidn, con 1lo que refleja su escasa
c:actitud, y con el metodo colorimetrico se obtuvo 90% de
recuperation.

La precision de los mdtodos evaluados se midio a travels de

ooficiontes de variation, tabla 3 vy sus respectivos perfiles de
precision que se pueden observar en las agraficas 1, 2, 3 vy 4,
I n cuales refiejan 1la reproducibidad de cada metodo; asi como
tam:hien se evalne 1la repetitibidad de cada metodo, lo cual se
ron-le observar en la tabla 4 En la table 5 se observan los
rdefidientes de correlacifin infraclase obtenidos para cada uno,
ccc en duales se evalud la reproducibilidad de cada uno de ellos
etedisticamente.

En la tabla 6 muestra 1la prueba de paralelismo con 1lo coal

v7.-11  le sTmiUtud de los metodos,

29



30

| FROMM OE IA UNIVERSIOAD OE WI CARLOS DE GOA f EMMA
BibMotet® Central




9.DISCUSION DE RSSULTADOS

El porcentaje de recuperacOn evalua la exactitud que posee
cada metodo al cuantificar vitamina R azdcar fortificada. £l
metodo HPLC posee un porcentaje de recuperacidn de 94% lo cual se
puede deber a que la capsule de CWS-250 (cApsula que contiene
palmitato de retinol) no se solubilice del todo en aqua, lo cual
tiene como consecuencia que no libere todo el palmitato de
retinol, con to que no se puede cuantificar en un 100%; lo que
puede ser para que libere el palmitato de retinol es el tiempo de
vide, es decir que al it envejeciendo la capsule puede que la

liberacidn del palmitato se de en menor grado, en tanto el metodo

hosecan + 2 n QR0 a roo
A3 +

oot A ] mzeda deberse a cgue 1la
+ Sxa: =3 5 ¥ +eh—+ = -+

Hpera
capacidad de extraccidn del hexano se ve disminuida al aumentar
la concentacidn de palmitato de retinol (vitamina A), lo cual
podria solucionarse al emplear soluciones de azUcar mAs diluidas.
Con el metodo sep-pak se .obtuvo el 65% de recuperacidn, Asto
puede deberse a que la capsule. CWS-250 forma una micela al
encontrarse en aqua y pueda ser que gran parte de ella permanezca
en forma soluble en aqua, con lo cual al laver la columna {, con
aqua para eliminar interferentes el palmitato que se encuentra en
la micela soluble en agqua se pierda en ese lavado, y como
consecuencia se obtiene porcentaje de recuperacift bajo. Con el
metodo colorimdtrico se obtiene el 90% de recuperacian; el

porcentaje de recuperaclem en este metodo se ve afectado por la

reaccidn tan inestabhle que se da al formarse la anhidrovitamina

A, pol medlo de ella se cuantifica la vitamina A en la muestra;
en el caso que la reacciOn no se haya Ilevado en un 100% afectard

a la cuantlficaciOn de la vitamina A en el azUcar.
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De los tres metodos comparados con el metodo de referencia
HPLC, el colorimétrico y el hexano poseen exactitud tanto como el
metodo de referencia y para fines prActicos se pueden utilizar
factores de correction apropiados.

La precisiOn de los métodos se evalub de tres formas, una de
ellas se realiz6 calculando los coeficientes de variacian pare
cada concentraciOn vy asi construir un perfil de precision, el
cual muestra la reproducibilidad de cada metodo. Otra forma de

avaluar la proniciﬂn se llevo a cabo midiendo 1a r@pp#ihiWidad,

S G

se escogi6 la muestra de la concentraciOn de 13.08ughg de

palmitato de retinol (vitamina A) en azUcar fortificada, se

G4

<) veces por cada metodo Vi 'Inogr\ so avalyuaron los

coeficientes de variaciOn obtenidos por cada metodo. Por Ultimo
se evalub la precisiOn por medio de <correlaci6bn 1intraclase
calculando el coeficiente de correlacift intraclase (ri), cuanto
ma's el valor se aproxime a 1 mayor reproducibilidad tendra el
metodo. En el metodo HPLC al construir el perfil de precisiOn
muestra que los coeficientes de variaciOn van disminuyendo cuanto
las concentraciones van aumentando, al evaluar la repetibilidad
de un coeficiente de variaciOn de 0.49 y al realizar el andlisis
de correlaciOn intraclase obtiene un ri de 1, todo est® indica
que el metodo de HPLC posee una alta precision. En el metodo de
hexano el perfil de precision indica que aumenta la precisiOn al
it anmentando la concentraciOn, en cuanto a su repetibilidad es
alta pues obtuyo un coeficiente de variaciOn de 0.75 y un ri de
0.997 lo cual muestra que es reproducible. En cuanto al metodo
sep-pah el perfil de precision muestra que su coeficiente de

variacitin cambia entre concentraciOn y concentraciOn, no tiene

32



buena repetibilidad pues su coficiente de variacian es de 2.172 y
obtuvo un ri de 0.998 lo cual indica que es reproducible, aungque
este metodo posea reproducibilidad, es decir que varias personas
Pueden analizar una misma muestra y los resultados Obtenidos
poseen una baja variacian entre si, es decir que al realizar una
misma persona el andlisis de una muestra varias veces, los
resultados obtenidos tendrAn una variacien considerable entre una
y otro por lo cual su precision es baja. En el metodo
cci.orimetrico su perfil de precisiOn muestra dque posee buena
precision, su reproducibilidad es aceptable vye que tiene un
coeficiente de variacian de 0.55 y su ri es de 0.999, todo esto
muestra que es un metodo preciso. Los metodos hexano ¥y
colorimetrico son ©precisos en tanto el metodo Sep-Pak no es
preciso.

La prueba de paralelismo muestra si los metodos son
similares, los metodos hexano y colorimetricos son similares al
metodo de referencia HPLC, por lo que se espera oObtener
resultados similares; el metodo Sep-pak no es similar al meted()
HPLC por lo que los resultados obtenidos no serdn similares. A
los cuatro metodos se les splicet+ el andlisis de regresiOn lineal,
el cual indica que los cuatro metodos son lineales
significativamente (p=0 0001 )

En cuanto a los costos el mss elevado es el metodo HPLC,
luego Sep-pak, colorimetrico y hexano; esto es si ye se cuenta
con el equipo vy material necesario pars cada metodo, pero si se
van a montar por primera vez los metodos el was elevado es el

HPLC, 1luego hexano, colorimetrico y Sep-pak.
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Referentemente a las ventajas VY desventajas del metodo HPLC
es el mas confiable por su alta exactitud y precisiOn,
lamentablemente el costo del equipo es muy alto por lo que se
Lecomienda solamente como metodo de referencia.

El metodo hexano aunque en menor grado que el metodo HPLC
posee precision y exactitud, no es tan volatil a temperturas
clevldas, pero su capacidad de extraccift es un poco baja, aunque
se puede solucionar utilizando factores de correcidn, con
respecto a su costo es relativamente favorable.

El metodo Sep Pack posee un costo Dbajo para su
inplementaciOn, aunque no es recomendable su montaje pues no
posee precisidn y exacatitud. El metodo colorimetrico aunque en
menor grado que el HPLC y el hexano posee una aceptable precision
y exactitud, su costo es relativamente bajo, pero posee la
desventaja que los reactivos que se utilizan son Dbastante
corrosivo y al ester en soluciOn su vide media es cotta.

Al analizar las ventajas y desventajas de los tres metodos
comparados, el metodo hexano es el metodo 1dOneo, pues posee

exactitud, precisiOn y sus costos no son elevados.
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10. CONCLUSIONES

Il  Los metodos Hexano y Calorimetric® son precisos y exactos, por
to cual son metodos confiables para cuantificar vitamina A en

azucar fortificada.

2 E1 metodo Sep Pack no es preciso ni exacto, por tanto no es
eonfizble utilizarlo en la cuantificacion de vitamina A en azucar

ferticada.

3 Los metodos Hexano, Colorimetrico y Sep Pack poseen linealidad

al iqual que el metodo de referencia HPLC.

4 Para la implementaciOn- de los metodos el costo mas elevado es
el del metodo hexano Mega el <colorimetrico vy por Ultimo el

metodo sep-pak.

> El metodo hexano es el mds preciso, exacto, con un costo
intarmedio, por to cual de los tres metodos comparados dste es el

mejc'r para la cuantificacion de vitamina en azucar fortificada.
G El metodo calorimetric® se podrfa utilizar en el caso que no se

contara con todo el equipo y material necesario para implementar

el metodo hexano.
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En base a los resultados obtenidos, que tanto las
autoridades como el laboratorio de r ferencia y los
laboratorios de los ingenios, elijan como metodo oficial el
metodo de extracciOn con hexano, ya que puede ser utilized®

por los tres sectores para la cuantificaciiin de vitamina A

en aadcar fortificada.
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ANEXO 1

PREVALENCIA DE HIPOVITAMINOSIS A.

NIVELES SERICOS < DE 20 pg/dl EN NINOS MENORES DE 15 ANOS -

Prevalencia (%)

Pais 0-4atios 5-9ianos 10-14afts
Guatemala 26.2 15.2 11.2
El Salvador 43.5 43.5 22 .4
Honduras 39.5 29.0 21.9
Nicaragua 19.8 10.5 6.4
Costa Rica 32.5 25.6 11.7
Panama 18.4 12.1 9.7

K-Campos M., CanalAli E. MOtodo Rapido par la Determinacian de
Paimitato de Vitamina A en AzUcar . Guatemala. 1988. LUCAM,
MSPAS.
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ANEXO 2

MUESTRAS TOMADAS EN INGENIOS
POR EL DEPARTAMENTO DE REGISTRO Y CONTROL DE ALIMENTOS
ANALIZADAS POR EL LABORATORIO UNIFICADO DE CONTROL DE

ALIMENTOS Y MEDICAMENTOS (LUCAM) ™~

Aft 1987 1988 1989 1990 1991
§533£9 de Muestras 70 1048 1199 515 1203
% con Vitamina A 29 85 94 99 94
% con Vit.A no detectado 71 15 6 1 6
% con < 80% nivel legal 15 68 76 69 50
% con 80-120% del nivel~* 13 10 12 20 30
% con >120% nivel legal 1 T b 10 14

* Tomando en cuenta el error analitico, el rango de 12 -18pg/g

(80-120% de 15'g/g) se considera como aceptable y en cumpli-
miento de la ley.

“ *Campos M., Canahui E. Metodo Rapid() par la Determinacian de
Palmitato de Vitamina A en Azilcar . Guatemala. 1988. LUCAM,
MSPAS.
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ANEW 3

14UESTRAS TOHADAS EN EXPENDIO Y EN HOGARES
PARA DETERHINAR LA CONCENTRACION DE VITAHINA 21 **

JUN/0 1991

Huestras analizadas por: DRCA (LUCAM)

m=s=======.m
% del nivel legal

Department® n nd* <80% 80-120% >120%
Zacapa 8 12 88 0 0
Chiquimula 9 0 67 22 11
Quetzaltenango 11 27 64 0 9
TotonicapAn 4 50 25 0 25
Antigua 5 20 80 0 0
Jutiapa 5 0 100 0 0

S1LORDOSO
Departamento n nd* <80% 80-120% >120%
Guatemala Ciudad 30 32 64 3 1
San Marcos y
Quetsaltenango 30 52 48 0 0
Costa Sur 30 52 48 0 0

*nd * no detectado, < 1upg/g.
**nary 0., Cifuentes D. Situacifin del Programa de Fortificaci6n

(10 A*ncar con Vitamina A en Guatemala en 1991. Guatemala 1991
INCAP. 3-lep.
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16 37.50 33.40 20.86 34.70 34.25
17 37.50 33.40 20.53 34.50 34.29
18 37.50 34.85 20.69 34.60 34,23
C.0 = ConcentraciOn Conocida C.H.= concentration
C.HHX=: ConcentraciOn hexano HPILC
C.SP.= Concentracian sep-pack
C.COL.= Concentracien ColorimetrIco
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TABLA # 2

PORCENTAJES DE RECUPERACION OBTENIDOS

——y)
NETODO it S Ccv IC 95
Hexano 93.05 5.26 5.65 | 95.67 90.43
Sep Pack 65.21 7.75 11.88 69.06 61.36
Calorimetric® 90.77 5.18 5.71 93.35 88.19
HPLC 94,34 3.46 3.67 96.06 92.62
31 = Medida
s = Desviacien estandar
cv = Coeficlente de VariaciOn
IC 95% = Intervalo de confianza (indica el procentaje de
recuperaciOn) .
TABLA #4.3
DATOS PARA FORMAR EL PERFIL DE PRECISION
—

coeficiente de VariaciOn (CV)

concentraci | Hexano Sep-pak Colorimetri HPLC
on conocida .CO

6.54 10.40 1.49 7.84 0.86
9.81 1.04 1.33 2.31 0.72
13.08 0.65 3.56 0.72 0.57
22.21 1.19 4.06 0.29 0.31
28.90 2.88 0.61 0.32 0.14
37.58 2.48 0.77 0.28 0.09
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GRAF ICA 1

PERM, DE PRECISION

DEL METODO HEXANO
"f'i 101 ..,
3 e
L
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CONCENTRACION CONOCIDA
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GRAFICA2

PERFIL DE PRECISION
DEL METODO COLORIMETRICO
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CONCEtTRACION CONOCIDA

47

37.5




GRAFICA 3

PERFIL DE PRECISION
0 DEL METODO SEP PACK
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GRAFICA 4

PERIL DE PRECISION
-~ DELMETODO HPLC
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TABLA # 4

c,C METODO
13,08 Hexano 12.95 0.0097 0.75
13.08 Sep Pack 9.56 0.25 2.62
13.08 Colorieetrico 12.02 0.0606 0.55
13.08 HPLC 12.17 0.060 0.49
f tt Media
B t tpesviaciOn estandar
C.V. = (Joeficiente de variacidn.
TABLA # 5
CORRHLACION INTRACLASE
METODO ri
Hexano 0.997
Sep Pack 0.998
Colorimet. 0.999
HPLC 1.00D
ri = |coeficiente de correlacidédn intraclase
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TABLA # 6

PRUEBA DS PARALELISMO

o0.: b(HPLC) = b(madtodo x) (metodos iguales)
a.; b(HPLC) + Db (metodo x) (motcdos diferentes)
Hdtodo ComparaciOn Dependientes (b)
Hexano b (HPLC) = b (bexano)
Sep Pack b (HPLC) + b (sep pack)
Colerimittrico b (HPLC) = b(colorimetric0)
TABLA # 7
REGRESION LINEAL
METODO ECUACION R P
Hexano 0.882 + 0.867x 0.997 [0.0001
Sep Pack 1.956 + 0.519x 0.989 [0.0001
Colorimdtrico -0.233 + 0.928x% 0.999 |0.0001
HPLC 0.661 + 0.895x 1.000 [0.0001
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TAMA 8

COSTOS
Metodo Cos to en QUe zales
Hexano 0.148.00
Sep Pack 0.154.00
Colorimétraco 0.152.00
HPLC 0.296.00
Note: Los costos solamente se calcularon tomando en

cuenta los reactivos y el material.
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GRAFICA 5

REGRESION LINEAL

y = 367x + .882, R—squared : 394
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GRAFICA 6
REGRESION LINEAL

9 =.519x + 1.956, R-squared: .979
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GRAFICA 7

REGRESION LINEAL

y = _928x — .233, R—squared: S99
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GRAPICA 8

REGRESION LINEAL

y = .895x + .661, R—squared: 1

C. Conocida
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