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l. RESUMEN

La vitamina A, es uno de los micronutrientes necesarios para el desarrollo
de la vista y el desarrollo y crecimiento de los huesos. Debido a esta importante
funcion, la vitamina es administrada en diferentes productos por medio de

premezclas vitaminicas

Debido a las exigencias de las normativas de etiquetado, las exigencias de
los mercados y las buenas practicas de manufactura que aseguran la calidad de
los productos, cada dia es mas la demanda en la calidad de los productos asi
como la necesidad de optimizar los procesos productivos. Por ello fue necesario
realizar un estudio de estabilidad de la vitamina A a la premezcla vitaminica
utilizada en una de las principales bebidas fortificadas que se encuentran en el
pais.

Este trabajo de investigacion se desarrolld6 para determinar el tiempo de
vida de la premezcla vitaminica utilizada en una bebida fortificada a base de
harina de maiz y soya, tomando como referencia la concentracion de vitamina A.
Para dicho estudio, se realizd la cuantificacion de vitamina A por medio de
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), la muestra fue almacenada durante
60 dias a cuatro diferentes temperaturas, y se analizaron cada 15 dias. Ya que la
vitamina A se encontraba como acetato de retinol (hidrosoluble) y no como
palmitato de retinol (hidrofilico), se realiz6 una hidrolisis acida y luego una
extraccién con hexano para obtener el analito aislado, el cual fue analizado con

una fase normal en HPLC utilizando un detector UV a 325nm.

La metodologia utilizada se estandariz6 para la cuantificacion de la vitamina
A en la premezcla vitaminica, por la empresa fabricante, asi mismo se realiz6 un
ensayo de repetibilidad, para asegurar los resultados del analisis. Se obtuvo un

coeficiente de variacion de 3,10%, debajo del 5% aceptado para analisis en



alimentos. Se determindé que la vitamina seguia un modelo cinético de primer
orden y utilizando el modelo de Arrhenius se determind que el tiempo de vida
necesario para que la vitamina A se degrade al 100% es de 7 meses a una

temperatura de almacenamiento de 25°C.



1. INTRODUCCION

En Guatemala se utiliza la fortificacion de alimentos como una de las
principales intervenciones para prevenir las consecuencias de deficiencias de

micronutriente, siendo una de estas la deficiencia de vitamina A.

A nivel general, cuatro de cada diez nifios y nifias menores de cinco afios y
ocho de cada diez nifios indigenas presentan desnutricion crénica, lo que provoca
menor productividad, mayor inasistencia escolar, propension a adquirir
enfermedades y hasta pérdida del coeficiente intelectual, los cuales son efectos
irreversibles durante toda la vida. La crisis econdmica global y los efectos del
cambio climatico, especialmente sequias, estan afectando aun mas la economia
guatemalteca y la subsistencia de las familias indigenas, siendo los nifios los més

afectados.

La vitamina A ayuda a prevenir enfermedades como diarrea, enfermedades
respiratorias, tuberculosis, malaria, infecciones a los oidos y también ayuda a
prevenir la transmision del SIDA de madre a hijo (Grain, 2000, p.10). Siendo la
deficiencia de esta vitamina una de las causas principales de la desnutricion por
insuficiencia de micronutrientes en los paises en vias de desarrollo. Los paises
latinoamericanos fortifican alimentos con vitamina A para ayudar a mejorar las
condiciones alimenticias siendo necesario el andlisis del contenido de vitamina A

en complementos y suplementos ya que su degradacion es inevitable.

En el presente trabajo de investigacion se estudié la estabilidad de la
vitamina A en una premezcla vitaminica, base de la fortificacion de una bebida de
harina de maiz y soya, de uso popular en Guatemala, alimento altamente nutritivo
de bajo costo que se utiliza para combatir la desnutricion y que contiene dentro de

su formulacion los macronutrientes y micronutrientes necesarios para ello.



Para realizar dicho estudio, se almacenaron muestras bajo cuatro diferentes
condiciones de temperatura (25°C, 34°C, 37°C y 41°C) que favorecieron la
degradacion del mismo, en camaras de temperatura y humedad relativa
controladas. Se cuantific6 por medio de cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) y aplicando modelos mateméticos de Arrhenius se determiné el tiempo de

vida de la premezcla vitaminica en base a la concentracion de vitamina A.



1. ANTECEDENTES

A. Estudios de estabilidad

La estabilidad de un producto en su envase primario asi como la de sus
principios activos es una caracteristica fundamental que debe evaluarse tras la
conservacion del producto en distintas condiciones ambientales. El estudio de la
estabilidad acelerada se usa para determinar el envejecimiento del producto a
elevadas temperaturas (EUROFINS, 2010, p.01).

La vida uatil de un alimento es el periodo de tiempo en el que, bajo
condiciones definidas, el producto mantiene parametros de calidad especificos. El
concepto de calidad engloba aspectos organolépticos o sensoriales, como el sabor
o el olor, nutricionales, como el contenido de nutrientes, o higiénico-sanitarios,
relacionados de forma directa con el nivel de seguridad alimentaria. Estos
aspectos hacen referencia a los distintos procesos de deterioro: fisicos, quimicos y
microbiolégicos, de tal manera que en el momento en el que alguno de los
parametros de calidad se considera inaceptable, el producto habra llegado al fin
de su vida util (Pelayo, 2010, p.01).

B. Factores que afectan el deterioro de alimentos

1. Factores intrinsecos:

a) Calidad microbiol6gica de las materias primas: La materia prima que
ingresa a las industrias de alimentos, representa una fuente potencial de
contaminacion microbiologica. El crecimiento potencial de agentes
patdgenos se verd afectada por el nivel inicial de contaminacion y la
eficacia de los procesos de eliminacion de bacterias en el procesamiento
(Valero, 2012, p.06).



b)

d)

pH y acidez: El pH es una medida de la acidez del producto y es una
funcién de la concentracion de iones de hidrogeno en el alimento. Las
bacterias normalmente crecen con mayor rapidez en un rango de pH de 6,0
a 8,0; levaduras de pH 4,5 a 6,0 y los hongos de pH 3,5 a 4,0 (Valero, 2012,
p.07).
Actividad de agua (aw): La actividad de agua esta definida como el
agua libre o disponible en un producto alimenticio, y que puede
participar en reacciones quimicas/bioquimicas y promover el
crecimiento microbiano. Asi como el pH, el control de la actividad de
agua es requerido para la preservaciéon de la matriz alimentaria
(Valero, 2012, p.07).
Potencial Redox (Ep): el potencial de oxido-reduccion de un alimento es la
facilidad con la que gana o pierde electrones. El potencial redox en el que
los microorganismos creceran determina si requieren oxigeno o0 no para
crecer (Valero, 2012, p.08).
Estructura bioldgica: La superficie natural de los alimentos generalmente
provee alta proteccion contra el ingreso y subsecuente dafio de organismos
deteriorativos. Ejemplos de estructuras biolégicas son las capas externas
de las semillas, la cubierta externa de las frutas y la cascara de huevo. Las
estructuras bioldgicas pueden ser penetradas por organismos por los
siguientes factores: grado de madurez de frutas y verduras, dafios fisicos y

procesos de preparacion de alimentos (Valero, 2012, p.08).

Factores extrinsecos:

Condiciones de tiempo y temperatura: Todos los microorganismos tienen un
rango de temperatura en el que crecen. La velocidad de crecimiento
incrementa con el aumento de temperatura, y disminuye rapidamente
después de que la temperatura éptima de crecimiento ha sido alcanzada. El

tiempo puede facilitar (largo tiempo) o evitar (corto tiempo) el crecimiento de



microorganismos durante el almacenamiento del alimento (Valero, 2012,
p.09).

b) Composicion de gas: La disponibilidad de oxigeno (O,) juega un papel
importante en el empaque del alimento junto con la concentracién de
diéxido de carbono (CO,). Un empaque adecuado puede extender la vida
de anaquel de un producto sin afectar sus propiedades sensoriales (Valero,
2012, p.10).

c) Humedad Relativa (HR): La Humedad Relativa es la cantidad de humedad
en la atmésfera que rodea el producto alimenticio, empacado o no. Se
calcula como el porcentaje de humedad requerida para saturar por
completo la atmosfera. Tipicamente, existira un intercambio de humedad
entre el alimento y la atmésfera que continuara hasta alcanzar el equilibrio.
Es importante asegurar que el producto sea almacenado en un ambiente
donde la HR prevenga cambios en la actividad de agua para asegurar la

calidad e inocuidad del mismo (Valero, 2012, p.10).

C. Estabilidad de las vitaminas

Uno de los pocos atributos que tienen las vitaminas en comun es que
ninguna es completamente estable. Los factores mas importantes que afectan la
estabilidad de las vitaminas son calor, humedad, oxigeno, pH y luz. Otros factores
que afectan la estabilidad de las vitaminas son agentes de oxidacion/reduccion,
presencia de iones metalicos, otros componentes en la matriz como dioxido de
azufre, presencia de otras vitaminas y cualquier combinacion de los factores
anteriores. La degradacion de las vitaminas puede tener lugar naturalmente
durante el almacenamiento y pueden ocurrir pérdidas durante el procesamiento y
preparacion de alimentos, particularmente durante tratamientos térmicos (Ottaway,
2010, p.541).



Una de las vitaminas mas labiles y que se considera la menos estable es la
vitamina A. La presencia de enlaces dobles en su estructura la hace sujeta a
isomerizacion, particularmente en medios acuosos de pH acido y es relativamente
estable en soluciones alcalinas. La Vitamina A es sensible al oxigeno, por lo que
en las matrices alimenticias en las que se encuentra por lo general incluyen algun
antioxidante. Su descomposicion es catalizada por la presencia de trazas de
minerales (Ottaway, 2010, p.542).

D. Cinética de degradacion de alimentos

En general, la velocidad de cambio de la calidad de los alimentos puede ser
expresada como funcion de los factores de composicidbn o intrinsecos y los

ambientales, mediante la siguiente ecuacion:

dQ
- F(C, Ej)

Donde C; son los factores de composicion, como la concentracion de
componentes reactivos, catalizadores inorganicos, inhibidores de reacciones, pH,
actividad de agua y poblaciones microbianas; y E; son los factores ambientales,
como la temperatura, humedad relativa, presion total y parcial de diferentes gases,

luz y estrés mecénico (Valentas, 1997, p.368).

La metodologia establecida consiste en identificar la reaccion quimica o
biolégica que influye en la calidad e inocuidad del alimento. Luego, se deben
determinar los factores que tienen mayor impacto en el deterioro del alimento.
Asumiendo que los factores ambientales (E;) son constantes, se logra una
ecuacion mas simple que expresa el efecto de la concentracion de los factores de

composicion en la degradacion (Valentas, 1997, p.368).



Las reacciones importantes en los alimentos que afectan la calidad de los
mismos, siguen reacciones de orden cero o de primer orden, de acuerdo a la tabla
No. 1.

Tabla No. 1 Ordenes de Reaccion

Orden de Reaccién Reacciones de pérdida de calidad en los alimentos

Calidad de alimentos congelados (general)
Orden Cero . o
Pardeamiento no-enzimatico
Pérdida de Vitaminas
. Crecimiento/pérdida microbiana
Primer Orden s S
Pérdida de color por oxidaciéon
Pérdida de textura por procesamientos térmicos

Fuente: Valentas, Rotstein & Singh, 1997

El orden de reaccion es el factor exponencial que acompafia a la
concentracion (o cualquier propiedad que se esta midiendo) en la ecuacién de
velocidad. El orden cero significa que la velocidad de reaccion no es afectada por
la concentracion de una especie al pasar el tiempo, ninguna reaccidén bioquimica

tiene orden global cero, por lo que:

dA

- =k

Donde k es la constante de la velocidad de la reaccion (Gémez, 2010, p.07).

La cinética de degradacion de la mayoria de vitaminas es de primer orden,
por lo que es posible utilizar el modelo de Arrhenius para la prediccion de vida de
anaquel (Ottaway, 2010, p.541). Los métodos acelerados de estimacion de la vida
de anaquel de alimentos se basan en la aplicacién de los principios de la cinética

quimica sobre el efecto que las condiciones ambientales como temperatura,



presion, humedad, gases de la atmésfera y luz, tienen sobre la velocidad de
reaccion. Para la estimacion, se puede aplicar la ecuacion de Arrhenius,
expresando el cambio de los constituyentes relacionados con la calidad del

alimento, como funcion del tiempo mediante la siguiente ecuacion:

dA I x A
— = —K *
dt

Donde A es un factor fisico, quimico, microbiolégico o sensorial de la
calidad, n es el orden aparente de reaccién, k es la constante de velocidad que
representa la pendiente que se genera de la grafica de A versus tiempo t. En
general, las reacciones de deterioro de los alimentos pueden ser tratadas
globalmente como reacciones de orden aparente cero, uno o dos (Ocampo, 2010,
p.23).

E. Cromatografia liquida de alta eficacia

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, por sus siglas en inglés) es
una técnica utilizada para separar y cuantificar diferentes componentes de una
muestra. La muestra es forzada por una fase movil liquida a través de una fase
estacionaria (columna) a alta presién. El tamafio de particula de la fase
estacionaria mas utilizada es de 3 a 5 um. Con esta técnica, la separacion de los
diferentes componentes se da de acuerdo a su polaridad (Preedy, 2012, p.538).

La HPLC puede ser de 2 tipos: fase normal (fase mévil no-polar y fase
estacionaria polar) y fase reversa (fase movil polar y fase estacionaria no-polar).
De acuerdo a la naturaleza del compuesto de interés, se debe seleccionar el

método y columnas que sean necesarios (Preedy, 2012, p.5.8).
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F. Estudios realizados

Basados en el programa Guatemalteco de fortificacion de vitamina A en el
azucar, Arroyave G, Mejia LA, Aguilar JR, en 1981, realizaron una evaluacion
longitudinal de los niveles de retinol en el suero de niflos de edad preescolar.
Donde se ejecutaron 5 encuestas consecutivas cada 6 meses, considerando solo
nifios que fueron encuestados mas de una vez. Por lo tanto, se evaluo el retinol
sérico después de la intervencion. La dieta natural de vitamina A se mantuvo a
través del tiempo. La adicibn de palmitato de retinil al azlcar incremento
considerablemente la ingesta. Después de 1 afio de fortificacion el 76% de los
nifios experimento una elevacion en sus niveles de retinol. Todos aquellos con
valores iniciales de <20 pg/diarios mostraron un incremento. Los valores medidos
incrementaron significativamente, particularmente para aquellos nifilos con valores
menores de 20 pg/diarios cuyos niveles cambiaron de 16,2 +/- 2,9 a 30,2 +/- 9,7.
Aquellos entre 20-29 pug/diarios incrementaron de 24,9 +/- 3,2 a 30,1 +/- 8,1.
Resultados similares fueron obtenidos después de 2 afios. Estos resultados
demostraron la efectividad del programa para aumentar los niveles séricos de

retinol

En el afio 1998; Krause VM, Delisle H, Solomons NW.; realizaron un estudio
sobre la ingesta de vitamina A de fuentes de alimentos, no incluyendo la leche
materna, la cual se determin6é de 55 nifios (promedio 20,8 meses) muestreados
cada 24 horas de dos comunidades de bajos recursos de Guatemala. No
incluyendo la vitamina A derivada del azucar fortificado o de la leche maternal, la
ingesta media fue de 194 equivalentes de retinol (RE). Incluyendo la vitamina A
del azucar fortificada pero no incluyendo la derivada de la leche materna, la media
ingesta total fue de 338 RE de los cuales el 78% fue retinol preformado y un 22%
de provitamina A. Mas del 90% de la ingesta total de alimentos, excluyendo la
leche materna, fue obtenida de solo 10 articulos, y mas de la mitad de la fuente

son tres alimentos fortificados: azucar fortificada, Incaparina y margarina. Las
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muestras de 91 amas de casas en 1991 tienen una media de 3,3 RE/g (rango de
0,0-29,9 RE/g) menos del 25 % tiene el nivel objetivo (13-17 RE/g); sin embargo,
el azucar provee cerca del 25% del total de la ingesta de vitamina A (81 RE/g) de
lo recomendado segun la FAO/WHO (400 RE/g). Estos resultados demuestran
que los alimentos fortificados hacen una importante contribucién hacia la ingesta

de vitamina A.

En 1982, Mejia LA y Arroyave G, realizaron el estudio sobre el efecto en el
mejoramiento en el estado nutricional de vitamina A y los indicadores
bioguimicos de la nutricion de hierro durante la fortificacion nacional de
vitamina A en el azucar. Se realizd en cuatro “subgrupos pareados de
comparacion” de preescolares, que se dividieron de la siguiente manera:
antes de la fortificacion (encuesta |) y respectivamente a los 6 meses
(encuesta | vrs. 1l), al afio (encuesta | vrs. lll), al afio y medio (encuesta |
vrs. IV) y a los 2 afios (encuesta | vrs. V) después que la fortificacion
empezd. Comparando | contra Il se obtuvo una correlacién positiva, entre
los cambios en retinol en suero o proteina de unién a retinol y los cambios
en el hierro, la capacidad total de fijacibn del hierro y porcentaje de
saturacion de transferrina. Por el contrario, se obtuvo una correlacion
negativa en los cambios de la ferritina sérica. La comparacion de V con | el
retinol, la proteina de unién al retinol, el hierro, y el porcentaje de saturaciéon
transferrina aumenté, por lo que la ferritina también aument6. En
consecuencia, la distribucion de los valores de hierro y ferritina en suero de
los nifios mejord. Debido a que el hierro en la dieta no cambi6 a través del
periodo de estudio, los resultados sugieren que la fortificacion con vitamina
A tuvo un efecto favorable sobre el metabolismo del hierro y el estado

nutricional.

En el afio 2000, Y-S. Kim E. Strand, R. Dickmann y J. Warthesen; realizaron
el estudio de la degradacion de palmitato de vitamina A en Corn Flakes
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fortificados. Se determiné la degradacion de la vitamina durante el almacenaje a
dos diferentes condiciones: a temperatura ambiente (23°C) y a temperatura
elevada (45°C). Se encontraron dos diferentes isomeros: 9-cis y 13-cis. La
vitamina inicial consistia de un 5% de 13-cis y menos del 1% de 9-cis, con todos
los demés trans-. En cualquier cereal fortificado, ya sea una mezcla completa de
vitaminas o0 Unicamente una fortificacion con palmitato de vitamina A, la
distribucion de estos compuestos fue casi constante a través del almacenamiento
independientemente de la muestra y las condiciones de almacenamiento. La
constante de velocidad de la reaccion y la cinética de la degradacion del palmitato
de vitamina A también fue obtenida, después de 6-8 semanas de almacenamiento
mas del 90% del palmitato de vitamina A se perdié en todas las muestras, excepto
en los Corn Flakes fortificados con la mezcla completa de vitaminas y almacenada
a temperatura ambiente. La presencia de otras vitamina incluyendo las vitaminas
B1, B6, B12, C y D reducen la perdida de vitamina A, pero aun asi la pérdida fue

sustancial.

INCAP en 1969, realiza el “Estudio longitudinal sobre crecimiento y
desarrollo en comunidades rurales en el nororiente de Guatemala”. Los
destinatarios del estudio fueron nifilos menores de 7 afios y mujeres embarazadas
o en periodo de lactancia. Los recién nacidos fueron incluidos desde su
nacimiento y se les dio seguimiento a algunos hasta los siete afios y a otros hasta
la finalizacion del estudio. Se proporcionaron a libre demanda y gratuitamente, a
cada comunidad, uno de dos tipos de suplemento consistente en una bebida
proteica energética alta (INCAPARINA) y una bebida baja en calorias y sin
proteina (fresco). Con un programa de educacién en salud y actividades médicas
asistenciales se instruy6 a toda la poblacion, especialmente al segmento materno
infantil. Este disefio permitio comprobar la hipotesis que una mejor nutricion en los
primeros afios de vida da lugar a un acelerado crecimiento fisico y desarrollo
mental de los nifios en edad preescolar. Ya que en los afios 1988-89 se llevo a

cabo el estudio de seguimiento titulado “Las repercusiones a largo plazo de la
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desnutricion en la nifiez temprana”, cuando los sujetos suplementados tenian
entre 10 y 26 afios. Se investigaron los efectos de una mejor nutricion en la nifiez
temprana y su posterior efecto en mejorar el capital humano. El estudio de los
efectos generacionales de la desnutricion, se realizé entre 1991-1999 para hacer
un seguimiento a los embarazos y a los nifios de las mujeres que habian sido
suplementadas en su nifiez, con el proposito de vincular dicha suplementacién con

el crecimiento y desarrollo de la siguiente generacion (INCAP, 1991, p.23).

Debido a lo especifico de cada formulacion de bebidas fortificadas no
encontraron reportes o estudios que indiguen la estabilidad de las vitaminas en las
premezclas utilizadas para fortificacion.

G. Descripcion quimica de la vitamina A

1. Estructura Quimica

HiC CHs

2. Nombre IUPAC
(2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-2,4,6,8-
tetraen-1-ol (Retinol)

3. Formula quimica
C20H300

4. Peso molecular de la base
286,4516 g/mol

5. Otros parametros
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Numero CAS 11103-57-4

H. Fuentes de vitamina A

La vitamina A existe en diferentes formas en los productos naturales. Existe
como retinoides preformados, los cuales son almacenados en tejidos animales, y
como carotenoides de provitamina A, los cuales son sintetizados como pigmentos
por muchas plantas y que se encuentran en los tejidos vegetales verdes,
anaranjados y amarillos. En la leche, carne y huevo, la vitamina A existe en
diferentes formas, principalmente como acidos grasos de cadenas largas de
esteres de retinol, siendo el predominante el retinil palmitato. Los carotenoides
estan presenten en alimentos vegetales y animales. En productos animales, se
encuentran debido a la exposicion que tiene el animal. Los pigmentos del
carotenoide estan extendidos entre diversas especies animales, con mas de 500
compuestos diferentes aproximadamente. Cerca de 60 tienen actividad de
provitamina A, pero en la realidad, solo 5 0 6 de estas provitaminas se encuentran
con frecuencia. Por lo tanto, la ingesta actual de vitamina A depende en los
patrones de consumo de productos de origen animal o vegetal que la contengan,
los cuales estan relacionados a la disponibilidad y habitos alimenticios (FAO,
2001, p.18)

I. Absorcién de la Vitamina A
1. Absorcién de retinoides

La mayor cantidad de la vitamina A preformada, en la dieta esta en la
forma de esteres de retinol. Los esteres de retinol son hidrolizados en el lumen
del intestino para producir retinol, este paso es catalizado por la hidrolasa

producida en el pancreas y situada en la mucosa alrededor los bordes del

cepillo o intrinsecamente en borde del cepillo. Los retinil esteres, asi como los
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carotenoides, son hidrofébicos, por lo que depende de la solubilizacién miceliar
para su dispersién en el ambiente acuoso del pequefio lumen intestinal. Por
esta razon, la vitamina A es pobremente utilizada de las dietas bajas en
grasas. La solubilizacion miceliar facilita el acceso de las enzimas hidroliticas
solubles para su sustraccion y proporciona un medio para la posterior
presentacion del retinol a la superficie mucosal por la cual el retinil libre y el B-
caroteno intacto se pueden difundir pasivamente en las células epiteliales de la
mucosa. La absorcién global del retinol de retinil esteres se calcula que es del
75%, este proceso parece ser afectado minimamente por la cantidad y tipo de
dieta, aunque la absorcién es notablemente menos eficiente a concentraciones
altas de vitamina A (Gerald. 2012, p.99).

2. Absorcion de Carotenoides

La mayor fuente de vitamina A para las poblaciones es la provitamina A

o carotenoides. Su utilizacion involucra 3 pasos:

a) Liberacién de la matriz: el mayor factor limitante para la utilizacion de
carotenoides de los alimentos es la liberacion de los mismos de las
matrices fisicas en las que viene. Los carotenoides pueden estar en
complejos cristalinos citosdlicos o en cromoplastos y cloroplastos, donde
pueden sera asociados con proteinas, polisacaridos, fibras y compuestos
fenolicos. Muchos carotenoides son resistentes a la digestion sin un
tratamiento térmico (Gerald. 2012, p.99).

b) Solubilizacién miceliar en el lumen intestinal: la absorcion de carotenoides
depende en su sociabilizacion con lipidos miceliares, lo que requiere el
consumo Yy digestion de los lipidos. La absorcion, particularmente de los
carotenoides menos polares, puede resultar con la presencia de lipidos o
por poliésteres de sucrosa en el lumen intestinal. La acidez gastrica

también puede ser un factor, ya que algunos pacientes con una produccion
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de &cido géstrico mayor mostraron una disminucion a la respuesta de -
caroteno (Gerald. 2012, p.100).

Absorcion por la mucosa intestinal: se cree que la liberacion de los
carotenos de los micelios involucra la difusion directa a través de las
membranas plasmaticas de los enterocitos. Este proceso parece estar
afectado por la fibra dietética soluble y probablemente por otros factores
gue interfieren con el contacto del micelio con el cepillo del borde mucosal.
Poca evidencia sugiere que los carotenoides pueden ser competitivos entre
ellos para la absorcion. Por ejemplo, altas dosis de cantoxantin o licopeno
han demostrado reducir la absorcién del B-caroteno. Por estas razones, ha
sido dificultoso técnicamente estimar cuantitativamente la eficiencia de

absorcion del carotenoide intacto (Gerald. 2012, p.100).

i Metabolismo del Carotenoide asociado a la absorcion

La absorcion del carotenoide tipicamente resulta en la acumulacion
sobre todo del trans-B-caroteno que del 9-cis-B-caroteno en los enterocitos.
Esto sugiere que la isomerizacion cis-trans depende de la capacidad
enterocitica, el cual también es un indicador que los humanos debido al 9-
cis-B-caroteno muestran niveles detectables del 9-tras-retinol en su plasma.
La capacidad de isomerizacion serviria para limitar la distribucién del 9-cis-
retinoides al tejido y hacer que ambos isbmeros B-carotenos sean capaces
de ser metabolizables al retinol (Gerald. 2012, p.100).

Los carotenoides son provitaminas A cuando son convertidos en
retinal. Este metabolismo es catalizado por la caroten oxigenasa. (Figura 1).
La mayor parte de esta bioconversion ocurre a través de la hendidura de la
fraccidon del polieno predominantemente por la enzima citosoélica B-caroten-
15,15’-oxigenasa (BCOL1), encontrada en la mucosa intestinal. La enzima

requiere hierro como un cofactor, estudios han demostrado que esta
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actividad responde a la ingesta de hierro asi como a los factores que
afectan la utilizacion del hierro por parte del organismo (ejemplo: cobre,
fructosa) (Gerald. 2012, p.100).

Figura 01: Conversion de provitamina A retinal

B-carcteno 15,15 -dioxigenasa

CH3 CH3
HsiC CHy

DDA

CGHa

retinilaldehido reductasa alcohol deshidrogenasa
{+ NADH)
CHsy CHsy
HsiZ CHsy

Fuente: Gerald. & Combs, 2012,

La reaccion requiere oxigeno molecular, el cual reacciona con 2
atomos de carbono central (C-15 y C-15’) seguido por la formacién del
enlace C-C. Es inhibido por el grupo sulfidril y por quelantes como el ion
ferroso (Fe?"). La enzima ha sido encontrado en una gran variedad de
especies animales, donde la mayor actividad fue en animales herbivoros,

omnivoros intermediarios (gallina, tortuga y pescado) y ausente en el Unico



en

J.

carnivoro estudiado (gato). La actividad de la enzima es mejorada por el
consumo de triglicéridos, debido a que su regulacién involucra cadenas
largas de acidos grasos. Esta disminucion de altos consumos de [3-caroteno
y privacion de proteinas, es inducida por la deficiencia de vitamina A y

puede ser inhibida por la quercetina u otro flavonoide (Gerald. 2012, p.100).

Metabolismo de la vitamina A

El metabolismo de la vitamina A (figura 3) se centra en la forma del retinol y

las diferentes rutas de conversion disponible para su, esterificacion,

conjugacion, oxidacion e isomerizacion. En la figura 2 se encuentra el cuadro

esquematico de las reacciones del metabolismo de la vitamina A.

Figura 02: Cuadro esquematico de las reacciones metabdlicas de la vitamina A

Entrada: Dieta
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T i

4 Hidralisis }»
v REacCiones de Conjug aCidn y excracion v
RetinilB- Oxidadosy acidos
Glucoronido retinoideselucorinados
e e

\/

Eliminacian

Fuente: Ross, 2013

Esterificacion: el retinol es esterificado en las células del intestino y en
muchos otros tejidos por medio de enzimas del reticulo endoplasmatico, la
cual usa un grupo acil- ya sea de fosfatidilcolina (lecitin-retinol
aciltransferasa, LRAT) o de la coenzima A acilada (acil-CoA:retinol

aciltransferasa, ARAT). Este sistema muestra especificidades marcadas
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b)

c)

d)

para acidos grasos saturados, en particular el acido palmitico, por lo que el
producto con mayor abundancia es el retinil palmitato (Gerald. 2012, p.109).
Conjugacion: el retinol también puede ser conjugado por cualquier de estas
dos formas: la primera establece que la reaccion catalizada por el retinol-
UDP-glucorodinasa, presente en el higado y probablemente en otros
tejidos, que produce retinil B-glucoronido, un metabolito que es excretado
en la bilis. La segunda ruta de la conjugacion involucra la dependencia de la
fosforilizacion del ATP para producir retinil fosfato catalizado por el retinol
fosforilasa. Este producto en presencia de la guanosina difosfomanosa
(GDP-man) puede ser convertido al glucosido retinil fosfomanosa, la cual
puede transferir el resto de azlUcar a glicoproteinas receptoras (Gerald.
2012, p.110).

Oxidacion: el retinol también puede ser oxidado reversiblemente a retinal
por NADH o el retinol deshidrogenasa dependiente-NADPH los cuales
también son dependientes del zinc. Estas actividades citosoélicas y
microsomalicas se encuentran en muchos tejidos. Una pequefia cadena de
alcohol deshidrogenasa ha sido descrito que puede oxidar el 9-cis y el 11-
cis-retinol a su aldehido correspondiente. Esta actividad ha sido identificada
en varios tejidos, incluyendo el pigmento retinal epitelial, higado, glandulas
mamarias y los rifiones. El 9-cis-retinol puede ser convertido a acido 9-cis-
retinoico y se confirma por el descubrimiento del 9-cis-retinol
deshidrogenasa (Gerald. 2012, p.110).

Isomerizacién: es la interconversion de la mayoria de todas las formas trans
de la vitamina A y algunas formas cis que ocurre en el 0jo, y es un aspecto
clave para la funcion visual de la vitamina, ya que el cambio de
conformacion causado por la isomerizacion altera la afinidad de union del
retinal con los pigmentos visuales de la proteina opsina. En el ojo, la luz
induce la conversion del 11-cis-retinal a todas las formas trans-retinal
(Figura 3). (Gerald, 2012, p.111).
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Figura 03: Rutas metabdlicas del retinol
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Fuente: Gerald & Combs, 2012
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Figura 04: Isomerizacion del retinol

11-cis-retinal
trans-retinal

Fuente: Gerald & Combs, 2012
K. Mecanismo bioquimico de las funciones de vitamina A

La vitamina A funciona en dos niveles en el cuerpo. Primero es en ciclo
visual en la retina del ojo y la segunda es en todo el tejido del cuerpo,

sisteméticamente para mantener el crecimiento y solvencia de células.

En el sistema visual, el retinol es transportado por el tejido ocular y a la
retina por las uniones intracelulares y el transporte de proteinas. La rhodospina, el
pigmento visual critico para la vision, es formado en las células después de la
conversion de todo el retinol trans a retinaldehido, isomerizacion a la forma 11-cis
y la unién con cualquiera de 3 posibles iodospinas (usualmente la opsina) (Figura
4). La alteracion de la rhodospina a través de una cascada de reacciones
fotoquimicas resulta en la habilidad de ver objetos. La velocidad a la que la
rhodospina es regenerada estad relacionada en la disponibilidad de retinol. La
ceguera nocturna es usualmente un indicador de la inadecuada disponibilidad de
retinol, pero puede ser provocado a un déficit de otros nutrientes, los cuales son
criticos para la regeneracion de rhodospina, como proteinas y zinc. (FAO, 2001,
p.88)
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Figura 05: Rhodospina

H3t CHy

Opsina

Fuente: Gerald & Combs, 2012

Las funciones visuales de la rhodospina y los iodospinos defieren
Gnicamente a sus propiedades para absorber la luz, las cuales son conferidas por
las diferentes opsinas involucradas. En cada una, la fotorecepcién es afecta por la
rapida isomerizacion del 11-cis-retinal a su forma trans, inducida por la luz. Este
producto se presenta como una base de Schiff protonada, que produce una
conformacion altamente tensa, por lo que resulta en la disociacion del retinoide del
complejo opsina. Este proceso es una seria de reacciones complejas, que
involucran progresiones del pigmento a través de intermediarios inestables de
diferentes conformaciones, y por ultimo, a N-retiniliden opsina, la cual disocia a

todos trans-retinal a opsina (Figura 5) (Gerald. 2012, p.114).

Figura 06: Vitamina A en el ciclo visual
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El blanqueamiento de la rhodospina provoca el cierre de los canales de
sodio (Na*), lo que conduce a la hiperpolarizacion de la membrana. Este cambio
en el potencial de la membrana es transmitido como un impulso nervioso por todas
las neuronas oOpticas. El proceso visual es ciclico, en donde todos sus
constituyentes son regenerados. Todos los trans-retinal pueden ser convertidos
enzimaticamente a la forma 11-cis. Después del blanqueo, todos los trans-retinal
son rapidamente reducidos a trans-retinol. El Ultimo es transferido en las células
epiteliales del pigmento retinal, donde es esterificado (predominantemente por el
acido palmitico) y almacenado en la mayor parte de las células lipidicas. La
regenerizacion del rhodospin, involucra la hidrélisis simultanea y la isomerizacién
del retinil éster para producir 11-cis-retinol y luego 11-cis-retinal (Gerald, 2012,
p.114).

El crecimiento y la diferenciacion de células epiteliales a través de todo el
cuerpo son afectadas especialmente por la deficiencia de vitamina A (VAD). Las
células calciformes son reducidas en el tejido epitelial. La consecuencia es que las
secreciones mucosas con sus componentes antimicrobianos disminuyen y las
células que recubren el tejido fallan en regenerar y diferenciar. Ambos factores, la
disminucién en las secreciones mucosas y la pérdida de la integridad celular,
disminuye la resistencia a una posible invasion por un potencial organismo
patdgeno. El sistema inmune también estd directamente comprometido por la
interferencia con la produccion de algunos tipos de secreciones y células de
proteccion. Sintomas clasicos de xerosis y descamacion de las células muertas de
la superficie, como en el tejido ocular, son la evidencia externa de los cambios que
también ocurren en diversos grados en los tejidos del epitelio interno (Gerald.
2012, p.115).

La comprension actual del mecanismo de las acciones de la vitamina A
fuera del ciclo visual, es que las funciones celulares estan mediadas a través de

receptores nucleares especificos. Estos receptores son activados por la uniéon con
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isdbmeros especificos de &cido retinoico. Receptores activados se unen a
elementos de respuesta de ADN localizados arriba de genes especificos para
regular el nivel de expresion de dichos genes. La sintesis de una gran cantidad de
proteinas vitales para mantener funciones fisiologicas normales esta regulada por

estos genes activados (Gerald, 2012, p.115).

L. La Vitamina A en la salud

1. Deficiencia de Vitamina A

La deficiencia de vitamina A (DVA) constituye una de las causas
principales de la desnutricion por insuficiencia de micronutrientes en los paises
en vias de desarrollo. La importancia de la vitamina A en la prevencion de la
ceguera esta histéricamente reconocida y, mas recientemente, se ha
descubierto el papel que desempefia en apoyo al combate de las infecciones.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), hay cerca de 2,8 millones
de nifios menores de cinco afios en el mundo que presentan sintomas clinicos
de una insuficiencia severa de vitamina A denominada xeroftalmia. Ya esta
demostrado que la vitamina A, podria llegar a reducir la mortalidad infantil en
muchos lugares del mundo en vias de desarrollo, hasta en un tercio de los
indices actuales. La DVA esta considerada como un problema grave de salud
publica y ya se han lanzado varias iniciativas tendientes a su erradicacion en el
afio 2000, pero la meta esta lejos aunque se han producido avances en ese
camino (Grain, 2000, p.11).

Es muy poco usual que se presente déficit de un solo micronutriente
aislado. En muchos paises la desnutricion esta ocasionada por insuficiencias
de zinc, vitaminas C y D, acido félico, riboflavina, selenio y calcio, ademas de
las insuficiencias en los tres micronutrientes que actualmente reciben tanta

atencion (vitamina A, hierro y yodo), con graves consecuencias para la salud.
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La deficiencia de la vitamina A se manifiesta principalmente en ambientes de
pobreza, carencias e iniquidad social, y est4 considerada como uno de los
componentes del sindrome de desnutricion. En un contexto de interrelaciones
e insuficiencias multiples de nutrientes, por lo tanto, no tiene mucho sentido
emplear un solo micronutriente para combatir la desnutricion por insuficiencia
de varios de ellos. La vitamina A, también denominada retinol, solamente se
encuentra en alimentos de origen animal, tales como el higado, la leche y los
huevos. Las frutas y las verduras contienen provitaminas A, tales como el beta-
caroteno y otros carotenoides que deben ser primero transformados en retinol
antes que el cuerpo pueda utilizarlos. Es posible rastrear el origen de la
insuficiencia infantil de vitamina A en las condiciones alimenticias de la madre
durante el embarazo y la lactancia, y en la ingestién deficitaria de alimentos

ricos en vitamina A o provitaminas A por el nifio (Grain, 2000, p.11).

2. Toxicidad Vitamina A e hipervitaminosis

La hipervitaminosis es una rara pero seria condicién, y en algunas
ocasiones puede ser fatal. Puede presentarse de forma aguda tras el consumo
de grandes condiciones de vitamina A preformada, o lentamente después del
consumo persistente de menor, pero aun excesivas, cantidades de vitamina A
preformada. Muchos casos han tenido resultados del uso de suplementos
vitaminicos que contienen vitamina A, mientras que sintomas similares se han
presentado en pacientes que consumen retinoides bajo prescripcion médica
para terapia. Los signos clinicos de la toxicidad de vitamina A incluyen nauseas
y vomitos, dolores de cabeza, mareos, visidbn borrosa, falta de coordinacién
muscular, funciones anormales del higado y dolor en huesos y articulaciones.
Hay muy poco que se puede hacer para el tratamiento del intoxicamiento por
vitamina A aparte de eliminar el consumo de vitamina A o el uso de retinoides.
Individuos que consumen grandes cantidades de alimentos o jugos ricos en

carotenoides pueden desarrollar una piel amarillenta (carotenodermia),
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especialmente en tejidos grasos y en las palmas de las manos (Ross, 2013,
p.337).

3. Vitamina A, Carotenoides e incidencia en el cancer

Existen varias lineas de evidencias que sugieren que existe una relaciéon
entre la vitamina A y el cancer. Primero, los retinoides son reguladores
normales de la diferenciacion y proliferacion de las células, y ya que la
carcinogénesis es un desorden de la diferenciacién celular, es muy probable
que el nivel de los retinoides de una célula influencié su potencial para la
transformacién a ser una célula maligna. De hecho, varios estudios con
animales de laboratorio, indican que la dieta de vitamina A y carotenoides
pueden interferir con la progresion de la transformacién neoplastica inducida

quimicamente (Ross, 2013, p.337).

Hay evidencia de estudios epidemioldgicos, que el nivel de retinoides de
una persona puede ser un determinante importante del riesgo del desarrollo del
cancer. La razon fundamental para las pruebas con retinoides y carotenoides
en el tratamiento para el cancer estan basadas parcialmente en el estudio
epidemioldgico que muestra que alimentos ricos en vitamina A y carotenoides
pueden proteger contra algunas formas de cancer, pero también en los muchos
reportes in vitro y en animales de laboratorio que indican que los retinoides
pueden interferir con la carcinogénesis y que pueden controlar la diferenciacion
y proliferacién de células neoplasticas. Otra motivacién es el hecho de que los
retinoides son unos de los reguladores mas importantes del crecimiento y
diferenciacion celular (Ross, 2013, p.338) (Blomhoff, 1994, p.689).
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IV.  JUSTIFICACION

Actualmente en el mundo el problema de la desnutricién ha tomado grandes
proporciones. Se estima que el 35% de las muertes en nifios, menores de 5 afios
y 11% de la carga global de enfermedad, puede ser atribuida a las deficiencias
nutricionales en su conjunto. Sélo en paises en desarrollo se reportan anualmente
entre 10 y 13 millones de muertes infantiles por causas prevenibles; estando la
desnutricion relacionada directa o indirectamente con el 55% de los casos (Grisby,
2003, p. 03)(SESAN, 2004, p.14).

La desnutricion cronica es el trastorno del crecimiento mas comun en
América Latina y el Caribe. Cerca de nueve millones de nifios menores de 5 afios
sufren de desnutricion cronica. Ademas, 22,3 millones de nifios preescolares, 33
millones de mujeres en edad fértil y 3,6 millones de embarazadas padecen de
anemia. Estas son cifras éticamente inaceptables para una region cuya capacidad
de producir alimentos supera en 30% lo necesario para satisfacer adecuadamente
los requerimientos de toda su poblacién (UNICEF, 1998, p.03). Una consecuencia
de la inseguridad alimentaria y nutricional de la poblacion se refleja en el bajo peso
al nacer, que afecta al 12% de los neonatos (SESAN, 2004, p.04). Esta
problematica también se manifiesta en la presencia de desnutricion crénica en
menores de 5 afios, segun datos del afio 2002, el promedio nacional es de 49,3%;
lo cual representa aproximadamente un millén de nifios y nifias; cabe indicar que
la incidencia de la problematica se duplica en relaciébn con la nifiez indigena
(69,5%), en comparacién con la no indigena (35,7%); la media de desnutricion
cronica en las areas rurales es de 55,5%. Por otra parte, 5 de cada 10 nifias y
nifos en edad escolar presentan desnutricion crénica y el 14,8% presenta un
retardo severo de crecimiento. De acuerdo con la presencia de desnutricion
cronica en escolares, 57 municipios son clasificados de muy alta vulnerabilidad y

118 de alta vulnerabilidad nutricional. A lo anterior se suma la alta incidencia de
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anemia por deficiencia de hierro y de vitamina A, principalmente entre las edades
de 6 a 35 meses en el area rural (INE, 2008; SESAN, 2004).

Guatemala, cuenta con uno de los mejores productos nutricionales a bajo
costo, la cual es una bebida fortificada, tipo atol, que estd hecha a partir de harina
de maiz y soya. Este producto aporta los tres macro nutrientes necesarios para
una alimentacion sana: proteinas, hidratos de carbono y grasas. Ademas, aporta
fibra dietética, minerales y vitaminas, incluyendo vitaminas B y vitamina A,
provenientes de la premezcla vitaminica. La vitamina A es fundamental para la
visién y necesaria para el crecimiento y desarrollo de los huesos, y ya que es una
de las vitaminas mas propensas a la degradacion, fue necesario realizar un
estudio de estabilidad de vida acelerada. Esto se realizo colocando las muestras
en 4 diferentes ambientes controlados a diferentes temperaturas y cuantificando la
concentracion de vitamina en intervalos de tiempo durante 60 dias. La informacion
obtenida se analizé por modelos matematicos para determinar el tiempo de vida y

la ecuacion de degradacion de dicha vitamina.
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V. OBJETIVOS

. General:

Determinar el tiempo de vida aproximado de la premezcla vitaminica,
utilizada para fortificar una bebida a base de harina de maiz y soya, en
base a la degradacion de la concentracion de vitamina A.

. Especificos

. Cuantificar la vitamina A en la premezcla vitaminica utilizada para fortificar
una bebida a base de harina de maiz y soya, bajo condiciones de
temperatura controlada en intervalos de tiempo durante un lapso de 60

dias.

Determinar la ecuacion de la velocidad de reaccion de la degradaciéon de

vitamina A en la premezcla vitaminica.
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VI.  HIPOTESIS

Utilizando el modelo de Arrhenius se podra determinar el tiempo de vida util

de la premezcla vitaminica con base en la concentracion de vitamina A.
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VIl.  MATERIALES Y METODOS

A. Materiales

1. Universo y muestra

a) Universo: Premezcla vitaminica utilizada para la fortificacion de la bebida.

b) Muestra: premezcla vitaminica almacenadas en las diferentes condiciones

de temperatura y humedad relativa controladas.

2. Recursos

a) Humanos

e Asesor Interno: Licenciada Eduardo Robles
e Asesor Externo: Licenciado Alexander Lopez
e Revisora: Licenciada Patricia Navas

e Revisor: Licenciado Oswaldo Martinez

b) Institucionales

e Laboratorio de Analisis RGH, S.A.

e Alimentos S.A.

3. Materiales y Reactivos

a) Instrumentos y Equipo

i. Balanza analitica Sartorious
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b)

vi.

Bomba de cromatografia liquida HITACHI LaChrom L7100

iii. Detector UV-Vis de cromatografia liquida HITACHI LaChrom L7400

Interfase HITACHI LaCron D7000
Plancha agitadora Yamato SOU-300

Columna para cromatografia liquida Lichrosorb si 250 (5 pum)

vii. Camara de Temperatura elevada

Reactivos

Hexano grado cromatografico

Dioxano grado cromatografico

iii. Acido clorhidrico 0,01 N

. Etanol Absoluto

Premezcla Vitaminica (Acetato de vitamina A, Tiamina, Niacinamida,

Rivoflavina, Acido Folico, Vitamina B12, Hierro, Zinc)

Cristaleria

iv.

V.

vi.

Vii.

Balones aforados de 100, 50 y 25 mL
Beackers de 300 mL

Erlenmeyer de 250 mL

Bureta 50 mL

Tubos de ensayo

Probeta de 100 mL

Pipetas volumétricas de 25y 20 mL

viii. Espatula
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B. Metodologia

1. Cuantificacién de estandares y muestras

En esta etapa se cuantificaron los estdndares y muestras utilizando el método y

condiciones cromatogréficas que se describen a continuacién (DSM, 2012, p.03)

Fase Movil: N-hexano:dioxano 97:3
Flujo: 1,0 mL/min

Columna: Lichrosorb si 250 (5 pm)
Deteccion: UV a 325 nm

Volumen de inyeccion: 20 L

Procedimiento

Preparacion de la fase movil

Se mezcl6é en un beacker de 1000 mL, 970 mL de Hexano y 30 mL

de Dioxano y se filtré a través de membrana milipore fh de 0,5 pm.

Preparacion de la solucion estandar

Se pesd 23 mg hasta una tolerancia del 10% del estandar, en un
matraz volumeétrico de 100 mL.

Se adicionaron 20 ml de &cido clorhidrico 0.1N y se agit6.

Se afor6 con etanol absoluto

Se tomo una alicuota de 25 ml con pipeta volumétrica y se colocé en
un matraz volumétrico de 250 ml

Se adicionaron, con pipeta volumétrica, 25 mL hexano y 17 mL de

solucion de acido clorhidrico 0.01N
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e Se agitd mecanicamente durante 10 minutos y se dejo en reposo
otros 10 minutos.

e Se tom6 una alicuota de 2 mL de la fase organica se llevé a un
matraz volumétrico de 50 mL, Se afor6é con Hexano HPLC.

e Al momento de inyectar, se filtr6 a través de acrodisc 0,45 um PTFE.

iii) Preparacion de la solucion muestra

e Para cada muestra se pes6 1,0000 g £+ 5 % de la premezcla
vitaminica por duplicado

e Se adicionaron 30 mL de &cido clorhidrico 0,01N y se agito

e Enfriar en bafio frioa 5 °C

e Se adicionaron 25 mL de la solucion anterior aun matraz ambar de
250 mL.

e Se adicionaron 25 mL de Hexano y 17 mL de soluciéon de acido
clorhidrico 0,01 N y se agité mecanicamente por 10 minutos

e Se dej6 reposar 10 minutos

e Se tomé una alicuota de 2,5 mL de la fase organica y se aforé a 50
mL con Hexano HPLC.

e Se filtr6 a través de acrodisc de 0,45 um PTFE y se inyecto

b) Célculos

Las areas o alturas resultantes de los picos en la muestra se compararon

con los picos de la solucién estandar.

Apb -Cstd
Astd -Wpb

MUI/kg de vitamina A = -Fd -1000
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Donde:

App = altura o area del pico de la solucion problema

Astq = altura o area del pico de la solucién estandar

W, = peso de la muestra en g.

Csta = concentraciéon de la soluciébn estandar, en Ul/mL (Ul = unidades
internacionales)

Fd = factor de dilucion

C. Disefio de la investigacién

Es un estudio experimental del tipo cuantitativo por cromatografia liquida de
alta eficacia en donde se realiz6 la cuantificacion de la vitamina A en la premezcla
vitamina almacenada bajo cuatro diferentes condiciones, utilizando como
referencia un estandar de vitamina, el cual se inyectd por triplicado hasta obtener
un CV < 3%.

Se almacenaron cuatro muestras por separado a diferentes temperaturas

como muestra la tabla siguiente:

Tabla No. 2 Condiciones de almacenamiento

Cabina Condiciones de almacenamiento

1 25°C £ 1°C
2 34°C = 1°C
3 37°C +1°C
4 41°C + 1°C

Cada muestra se analizé por triplicado a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias de
almacenamiento, bajo condiciones favorables para simular la degradacion de la

vitamina A. Se inyect0 por triplicado cada muestra para tener un nivel de
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significancia del 0,05. Con los resultados obtenidos se graficd y se aplicé el
modelo de Arrhenius para obtener la constante de la velocidad de degradacion de

la vitamina A y la ecuacion de la velocidad.

dA I x A
— = —K *
dt

Donde A es el factor de la temperatura, n es el orden aparente de reaccion, k es la
constante de velocidad que representa la pendiente que se genera de la grafica de
A versus tiempo t. Con lo cual se estimé el tiempo de vida util para la premezcla

vitaminica.
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VIll.  RESULTADOS

Tabla No. 3 Concentracion de vitamina A en premezcla vitaminica, almacenada a

diferentes temperaturas.

Dias de Temperatura (°C)

almacenamiento 25°C 34°C 37°C 41°C

0 4,9557 4,9557 4,9557 4,9557

15 4,2152 4,2529 4,2989 4,3224

30 3,7704 3,7034 3,5442 3,2942

45 3,2524 3,0501 2,8943 2,5847

60 3,1816 2,9285 2,5832 2,2495
Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A. datos promedio de tablas

Anexos 3-14

Tabla No. 4 Coeficiente de regresion lineal de cinéticas quimicas de primer orden
y orden cero para la degradacion de vitamina A

Temperatura (°C) Orden cero Primer orden
R R? R R?
25 -0,9699 0,9407 -0,9792 0,9589
34 -0,9813 0,9631 -0,9870 0,9743
37 -0,9800 0,9605 -0,9856 0,9715
41 -0,9816 0,9636 -0,9879 0,9759

Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.
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Gréafica No. 1 Gréfica de orden O de la degradacion de Vitamina A diferentes

temperaturas
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Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.

Gréfica No. 2 Gréfica de primer orden de la degradacién de Vitamina A diferentes

temperaturas
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Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.
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Gréafica No. 3 Efecto de la temperatura (25°C, 34°C, 37°C y 41°C) sobre la
velocidad de degradacion de vitamina A en un modelo cinético de primer orden
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Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.

Tabla No. 5 Tiempos de vida de la premezcla vitaminica almacenadas a diferentes

temperaturas
T (°C) T (K) t (dias) t(mes)
25 298,15 218 7
34 307,15 162 5
37 310,15 147 5
41 314,15 130 4

Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A. datos obtenido de Anexo 16

Tabla No. 6 Resultados estadisticos para la repetibilidad del método

Nombre Area Desv. Estandar % Desv. Estandar Varianza
Vitamina A 736041 2.28 EO4 3.10 5.2E08

Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

La determinacion del estudio de estabilidad de la vitamina A se realizo
mediante el andlisis cuantitativo en una premezcla vitaminica almacenada en
cuatro diferentes temperaturas. Esto se realiz6 con el objetivo de acelerar la
degradacion de la vitamina y utilizar modelos mateméaticos de Arrhenius para
estimar el tiempo en el cual la concentracién de vitamina A llegara a cero. El
analisis cuantitativo fue realizado en HPLC con fase normal, utilizando hexano y
dioxano en una relacién de (97:3) debido a la apolaridad de la vitamina A. Se
puede observar en los cromatogramas que se obtiene una separacion adecuada
para la cuantificaciéon en el estandar (Anexo 02) y en las muestras analizadas

(Anexo 05), con picos simétricos y buena resolucion.

Se utiliz6 el método estandarizado por la empresa DSM para la
cuantificacion de vitamina A y se evallo la repetitividad del método siguiendo los
criterios de aceptacion segun la Oficina Guatemalteca de Acreditacion (OGA)

obteniendo un coeficiente de variacion menor al 5% (Tabla No. 6).

La concentracion de vitamina A inicial en la premezcla vitaminica fue de
4,95 ppm, para motivos de estudio esta concentracion es considerada a 0 dias de
almacenamiento. Durante los primeros 15 dias de almacenamiento, se observo
que la vitamina A se degradd casi a la misma velocidad en las diferentes
temperaturas de almacenamiento, luego de este periodo de almacenamiento se
observé que la velocidad de degradacion aumenté proporcionalmente a la
temperatura de almacenamiento. Se pudo observar que a los 60 dias de
almacenamiento, la concentracion de vitamina A a 41°C se degradd un 54,61%
con relacion de la concentracion inicial, mientras que para la temperatura de

almacenamiento de 25°C se degrado a 35,79%.
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Ya que los alimentos se degradan siguiendo una cinética quimica de primer
orden o de orden cero, se realizaron los célculos necesarios para evaluar e
identificar el orden de reaccidon que mejor corresponde la degradacion de la
vitamina A. La premezcla vitaminica mostré un coeficiente de regresién lineal (R?)
para la reaccién de primer orden de 0,96 para la temperatura de 25°C, mientras
que para la reaccién de orden cero fue de 0,94. El R? para la reaccién de primer
orden a 34°C fue de 0,97 y de 0,96 para la de orden cero, escenario que se pudo
observar para las demas temperaturas. Para determinar el orden de reaccion que
sigue la degradacion de la vitamina A se debe de comparar los coeficientes de
correlacion lineales de cada temperatura. Con los resultados obtenidos se puede
observar que en todas las temperaturas el coeficiente de correlacion lineal es mas
cercano a 1 en los modelos de primer orden (Tabla No.4). Con esta informacion se
confirma que la vitamina A, en especifico, siguen un orden de reaccién uno
(Valentas, 1997, p.368). También se puede observar que la degradacion de la
temperatura es proporcional a la temperatura de almacenamiento, a mayor
temperatura de almacenamiento la concentracién de vitamina A se degrada con

mayor velocidad.

En la Grafica No. 3, se representa la ecuacién de Arrhenius para la
degradacion de la vitamina A en la premezcla vitaminica en un modelo cinético de
primer orden. Con esta ecuacion se calculd el tiempo de vida aproximado en la
cual la vitamina A se degrada en un 100%, siendo este tiempo 7 meses a 25°C.
(Tabla No. 5). Esta rapida degradacién se puede deber a dos factores importantes;
el primero es que el estudio fue realizado en la premezcla vitaminica y no al
producto terminado, al estar la vitamina A en una matriz menos compleja sin
ningun porcentaje de grasa presente, la velocidad a la que se degrada aumenta,
ya que no existe el efecto protector que otorga la grasa (Lau, 1986, p.2055). Estos
resultados también se observan en un estudio realizado a leche UHT, la cual
contenia un porcentaje de grasa de 2%. Las pérdidas de vitamina A almacenada

durante tres meses a 37°C variaban de 13,7 — 38,5% y aproximadamente del
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orden del 60% cuando fueron almacenadas durante 7 meses. (Le Moguer, 1983,
p.2452)(Woollard, 1986, p. 17).

La segunda posible causa de la rapida degradacion de la vitamina A, puede
ser por la presencia de hierro-aminoacido, compuesto que esta incluido en la
premezcla vitaminica analizada, debido a una reaccion oxido-reduccién generada
por la susceptibilidad de la mayoria de las vitaminas a la oxidacion, ya que la
presencia en el mismo alimento de compuestos de hierro solubles favorece la
aceleracion de la degradacién de las vitaminas, debido al efecto catalitico del
hierro. Los compuestos de hierro insolubles o poco insolubles tienden a reaccionar
mas lentamente con las vitaminas y en algunos casos, no reaccionan, Sin
embargo, la falta de solubilidad de los compuestos de hierro generaria una baja
disponibilidad. La oxidacién de las vitaminas se generan en presencia de hierro en
cualquiera de sus formas (Fe*? ¢ Fe®®), sin embargo el compuesto hierro-
aminoécido de hierro que se encuentra como Fe*™® ha demostrado tener un menor
efecto catalitico hacia la oxidacion de las vitaminas que los compuestos de hierro

en su forma Fe*? (Levander, 1980, p.66).

Las pérdidas de la vitamina A en la premezcla vitaminica siguieron un
modelo cinético de primer orden en todas las temperaturas, sin embargo, los
coeficientes de determinacion para la cinética de primer orden como de orden cero
fueron muy similares. En las Gréaficas No. 1y 2, se representan la relacién entre la
degradacion de la concentracion de la vitamina frente al almacenamiento,

expresado en dias.
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X. CONCLUSIONES

10.1 Se determind que el tiempo de vida de la premezcla vitaminica es de 7
meses a una temperatura de almacenamiento de 25°C, tomando como

referencia la degradacion de la vitamina A.

10.2 Se determind que la temperatura de almacenamiento tiene un efecto en la
velocidad de degradacion, siendo a mayor temperatura mas rapida la

degradacion, lo que fundamenta una cinética de orden uno.
10.3 Se comprobd que la vitamina A sigue un modelo cinético de primer orden,

al presentar un coeficiente de correlacion mas cercano a 1 en todas las

temperaturas.
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XI. RECOMENDACIONES

11.1 Realizar el estudio de vida acelerada en el producto terminado y comparar
las velocidades de degradacion para estudiar el efecto protector de la

grasa.

11.2 Realizar el estudio de vida acelerada utilizando diferentes fuentes de
hierro solubles e insolubles para determinar el efecto catalitico que tiene

sobre las vitaminas, para comprobar la conclusién 10.2.

11.3 Realizar el estudio de estabilidad de la vitamina A a un tiempo mas
cercano a los 7 meses de vida, para terminar de fundamentar el estudio

realizado.
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XIll.  ANEXOS

Anexo 01:
Figura 07: Repetibilidad de vitamina A en la premezcla vitaminica

Channel 1 Calibration Curves and Results
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E RT= 9.59 min
800000 3 o~ 2xSD = 4.560c+004
700000 - ___/=
E - = 0.000e+000
600000 // 2: 1.35%¢-004
E = 0.000e+000
g 500000 — // :§= 0.000e+000
i 400000 rd
300000 : /
E —
200000 3 e
3 -
100002 -
- U B T T T T T T B 1
0 20 40 60 80 100
Concentration (%)
Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.
Anexo 02:

Figura 08: Cromatograma del estdndar secundario de vitamina A
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Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.
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Anexo 03:

Tabla No. 7 Concentracion de Vitamina A con 0 dias de almacenamiento.

Concentracion
(Ppm)
4,9967
4,9867
5,0242
4,8420
4,9041
4,9805

Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.

Repeticion

W N P W NP

Anexo 4:

Tabla No. 8 Datos estadisticos iniciales

Concentracion Coeficiente
Dias de promedio Desviacion de
almacenamiento (ppm) estdndar  variacion
0 4,9557 0,0686 1,38

Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.
Anexo 05:

Figura 09: Cromatograma de vitamina A con 0 dias de almacenamiento
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Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.
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Anexo 06:
Tabla No. 9 Concentracion de Vitamina A con 15 dias de almacenamiento a

diferentes temperaturas.

Repeticion / Concentracion (ppm)
Temperatura 25°C 34°C 37°C 41°C
1 4,4881 4,1865 4,3953 4,1787

2 4,2340 4,4001 4,5711 4,5052
3 4,0223 4,2720 4,2634 4,3528
1 4,1962 4,3947 4,0110 4,1810
2 4,4060 4,2379 4,3081 4,2750
3 3,9444 4,0260 4,2445 4,4418

Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.

Anexo 7:

Tabla No. 10 Datos estadisticos con 15 dias de almacenamiento

Concentracion Desviacién Coeficiente
Temperatura (°C) _ ) o
promedio (ppm) estandar de variacion

25°C 4,2152 0,2108 5,00
34°C 4,2529 0,1402 3,29
37°C 4,2989 0,1847 4,29
41°C 4,3224 0,1353 3,12

Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.
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Anexo 08:
Tabla No. 11 Concentracion de Vitamina A con 30 dias de almacenamiento a

diferentes temperaturas.

Repeticion/ Concentracion (ppm)
Temperatura  25°C 34°C 37°C 41°C
1 3,7296 3,6574 3,5050 3,2696

2 3,8042 3,7306 3,5751 3,3349
3 3,6551 3,5843 3,4349 3,2042
1 3,8111 3,7493 3,5834 3,3189
2 3,8874 3,8243 3,6551 3,3853
3 3,7349 3,6743 3,9409 3,2525

Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.

Anexo 09:

Tabla No. 12 Datos estadisticos con 30 dias de almacenamiento

Concentracion Desviacion Coeficiente de
Temperatura (°C)

promedio (ppm) estandar variacion
25°C 3,7704 0,0809 2,14
34°C 3,7034 0,0832 2,24
37°C 3,6157 0,1760 4,86
41°C 3,2942 0,0648 1,96

Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.
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Anexo 10:
Tabla No. 13 Concentracion de Vitamina A con 45 dias de almacenamiento a

diferentes temperaturas.

Repeticion/ Concentracion (ppm)
Temperatura  25°C 34°C 37°C 41°C
1 3,2430 3,0628 2,8224 2,5713

2 3,3078 3,1240 2,8789 2,6227
3 3,1781 3,0015 2,7660 2,5199
1 3,2619 3,0375 2,9663 2,5981
2 3,3271 3,0982 3,0256 2,6501
3 3,1966 2,9767 2,9069 2,5462

Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.

Anexo 11:

Tabla No. 14 Datos estadisticos con 45 dias de almacenamiento

Concentracion Desviacién Coeficiente
Temperatura (°C) . ) L
promedio (ppm) estandar de variacion

25°C 3,2524 0,0591 1,81
34°C 3,0501 0,0563 1,84
37°C 2,8943 0,0943 3,25
41°C 2,5847 0,0485 1,87

Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.
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Anexo 12:

Figura 10: Cromatograma de vitamina A con 45 dias de almacenamiento
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Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.
Anexo 13:

Tabla No. 15 Concentracion de Vitamina A con 60 dias de almacenamiento a
diferentes temperaturas.

Concentracion (ppm)

Repeticion
25°C 34°C 37°C 41°C
1 3,2721 3,0188 2,5883 2,0895
2 3,3899 2,9784 2,4792 2,3340
3 3,2353 3,0188 2,6646 2,2092
1 3,1589 2,9486 2,6993 2,3997
2 2,9694 2,9050 2,6114 2,3001
3 3,0641 2,7016 2,4566 2,1642

Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.
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Anexo 14:

Tabla No. 16 Datos estadisticos con 60 dias de almacenamiento

Temperatura  Concentracion Desviacion Coeficiente

(°C) promedio (ppm) estandar de variacion
25°C 3,1816 0,1509 4,74
34°C 2,9285 0,1194 4,07
37°C 2,5832 0,0977 3,78
41°C 2,2495 0,1156 5,00

Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.

Anexo 15: Despeje y eficacia de férmula de cinética de degradacion
dA

Z__k X A" n=1
dA
Vi —k X dt
AdA t
LOA kjodt
A
ln%=—kt

A=A0 x e7*
Al aplicar el modelo de Arrhenius se debe obtiene la Gréfica No. 3 (Ver
Resultados)

Donde y =mx + b
Dondey =Inty x= (1/T)

me="% 1
= — X —
MWERST

Donde Ea/R = m, sustituyendo se obtiene la siguiente tabla
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Anexo 16:
Tabla No. 17 Tiempo de vida de la vitamina A segun las temperaturas de

almacenamiento.

TCC) T(K) x=1T M B y=Int t(dias)
(mes)
25 298,15 0,00335402 3416,54 -6,0704 5,39 219 7
34 307,15 0,00325574 3416,54 -6,0704 5,05 156 5
37 310,15 0,00322425 3416,54 -6,0704 4,95 141 5
41 314,15 0,00318319 3416,54 -6,0704 4,81 122 4

Fuente: Experimental Laboratorio RGH S.A.
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