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RESUMEN

Por medio de la realizacién de este trabajo se logré la implementacion y
validacion de un método analitico para la deteccion y cuantificacion de
riboflavina por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en harina de
trigo, pan francés y pan dulce. Este método es exacto, preciso, sensible y lineal
en el rango de concentraciones y matrices de trabajo. Podra ser utilizado para el
control de calidad de harinas fortificadas y otros alimentos, incluyendo la harina

de trigo, las harinas compuestas y la galleta nutricional.

Este estudio permitié la determinacion del contenido de riboflavina en una
muestra del pan de consumo popular en Guatemala, el pan francés y dulce. Se
encontrd que el pan francés contiene 0.20 + 0.01 mg de riboflavina / 100 g de
porcion comestible, mientras que el pan dulce contiene 0.18 + 0.02 mg de
riboflavina / 100 g de porcidn comestible. En términos generales, el consumo
de pan por un adulto promedio al dia, le proporciona 5.82 + 2.67 % de la dosis
diaria recomendada de riboflavina. Pudo establecerse que durante el proceso
de manufactura del pan francés se pierde alrededor del 33.6% de la riboflavina,

y en la manufactura del pan dulce se pierde alrededor del 30.3%.

Los niveles encontrados en el pan francés y dulce corresponden a un
incremento en el contenido de riboflavina de 2.8 veces para el pan francés y 4.5

veces en el pan dulce (equivalentes al 186% y 350%, respectivamente),




ix

comparados con los niveles reportados en la Tabla de Composicion de
Alimentos (TCA) del Instituto de Nutricion de Centro América y Panama, INCAP,
de 1996. Se recomienda la actualizacion de estos datos en la TCA — INCAP, lo
cual permitird al usuario tener acceso a esta informacion. Ademés, este estudio
sera un punto de lanza para nuevos estudios relacionados con las matrices
estudiadas, las harinas, el pan francés y el pan dulce, y para nuevos estudios del

contenido de riboflavina en diversos alimentos.
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I. INTRODUCCION

Este estudio pretendid obtener datos actualizados del contenido de
vitamina B2 o riboflavina en el pan francés y pan dulce de consumo popular de
Guatemala. La importancia de este estudio radica en que, desde inicios de la
década de los 90, los niveles de vitaminas y hierro agregadas a la harina de trigo
han sido modificados y son diferentes a los que se usaron al introducir las
practicas de fortificacidn en los afios 60. Por lo tanto, el contenido de riboflavina
en los productos fabricados con harina de trigo tambien ha variado, siendo de
mayor interés el pan de consumo popular, forma en la cual se consume

principalmente la harina de trigo en nuestro pais.

Los datos obtenidos contribuirdn a la documentacion del Sistema de Garantia de
Calidad de la harina de trigo en Guatemala y a actualizar los datos en la Tabla de
Composicion de Alimentos de! Instituto de Nutricién de Centro América y Panama
(INCAP) con relacidén al contenido de riboflavina en el pan francés y dulce.
Ademéds, serd un punto de referencia para la planificacion de estudios futuros
relacionados con la vigilancia del proceso de fortificacion de harina de trigo en

Centro América.

La determinacion de la vitamina B2 se lievo a cabo por medio del método usado

por la compafiia Hoffman - La Roche de cromatografia liquida de alta resolucidn,



con deteccidn fluorométrica. Debido a que el método ha sido validado en dicho
laboratorio, para este trabajo de investigaddn sélo se verificaron los parametros
minimos de validacién para asegurar que dicho método, aplicado en el
laboratorio de INCAP, proporcone resultados confiables. La validacién de [a
metodologia incluyd la determinacion de exactitud, predisidn, limite de deteccién,
fimite de cuantificacién, linealidad y rango. Aunque el método se validé para
harina de trigo, pan francés y pan dulce, también es aplicable a harinas
compuestas y galleta nutricionalmente mejorada; debido a la similitud de las

matrices de trabajo, el método es aplicable otros alimentos fortificados.

Se analizaron muestras representativas del pais basandose en los datos de
consumo de pan de la Encuesta de Consumo Aparente del Instituto Nacional de
Estadistica (INE) y de la poblaciéon de cada departamento de la Replblica de
Guatemala. Pudo establecerse que el pan francés consumido en Guatemala
contiene 0.20 % 0.01 mg de riboflavina/100g de porcién comestible, mientras
que el pan dulce contiene 0.18 £ 0.02 mg riboflavina/100g de porcién comestible
(ambos en base fresca). Se establecid que, en general, el contenido de
riboflavina ha aumentado 2.9 veces en el pan francés, y 4.5 veces en el pan
duice, desde la década de los 60, tiempo desde el cual se han cambiado los

niveles de fortificacidén y practicas de manufactura del pan.



II. ANTECEDENTES

A. RIBOFLAVINA

1. Quimica

El nombre quimico de la riboflavina es 7,8-dimetit-10(1-O-
ribitil)isoaloxacina. El peso molecular de la riboflavina es de 376.4; 1 mg
equivale a 2.66 pmol de la vitamina. En. forma libre la vitamina es una base
débil, generalmente se presenta en forma de un solido amorfo amarillo-naranja.
La coenzima mas simple de la riboflavina es el flavinmononucledtido (FMN), v la
mas abundante el flavindinucledtido (FAD). Para formar el FMN, se da la
reaccion del residuo 5-hidroxi-metil de la cadena ribitii para formar un éster
ortofosfato. Sobre el mismo lado de la cadena se puede dar la reaccion para
formar el FAD, el cual tiene un dominio adenilado. La estructura de la riboflavina

se presenta en la Figura 1. (Shils, QOlson y Shike, 1994; Roche, 1994)

La riboflavina es muy poco soluble en soluciones acuosas, por o que las sales
acidas formadas a pH<1 o las basicas formadas a pH>10, son mas solubles. Las
soluciones neutras 0 moderadamente alcalinas son amarillas, con un maximo de
absorcidn cerca de los 450 nm. Las soluciones acidas fuertes son mdas palidas,

pues su banda de absorcion esta desplazada hacia los 385 nm. Las soluciones



de la forma neutra oxidada de la vitamina, o forma quinoide, son fluorescentes
con una linea de emisién a los 525 nm. La riboflavina también es fosforescente.

(Shils, Olson y Shike, 1994; Roche, 1994)

Figura 1
Estructura de riboflavina y flavin-mononucleotido, como componentes
del flavin-adenin-dinucleétido. (Shils, Olson y Shike, 1994)
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La riboflavina es sensible a la luz, debido a la fotolabilidad de la cadena lateral;
es fotodegradada a formas inactivas de la vitamina, como la lumiflavina o el
lumicromo, segiin el pH de la solucién. Ademas, las flavinas se reducen quimica
y bioldgicamente a las formas 1,5-dihidro, las cuales se oxidan rapidamente al

contacto con el aire. (Shils, Olson y Shike, 1994; Roche, 1994)



2. Absorcion, transporte, metabolismo, excrecién y funcidn
Las coenzimas de la vitamina son liberadas de las proteinas ingeridas, por
medio de la acidificacion gdstrica. En la parte superior del tracto gastrointestinal
actuan de forma no especifica, las enzimas pirofosfatasa y fosfatasa. Algunas 8-
alfa-aminoacidos riboflavinas son liberados de la unidn covalente con otras

enzimas por protedlisis. (Shils, Olson y Shike, 1994; Roche, 1994)

La riboflavina se absorbe principalmente en el intestino delgado proximal, por
medio de un mecanismo de transporte saturable rdpido y proporcional a la dosis
de vitamina. Las sales biliares facilitan la absorcidén; una pequefia porcion de
riboflavina circula en el sistema enterohepético. A bajos niveles de vitamina, la
absorcion puede darse por transporte activo dependiente de sodio vy
fosforilaciones. Una parte de la riboflavina sérica se encuentra unida a la
albumina y en menor cantidad a otras proteinas y moléculas, como las
inmunoglobulinas. Se cree que el paso de la vitamina a la placenta se da por
difusion facilitada a concentraciones fisioldgicas, y por difusién simple a mayores

concentraciones. (Shils, Olson y Shike, 1994; Roche, 1994)

El almacenamiento de riboflavina en el cuerpo es casi inexistente; debido a esto,
la excrecion de la vitamina en la orina refleja la ingesta y catabolismo
degradativo. La riboflavina en fa orina contribuye al color amarillo. Ademds, se

excretan pequefias cantidades de riboflavina en el sudor vy la bilis. En las heces,



la riboflavina encontrada es producto de actividad bacteriana. Durante el
periodo de lactancia se secreta alrededor de 10% de Ia vitamina absorbida, en la

leche. (Shils, Olson y Shike, 1994; Roche, 1994)

En su forma de coenzima, la riboflavina toma parte en reacciones de dxido
reduccion en numerosas vias metabdlicas y en la cadena respiratoria para la
produccién de energia. Las reacciones incluyen transferencias de uno y dos
electrones, deshidrogenaciones dependientes e independientes de nudledtidos de
piridina, reacciones de tio-compuestos, hidroxilaciones, descarboxilaciones
oxidativas, dioxigenaciones y reduccién de oxigeno a perdxido de hidrdgeno. Los
principales estados de dxido reduccidn de las flavocoenzimas se presentan en la

Figura 2. (Shils, Olson y Shike, 1994; Roche, 1994)

La riboflavina participa en reacciones del metabolismo de carbohidratos,
protefnas y grasas. Ademds, participa en la conversién de piridoxina (vitamina
B6) y acido félico a sus formas de coenzima, y en la conversién de triptofano a

niacina. (Shils, Olson y Shike, 1994; Roche, 1994)



Figura 2
Estados oxido-reduccion importantes de las flavocoenzimas en el
organismo. (Shils, Olson y Shike, 1994)
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3. Requerimientos nutricionales y recomendaciones dietéticas
Los requerimientos nutricionales para [a riboflavina no han sido
determinados con precision, por lo que los grupos de investigacién han dado
recomendaciones que cubren las necesidades de toda la poblacién basandose en
la ingesta y gasto energético. Por esta razon, la dosis recomendada es de 0.6

mg / 1000 kCal, lo que da una ingesta diaria recomendada de 0.4 mg/dia - 1.7



mg/dia, para infantes y adultos, respectivamente. Para personas que ingieren
menos de 2000 kCal diarias, se recomienda una ingesta minima de riboflavina de
1.2 mg diarios. Las mujeres embarazadas requieren una ingesta extra de 0.3 mg
diarios y las mujeres en periodo de lactancia requieren una ingesta extra de 0.5
mg diarios para compensar lo que se pierde en la leche. (Tor(in, Menchi vy

Elias, 1996)

4. Fuentes

La riboflavina es una de las vitaminas mas ampliamente distribuidas; se
encuentra en todos los tejidos vegetales y animales, pero son muy pocas las
fuentes ricas en su contenido. Las fuentes mas ricas de riboflavina son ias
levaduras y el higado, pero las més consumidas son la leche, productos ldcteos,
carnes, huevos y vegetales verdes. Los cereales como tales son pobres en
contenido de riboflavina, pero las practicas de fortificacion han superado esta
limitacion y han convertido a los cereales, harinas y productos de panificacién en
una de las principales fuentes de riboflavina. Las fuentes animales son mejor
absorbidas que las vegetales; la riboflavina se encuentra unida a proteinas,
principalmente, pero también puede encontrarse en forma libre. (Shils, Olson y

Shike, 1994; Roche, 1994)



5. Deficiencias
La deficiencia de riboflavina se encuentra generalmente asociada con
deficiencia de otras vitaminas hidrosolubles. Los sintomas producidos por la
deficiencia son: dolor de garganta, hiperemia, edema de las membranas
mucosas de la faringe y boca, queilosis, estomatitis angular, glositis (lengua
magenta), dermatitis seborreica, anemias normocromica y normocitica, prurito,
vascularizacion de la cdrnea y efectos teratogénicos. (Shils, Olson y Shike, 1994

Roche, 1994)

La deficiencia puede ser producto de: ingesta inadecuada, malabsorcion,
desdrdenes que agilizan el paso del bolo fecal, desdrdenes genéticos en la
produccion normal de flavoproteinas, desordenes hormonales (tiroides),

fototerapia y accion de antagonistas. (Shils, Olson y Shike, 1994; Roche, 1994)

6. Antagonistas y sinergistas
Existen diversas drogas que son antagonistas de ia riboflavina. Entre
éstas se encuentran: ouabaina, teofilina, penicilina y acido bérico (rompen unidn
de riboflavina con su proteina transportadora); probenecid (inhibe la absorcién
gastrica y secrecion tubular renal); clorpromazina (andlogo que inhibe
incorporacion al FAD); las fenotiazinas, barbituratos, estreptomicina vy
anticonceptivos orales (influyen la absorcidn o metabolismo de la riboflavina).

(Shils, Olson y Shike, 1994; Roche, 1994)
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La tiroxina y triyodotironina aumentan la sintesis de FMN y FAD. Las drogas
anticolinérgicas aumentan la absorcién de riboflavina, prolongando el tiempo de

contacto con los sitios de absorcidn. (Shils, Olson y Shike, 1994; Roche, 1994).

B. ESTABILIDAD DE LA RIBOFLAVINA EN LOS ALIMENTOS Y

PROCESOS

La riboflavina es inestable a la luz, dlcali y temperaturas altas. También
se producen pérdidas en procesos de lavado, coccion y escaldado de alimentos,
asi como al usar cal para cocer la masa del maiz. La esterilizacién de alimentos
por irradiacion o tratamiento con oOxido de etileno también puede reducir los
niveles de riboflavina. Los procesos de pasteurizacion permiten retener la
riboflavina en los alimentos, y los procesos de fermentacién aumentan su
contenido por la sintesis bacteriana. (Tortn, Menchi y Elias, 1996; Roche,

1994)

La riboflavina es relativamente estable a procesos de horneo; generalmente se
observan retenciones entre el 90 — 100%. En general, dicha estabilidad se ve
afectada por el pH y presencia de ciertos agentes como la grasa. (Harris y

Karmas, 1975; Ranhotra y Gelroth, 1986)
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C. FORTIFICACION DE ALIMENTOS CON MICRONUTRIENTES

La malnutricidn es un problema que ataca a todas las poblaciones en
desarrollo @ nivel mundial. Especificamente, la malnutricién por falta de
micronutrientes es uno de los problemas mds comunes y de mayor impacto al
nivel de salud y economia. La ingesta adecuada y disponibilidad de estos
micronutrientes son bdasicas para la supervivencia, desarrollo mental y fisico,
buena salud y bienestar de todos los individuos y poblaciones. Desde la década
de 1980 se han desarrollado estrategias para eliminar la deficiencia de
micronutrientes en la mayoria de la poblacion. Las estrategias mas
promocionadas son la educacién en nutricion, suplementacién y fortificacion de
alimentos. Lla educacién nutricional es efectiva, pero no es suficiente para
erradicar el problema; la suplementacion generalmente va dirigida a sectores
especificos de poblacidn, y no se aplica a la gran mayoria. Por otro lado, los
programas de fortificacion estan mejor disefiados y tienen la capacidad de llegar
a combatir la deficiencia de micronutrientes en la poblacién que participa del

programa. (Lotfi et a/, Nestel, 1993)

1. Bases conceptuales
Varios términos ameritan ser definidos al hablar de la fortificacién de
alimentos. El término restauracion se refiere a Ia adicidn de nutrimentos a un

alimento para compensar las pérdidas que pudieron darse durante el procesado
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del alimento. La fortificacion de un alimento se refiere a la adicién de nutrientes
a niveles mas altos que aquellos encontrados originalmente en el alimento. Ef
término nutrificacion es sinonimo de fortificacién. El alimento que transporta o
acarrea el nutriente se conoce como el vehiculo de fortificacion; el nutriente a
ser agregado se conoce como fortificante. La fortificacion mdltiple consiste en la
adicion de mas de un fortificante a un mismo vehiculo de fortificacion. (FAO e

ILSI, 1997)

2. Programas de fortificacion

a. Objetivos
Bl objetivo primordial de un programa de fortificacion de alimentos es
incrementar [a ingesta de micronutrientes para mejorar la situacidn nutricional de
la poblacion. La primera consideracién que se debe hacer al planear un
programa de nutrificacion, es la determinacién de la naturaleza y la extension de
las deficiencias nutricionales, la magnitud de los déficit dietéticos respecto a las
recomendaciones dietéticas y la distribucion del problema entre las diferentes
regiones, estratos sociales y grupos de edad. (Arroyave, 1992; AID, 1993; FAO

e ILSI, 1997)
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b. Vehiculo de fortificacion
Una vez establecidos los objetivos del programa, es necesario seleccionar
el vehiculo de fortificacion. Dicha seleccién debe fundamentarse en las
consideraciones siguientes: el vehiculo debe ser un alimento de amplio consumo
en la poblacién objetivo; el consumo de dicho alimento, por persona, debe ser
alto y constante; que la fortificacién de dicho alimento no altere sus propiedades
organolépticas; y, que la adicion del fortificante pueda darse en condiciones

bien controladas. (Arroyave, 1992; AID, 1993; FAO e ILSI, 1997)

C. Nutrientes fortificantes

Luego de seleccionar el vehiculo, debe seleccionarse el tipo de nutriente y
la forma en que sera agregado. Los criterios a tener en cuenta son: naturaleza
quimica y fisica del nutriente, debe asegurar que éste no interactiie
quimicamente con el vehiculo, ni con otros nutrientes en una fortificacion
multiple; los nutrientes deben ser estables al almacenamiento Y procesos de
coccién para asegurar que las personas que los consuman ingieran los niveles
previstos; el tamafio de particula del nutriente debe mezclarse bien con el
vehiculo y no debe separarse; vy, el costo de la adicidn de nutrientes debe
afectar en minimo grado el costo del producto final. (Arroyave, 1992; AID,

1993; FAQ e ILSI, 1997)
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d. Control de calidad
Paralelamente a las consideraciones mencionadas se debe llevar a cabo
un estricto control de calidad del producto a nivel de produccién, distribucién y
venta, para asegurar el cumplimiento de las especificaciones establecidas para el

alimento fortificado. (Arroyave, 1992; AID, 1993; FAO e ILSI, 1997)

La garantia y control de calidad permite aseverar que el alimento fortificado es
sano, no esta adulterado., esta debidamente identificado y satisface las normas
establecidas. Un sistema de control de calidad debe incluir: ensayo de todos los
ingredientes del alimento contra normas de referencia; definicidn de criterios de
calidad, riesgos quimicos, fisicos y microbioldgicos, en el dmbito de la planta de

produccidn; establecimiento de un control de distribucidn. (Nestel, 1993)

El INCAP ha desarrollado un Sistema de Garantia de Calidad para los Programas
de Fortificacion de Alimentos para paises en desarroilo. El Sistema de Garantia
de Calidad (SGC} incluye el aseguramiento que el producto satisfaga las
caracteristicas esperadas y la verificacion y monitoreo por parte del Estado en
centros de produccidn, distribucidn y venta. Al programa de SGC lo
complementa un Sistema de Vigilancia y Evaluacién (SVE) cuyo propdsito es
determinar la calidad de la fortificacién en el ambito de los hogares del
consumidor y determinar el efecto bioldgico en los mismos. Cada etapa de estos

sistemas es un punto critico de control. (Dary et a/ 1998)
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El SGC consta de tres componentes importantes. El primer componente, el
Control y Aseguramiento de la Calidad, es responsabilidad de los productores. El
control de calidad se refiere a las técnicas y acciones usadas para la
documentacién del cumplimiento de los requerimientos técnicos; el
aseguramiento de la calidad se refiere, por otro lado, a la implementacién de
acciones planificadas y peridédicas necesarias para asegurar que se cumplan los
requerimientos de calidad. Tanto el control como el aseguramiento de calidad
deben permitir hacer correcciones rdpidas, y deben quedar documentadas
siempre. Se recomienda que los parametros de calidad de fortificacidn se
introduzcan dentro de los procedimientos rutinarios del control de calidad del
resto de las propiedades del producto; esto hace que sea méas préctico y eficaz.

(Dary et al, 1998)

El sequndo componente del SGC lo conforman [a Inspeccidn y Auditorias de
Calidad en centros de produccion o sitios de importacion, llevadas a cabo por
inspectores de entes del Estado encargados del Control de Alimentos. Por
Inspeccion se refiere a la accién de examinar, medir o verificar las caracteristicas
del producto para compararlos con los requerimientos del mismo. Por Auditorias
de Calidad se refiere a los exdmenes sistemdticos e independientes para

determinar si los pardametros de calidad son congruentes con las disposiciones
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establecidas, y si las mismas han alcanzado los objetivos propuestos. (Dary et

a/, 1998)

El tercer componente del SGC es el Monitoreo, el cual se refiere a la verificacién
periddica de la calidad y etiquetado del producto durante su transporte,
distribucion y venta. Este componente estd a cargo de Unidades de Evaluacion
de la Conformidad o de Defensa del Consumidor, y representa una forma de
asequrar la calidad. Debido a que en muchos paises se centraliza la distribucién
de acciones, se sugiere que las Unidades de Control de Alimentos trabajen

conjuntamente con autoridades locales. (Dary et a/ 1998)

La complementacion al SGC estd dada por el Sistema de Vigilancia y Evaluacion
de Proceso. Este sistema es Util para documentar la evolucién e impacto en la
poblacion de los programas de fortificacion. El SVE debe realizarse por parte de
entidades relacionadas con departamentos de Nutricidn, centros de estadistica,
escuelas publicas, instituciones académicas, instituciones de cooperacién técnica,
entre otras. Para llevar a cabo el SVE, se recomienda recolectar muestras en
hogares de toda la naci6n una vez al afio, y analizar las muestras en un solo
laboratorio para evitar variaciones interlaboratoriales. (Dary ef a/ 1998) Un
ejemplo del éxito de este componente lo representa el Proyecto Escuelas
Centinela, un esfuerzo conjunto del Ministerio de Educacion, el Fondo de las

Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF, por sus siglas en inglés) y el INCAP,
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en el cual se seleccionaron 420 escuelas de todo el pais, donde se seleccionaron
20 estudiantes que proporcionaron muestras de aziicar y sal provenientes de sus
hogares. Las muestras se analizaron en el INCAP, y los resuftados permitieron
establecer los niveles fortificacion del azlicar con vitamina A y de la sal con yodo,
que llegan a los nifios y sus familias por su consumo. (Ministerio de Educacion y

UNICEF, 1996)

3. Fortificacion de harinas de trigo con micronutrientes

El trigo es el cereal mas ampliémente producido a nivel mundial, por lo
que su contribucién a la ingesta energética diaria en el ser humano es
significativa. La principal forma de uso de trigo como alimento es la harina, en
forma de pan, pasta, bizcochos, etc. El grano en su forma natural, contiene
buenas cantidades de tiamina, riboflavina, niacina, piridoxina, vitamina E, hierro
y zinc. Sin embargo, es muy raro que se utilice el grano completo para [a
producciéon de harina; generalmente se remueven el germen y otras capas
exteriores, donde se pierde la mayoria de estos nutrientes, previo al proceso de

molienda. (Arroyave, 1992; OMNI, Roche y USAID)

El porcentaje del grano original utilizado para la harina se llama grado de
extraccion. Las harinas de baja extraccion son mejores vehiculos de fortificacién,
considerando diversas ventajas: tienen un menor contenido de grasas, lo que

las hace menos susceptibles a la oxidadidn y les da una vida media mds larga;
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tienen menos contenido de fibra y acido fitico, los cuales interfieren con la
biodisponibilidad de algunos microminerales; y, son més blancas y uniformes en
textura y en cualidades de coccidn, lo que las hace preferidas para la fabricacion

de pan. (Arroyave, 1992)

El uso de harinas de baja extraccion tiene la desventaja que se pierden altas
cantidades de vitaminas del complejo B, hierro y calcio, respecto al contenido
original. En este descubrimiento se fundamentd el concepto de restauracion,
hace ya varias décadas. Actualmente; la harina de trigo se fortifica con tiamina,
riboflavina, niacina y hierro; en varios paises del mundo también agregan

vitamina A y D, y en los Gltimos afios se introdujo acido fdlico. (Arroyave, 1992)

La implementacidn de practicas de fortificacion en el mundo estd aumentando
dia a dia. Actualmente por lo menos 14 paises tienen leyes de fortificacién de

harinas de trigo con micronutrientes.

La fortificacion de harinas de trigo se lleva a cabo a nivel industrial. En los
molinos se agrega la premezcla de nutrientes, para distribuirla homogéneamente
en la harina. La tecnologia para llevar a cabo la fortificacion en harinas es
relativamente simple. Generalmente se prepara la premezcla que contenga los
micronutrientes que se desean agregar, en las concentraciones adecuadas. Se

prefiere agregar los micronutrientes en forma de premezcla y no individualmente
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porque de esta forma se asegura una distribucion homogénea de los mismos. La
adicion de la premezcla se logra utilizando un dosificador volumétrico, el cual
consiste bdsicamente de un rotor motorizado de velocidad variable. E! rotor gira
dentro del contenedor empujando la premezcla hacia la salida. La cantidad de
premezcla agregada se controla al supervisar la velocidad dei rotor.
Generalmente el dosificador se encuentra cerca del final de Ia linea de molienda,
lo que de algin modo asegura que se mezcle adecuadamente la premezcla cen

la harina. (OMNI, Roche y USAID)

La tiamina, riboflavina y niacina son vitaminas del complejo B, solubles en agua.
Se consiguen a nivel comercial en forma cristalina y pura, listas para agregarse a
la harina de trigo. Su manejo es sencillo y tienen alta estabilidad. (Arroyave,
1992) Generalmente se utiliza mononitrato de tiamina como fuente de tiamina
debido a que es mds estable que el clorhidrato de tiamina. Por otro lado, la
niacina se agrega en forma de niacinamida, debido a que esta carece del efecto
vasodilatador del acido nicotinico en el consumidor. (Ranum, Loewe y Gordon,
1981) Segin diversos estudios, la pérdida de estas vitaminas durante
almacenamiento es nula o insignificante, y ademds, se retienen
satisfactoriamente durante procesos de horneado y coccidn. Por lo tanto, el pan
que ha sido preparado a partir de harina de trigo fortificada, mantiene los niveles

de estas vitaminas. (Arroyave, 1992)
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La riboflavina es una de las vitaminas agregadas a casi todas las harinas y
productos de panificacion, para compensar las pérdidas durante el
procesamiento. También se fortifica con riboflavina la leche, cereales y
productos dietéticos. En los Estados Unidos se exige la fortificacion de panes,
harinas, macarrones, espaguetis, arroz y otras pastas. (AID, 1974; Roche,
1994) En Guatemala se tienen leyes generales de enriquecimiento de alimentos
y leyes especificas de fortificacion de la harina de trigo, las cuales dictan los
niveles requeridos de micronutrientes tanto en harinas importadas como
elaboradas en el pais. La ley General de Enriquecimiento de Alimentos
corresponde al Decreto Gubernativo 44-92, del Congreso de la Republica. Ei
reglamento para la fortificacion de harina de trigo corresponde al Acuerdo
Gubernativo No. 498-93 de la Presidencia de la Repiblica, y establece que el

contenido de riboflavina en la harina de trigo debe ser de 2.5 a 3.5 mg/kg.

En [a Figura 3 se presenta un grafico que ilustra el impacto de las practicas de
fortificacion con tiamina y riboflavina. Se observa que tanto con la tiamina
(vitamina B1) como con la riboflavina (vitamina B2) hubo un descenso en el
porcentaje de deficiencia bioquimica luego de introducir las practicas de
fortificacion. En ambos casos se observa que antes del afio 1944 Jos porcentajes
de deficiencias eran aproximadamente del 18% para tiamina y del 10% para

riboflavina. Después de introducidas las practicas de fortificacion en 1946 para
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ambas vitaminas, los porcentajes de deficiencia bajaron casi al 1%. (OMNI,
Roche y USAID)
Figura 3

Impacto bioquimico del Enriquecimiento de la harina de trigo en
Newfoundland, Canada. (OMNI, Roche y USAID)
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Seglin la Tabla de Composicion de Alimentos del INCAP se encontré que los
valores de tiamina, riboflavina y niacina en pan francés de Guatemala, son de
0.10, 0.07 y 1.26 mg por 100 gramos de porcion comestible, respectivamente; v,
0.13, 0.04 y 0.42 mg por 100 gramos, respectivamente, en el pan dulce. Sin

embargo, estos datos son de un analisis del pan guatemalteco en los afios 60.

(Menchii et &/, 1996)
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D. DETERMINACION DEL. CONTENIDO DE RIBOFLAVINA EN PRODUCTOS

DERIVADQS DE CEREALES

El analisis de micronutrientes en los alimentos se lleva a cabo segtin ia
naturaleza y propiedades de cada uno. Algunos se pueden detectar
colorimétricamente; otros pueden detectarse al utilizar métodos sofisticados,
como cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion espectrofotométrica

0 fluorimétrica. (OMNI, Roche y USAID)

En la actualidad se han desarrollado y evaluado métodos de cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés), para la determinacion
de la mayoria de vitaminas del complejo B. Sin embargo, estas ain no han sido
validadas como métodos oficiales, por la Asociacion de Quimicos Analiticos
Oficiales, AOAC por sus siglas en inglés. Se han logrado desarrollar métodos por
HPLC para la determinacion fluorimétrica simultanea de tiamina y riboflavina; y
métodos de determinacion en la region ultravioleta para niacina. (OMNI, Roche

y USAID; Skurray, 1981; Sadek, 1996; Lawrence, 1984)

Debido a sus propiedades quimicas vy fisicoquimicas, la riboflavina puede ser
determinada por varios métodos. El principal es el método fluorométrico, en el
cual se mide la fluorescencia amariilo-verdosa caracteristica de esta vitamina con
excitacion en los 470 nm y emisién maxima en los 565 nm. El color amarillo de

esta vitamina también hace posible que pueda determinarse fotométricamente.
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El método de lumiflavina se basa en el hecho que al irradiar la riboflavina en
solucién alcalina, se forma lumiflavina, la cual se extrae de la solucién acidificada
con cloroformo, y luego puede determinarse fluorométrica o fotométricamente.
Aparte de estos métodos, también existen métodos microbioldgicos que miden
el crecimiento del microorganismo Lactobacillus caseii dependiente de
riboflavina. El crecimiento de este microorganismo se puede determinar por
titulacion o por mediciones de turbidez.  El método microbioldgico es mas
sensible, pero requiere varios dias para completarse. (OMNI, Roche y USAID;
Roche, 1994) El método oficial de analisis de riboflavina es el 43.039 del ACAC,
“Riboflavin (Vitamin B2) in Foods and Vitamin Preparations — Fluorometric

Method — Final Actior?”. (Williams, 1984, Strohecker and Henning, 1966)

De los métodos anteriormente mencionados se prefiere el método fluorométrico,
debido a que es mas sensible que el fotométrico y se adapta al andlisis de
preparaciones farmacéuticas y de alimentos. El método de lumiflavina es el mas
especifico de los métodos fisicoquimicos y tiene la ventaja de que no hay

interferentes. (Strohecker and Henning, 1966)

La fluorescencia de la riboflavina depende del pH de la solucién asi como de la
concentracién. Las intensidades maximas se obtienen entre pH 6 y 7, pero

generalmente las mediciones se hacen dentro del rango pH 3 a 5, donde la curva
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de intensidad es horizontal, y la intensidad depende sélo de la concentracion.

(Strohecker and Henning, 1966)

Las muestras de alimentos secos deben ser molidas y desgrasadas por extraccion
con éter, y calentadas con acido en un bafio de agua caliente. Luego, las
muestras deben ser digeridas enzimaticamente para remover almidones y gomas
y para convertir todas las flavinas en riboflavina.  Generalmente se agrega la
enzima y se incuba en un bano a 40 - 45°C por el tiempo requerido, segin la
enzima y el tipo de muestra. Previo al andlisis de la muestra, es necesario
purificarla. Esto se puede lograr, al igual que para la tiamina, por cromatografia
de intercambio idnico o utilizando tierra de Fuller. El extracto purificado es
analizado en el fluordmetro. (Strohecker and Henning, 1966) Recientemente,
se desarrollaron los métodos para llevar a cabo la separacion por cromatografia
liquida de alta resolucion al utilizar una columna de fase invertida y un detector

de fluorescencia para la deteccién de la riboflavina. (Speek, 1989)

E. VALIDACION

Los pardmetros de desempefio principales que deben tomarse en
consideracion para la validacion de un método incluyen exactitud, precision,
especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacién y rango lineal,

(Conacher, 1990)
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La exactitud se refiere a la cercania de un valor determinado al valor real
esperado. Generalmente la exactitud se determina por el analisis de materiales
estandar de referencia. Cuando no se dispone de estos estandares, se puede
determinar por medio de ensayos de recuperacion del analito agregado dentro
de un rango de concentraciones adecuadas. Recuperaciones del 70 — 120 % se
consideran aceptables en niveles traza, cerca de las partes por millon.

(Conacher, 1990)

La precision, por otro fado, se refiere a qué tan bien se desempeiia el método
bajo distintas condiciones frecuentemente. Debe considerarse precision
interlaboratorios e intralaboratorios. La precision puede determinarse realizando
multiptes analisis de muestras en distintos niveles en el mismo dia, y en dias
distintos. Dentro de un mismo laboratoric es importante establecer [a precision
intraensayo (durante el mismo dia) y la precisidn interensayo (en dias distintos).

(Conacher, 1990)

La especificidad se refiere a la capacidad del método para medir Unicamente el
analito de interés. El limite de deteccion se refiere a la menor concentracion de
analito que el método puede diferendar del ruido. Generalmente se determina el
limite de deteccién al medir el analito en la matriz a utilizar mas 3 desviaciones

estandar de este nivel. Por otro lado, el limite de cuantificacién se refiere a la
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menor concentracion de analito medida por el método con cierto nivel de
confianza. El limite de cuantificacién se ha definido como el blanco de sustrato
mas 10 desviaciones estandar. De hecho, el limite de cuantificacion debe
considerarse como la concentracion minima que es analizada con una exactitud y
precision aceptables, por el método. Finalmente, el rango lineal del método se
refiere al rango de concentraciones para el cual el detector proporciona una

respuesta lineal. (Conacher, 1990)
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ITI. JUSTIFICACION

A partir de los afios 40 se observd en Estados Unidos y Canadd, una
disminuciéon general en los indices de enfermedad y mortandad por deficiencias
de vitaminas del complejo B debido a la introduccion de practicas de fortificacion.
Desde entonces se inicié la fortificacion de la harina de trigo alrededor del
mundo, incluyendo el drea de Centro América. En los afios 60, en Guatemala se
inicio el programa de fortificacién de harina de trigo con hierro y vitaminas del
complejo B. Ademas, se fortifica actualmente sal con yodo, y aziicar con
vitamina A. Desde 1996, UNICEF, el Ministerio de Educacion y el INCAP, unieron
esfuerzos para determinar la cantidad de yodo y vitamina A que estaba llegando
a la poblacién en Guatemala a través de Ia fortificacion de la sal y del azcar,
respectivamente, por medio del Proyecto de Escuelas Centinela. Sin embargo,
este sistema de vigilancia no se aplico a la fortificacion de la harina de trigo con
hierro y vitaminas del complejo B. Hasta hoy dia, adn no se tiene informacion
sobre los niveles de hierro y vitaminas del complejo B que contiene el pan de
consumo popular en Guatemala, forma principal de consumo de la harina de

trigo.

La carencia de un Sistema de Vigilanda y Fvaluaciéon para la fortificacidon de

harina de trigo, ha interrumpido el proceso de documentacion del éxito de este
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programa de fortificacion y la evaluacion del impacto de los mismos en nuestra
poblacién. Por otro lado, se carece de datos de los niveles de vitaminas B que
llegan a la poblacién guatemalteca a través del consumo de harina de trigo v,
considerando que ésta se consume principalmente como pan, y que la
fabricacién del mismo conlleva un proceso que puede alterar el contenido
original de vitaminas B en la misma, es necesario conocer la cantidad real de

éstas que esta llegando a la poblacion a través del consumo de pan.

A pesar que en la Tabla de Composicion de Alimentos del INCAP hay datos del
contenido de vitaminas B1, B2 y B3 en el pan de Guatemala, estos datos fueron
recabados en la década de los afios 60, tiempo desde el cual han cambiado ios
niveles de vitaminas B agregados a fa harina de trigo, que en ese tiempo se
agregaban en niveles de restauracién, mientras que ahora se realiza a niveles de
fortificacion. Por otro lado, a pesar que no existe literatura al respecto, se ha
notado un cambio general en las propiedades organolépticas del pan, producto
de cambios en las técnicas de panificacion por la introduccién de equipo nuevo,
cambios en las proporciones de los ingredientes y modificaciones en las técnicas
de amasado. Aunque es necesario conocer el contenido real de vitaminas (B1,
B2 y niacina) en el pan, este estudio da prioridad a la determinacién del
contenido de riboflavina en el pan de consumo popular en Guatemala, debido a
que, segun datos no publicados, se sospecha que es una deficiencia que afecta a

la poblacidn gquatemalteca. La informacion obtenida contribuird a la
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documentecion del Sistema de Garantia de Calidad de la fortificacién de la harina
de trigo, asi como a la actualizacion de los datos presentados en la Tabla de
Composicion de Alimentos del INCAP, que permitiré el acceso a informacién de
suma importancia en estudios de nutricién, planificacién de dietas, tratamiento

de enfermedades e investigacion.
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IV. OBJETIVOS

A. GENERALES
» QObtener datos del contenido de riboflavina en muestras de pan frances

y dulce consumido en Guatemala.

B. ESPECIFICOS
» Vadlidar el método analitico para la determinacién de riboflavina en
cereales y productos de cereales por medio de cromatografia liquida de

alta resolucion.

Contribuir a la actualizacién de la Tabla de Composicion de Alimentos

Y/

del INCAP por medio del andlisis del pan preparado actualmente en las

panaderias populares de Guatemala.

» Estimar la cantidad de riboflavina que llega a la poblacién guatemalteca

por medio del consumo de pan francés y dulce.
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V. HIPOTESIS

El valor real de riboflavina en el pan francés y dulce de Guatemala es

mayor al reportado en la Tabla de Composicién de Alimentos de! INCAP de 1996.
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VI. TRABAJO EXPERIMENTAL

A. MATERIALES Y METODOS
Los materiales y métodos utilizados se describen en la seccion de

apéndices, Apéndice 2.

B. VALIDACION

1. Matrices
El método se valido para las siguientes matrices: harina de trigo, pan

francés y pan dulce.

2. Parametros evaluados

a. Linealidad, curva de calibracion
Se determino la curva de calibracién al preparar 11 soluciones de
riboflavina en acido sulfurico 0.1 M, de concentraciones conocidas (0.000, 0.002,
0.004, 0.008, 0.012, 0.020, 0.04, 0.08, 0.12, 0.20 y 0.32 pg/mL) e inyectar cada
una en duplicado en el cromatografo bajo las condiciones mencionadas en el
Apéndice 2. Se graficaron las respuestas obtenidas, como altura del pico en am
(£0.05cm) en funcion de la concentracion en pg/mL, y se calculd ia recta de

regresion, asi como el coeficiente de correlacion, por el método de minimos
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cuadrados. Se escogieron estas concentraciones de acuerdo a los niveles de
riboflavina esperados en la harina de trigo, que corresponde a 0.13 ug/mL
inyectados, que equivale a 4mg/kg que contiene la harina. Sin embargo, en los
andlisis prefiminares también se corrid una curva, analizada de la misma forma
que la anterior, que abarca el rango de 0 — 1.0 pg/mL (0.0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6,
0.8y 1.0 pg/mL), rango que permite el andlisis de harinas compuestas y galleta

nutricionalmente mejorada que contengan hasta 3mg riboflavina/100 g muestra.

b. Exactitud
Se analizé la muestra estandar de referencia, VMA-399, de Asociacién
Americana de Quimicos de Cereales (AACC, por sus siglas en inglés) para
determinar el contenido de riboflavina. La exactitud se calculé como porcentaje
de recuperacién con base en el dato proporcionado en el Certificado (Apéndice

5).

%Recuperaciéon = __ Concentracidn obtenida * 100
concentracion reportada en certificado.

C. Precision
Intraensayo: Se analizé una misma muestra de cada matriz (harina de
trigo, pan francés y pan dulce) 6 veces, durante dos dias distintos, y se calcuié el

coeficiente de variacion durante el dia.
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Interensayo: Se analizé una muestra de cada matriz (harina de trigo, pan
francés y pan dulce), en duplicado, en tres dias distintos y se calculd el

coeficiente de variacion del promedio de los resultados de los tres dias.

d. Limite de deteccion
Se corrieron tres blancos de reactivos, en triplicado, y 10 puntos de
distintas concentraciones de riboflavina (0.002, 0.004, 0.008, 0.012, 0.020, 0.04,
0.08, 0.12, 0.20 y 0.32 nug/mL). Se midié la altura de la linea base en los
blancos (ruido, R), y del pico de riboflavina (sefial, S). En una gréfica de
sefalfruido (S/R) vrs. concentracion de riboflavina, se calculd la recta de
regresion y el coeficiente de correlacién por el método de minimos cuadrados, y

con esto se calculé LD cuando razén S/R = 3.

e. Limite de cuantificacion

Se determind junto con el LD, cuando razdn S/R = 10.

C. TRABAJO DE CAMPO
En el Apéndice 3 se presentan detalladamente las instrucciones de muestreo vy el
manejo de muestras en el laboratorio. Para la distribucion de muestras se usé el

Apéndice 4.
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Parametro Caracterizacion
Unidad de Pan frances y pan dulce

muestreo
Tamaiio de 10

muestra

Muestra simple

2 tiras de pan franceés, 10 pirujos o 10 desabridos; 10
panes dulces surtidos o 10 panes dulces tostados. En

cada departamento se tomaron 8 muestras simples en

total.
Muestra Se hizo un “pool” de 16 panes tomando 2 panes de cada
compuesta tipo, de cada una de las muestras simples. Al final se
contd con una muestra compuesta de pan francés y una
de pan dulce, por departamento. En Guatemala se
hicieron 3 muestras compuestas.
Nimero de 10 muestras compuestas analizadas.
muestras
compuestas

Distribucion de

muestras

De la cabecera de cada departamento, exceptuando
Quiché donde se muestre Chichicastenango por
accesibilidad, se muestrearon 8 panaderias, tomando una
muestra simple de cada una. En total, se muestrearon 19

departamentos, exceptuando al Petén y Huehuetenango,
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para tener un total de 152 muestras simples. La
distribucion y ponderacién final de las muestras analizadas
estd basada en diversos aspectos seg(in el departamento:
Guatemala, por ser el departamento con mayor poblacién
Yy consumo aparente de pan, Quetzaltenango por ser la
segunda ciudad del pais con mayor poblacién, Izabal por
ser frontera con Honduras y Belice, San Marcos por ser
frontera con México, Jalapa por ser frontera con El
Salvador, Suchitepéquez representa la Costa Sur y Quiché

y Baja Verapaz representa la regién norte del pais.

Analisis estadistico

Promedio, desviacion estandar, coeficiente de variacion y

regresiones lineales.
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VII. RESULTADOS

A. VALIDACION

1. Curva de calibracién

En la Figura 4 se puede observar una grafica que muestra la relacién
existente entre [a respuesta obtenida (en cm%0.05cm) vy la concentracion de la
solucién inyectada (1g/mL), para el rango de 0 — 0.32 pg/mL. Los resuftados en
el Cuadro 4 muestran en detalle los datos utilizados para construir la gréfica. El
coeficiente R = 0.9965 indica que la curva obtenida es lineal, y que por ende,
la respuesta obtenida es directamente proporcional a la concentracién inyectada,
en este rango de concentraciones, que es el rango de trabajo escogido con base
en lo esperado en la harina de trigo.  Puede observarse ademds, que el

intercepto en el eje de las ordenadas es casi cero, lo que confirma |2 linealidad.

En la Figura 5 y Cuadro 5 se muestran datos similares para una curva de
calibracion en el rango de 0 — 1.0 pg/mk. Se puede ver, tomando en cuenta el
R> = 0.9971, que la respuesta es lineal hasta 1.0 ug/mb. Esto permite la
deteccion de riboflavina en matrices que tengan mayor contenido que Ia harina,

como lo son las harinas compuestas y la galleta nutricional.
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2. Exactitud

Segun los datos mostrados en el Cuadros 6, el porcentaje de recuperacion
del método, al utilizar el VMA-399 fue de 98 + 4%. Puede decirse que este es
un método exacto, teniendo en cuenta que los indices de exactitud

recomendables oscilan entre el 70 y 120% de recuperacion.

3. Precision

El coeficiente de variacidn intraensayo para el método en harina fue de 3
+ 1%, para pan francés 2.4 £ 0.5 %, y para pan dulce 10 £ 4 %. Los datos se
presentan en los Cuadros 7, 8 y 9. Al comparar los coeficientes de variacion
intraensayo obtenidos, con los que se reportan en el certificado de la muestra
estandar de referencia, puede verse que el método analitico analizado tiene una
presicion intraensayo bastante aceptable. En general puede observarse que el
método presenta un mayor coeficiente de variacion para el pan dulce que para la
harina o el pan francés. En parte, esto se debe a la amplia gama de ingredientes
y aditivos que lleva la preparacion del pan dulce, incluidos azlicar y royal. Esto
hace que las muestras presenten mayor heterogeneidad y haga més dificil la

parte de homogenizado.

Por otro lado, los coeficientes de variacion interensayo, obtenidos para harina de
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pesar que estos coeficientes de variacion son mayores que los de la precision
intfraensayo, siguen siendo aceptables, sobre todo considerando las

concentraciones trabajadas y la heterogeneidad de las muestras.

4. Limites de deteccion y cuantificacion

£l Cuadro 14 y las Figuras 6, 7 y 8 presentan los datos utilizados para
calcular los limites de deteccién y cuantificacién. En primer lugar es importante
observar la Figura 7, donde un estandar de riboflavina es inyectado. El tiempo
de retencion y region de elucion del pico es distintivo. No existen interferencias
de la fase movil que coeluyan con el mismo. Al observar la Figura 8, una
inyeccién de blanco de reactivos, se observa que en dicha regidn no existe
ningdn pico. Por lo tanto, el tiempo de retencion donde eluye el pico de la
riboflavina es especifico para este compuesto, Al medir el alto de la linea base
en el blanco de reactivos, se obtiene lo que se le lama ruido. Ideaimente esta
medicién se realiza al usar blancos de matriz, pero como se menciono
anteriormente, en el caso de la harina no se pueden conseguir blancos reales de
matriz, pues el trigo contiene riboflavina intrinseca, y cuanto retiene en el
proceso de secado y molienda de harina depende de muchos factores. En este
estudio se corrobord lo mencionado anteriormente en una prueba donde se
analizaron muestras de harina de trigo sin fortificar y harina de trigo fortificada.
Los resultados se presentan en el Apéndice 4, y comprueban que es mejor

utilizar un blanco de reactivos que un blanco de matriz, debido a que las




concentraciones de riboflavina en la matriz no son constantes. Ademas, puede
verse en la Figura 9, que efectivamente aparece el pico de la riboflavina

intrinseca en la regidn de interds.

Luego se midio la sefial, la altura de los picos de cada concentracién, como se
muestra en la Figura 7. Al tabular los datos, se calcularon las razones
sefial/ruido (S/R) y se obtuvieron los datos del Cuadro 13, con los cuales se
construyd la Figura 6. Por el método de minimos cuadrados se calculd Ia recta
de regresion y el coeficiente de correlacion, R? = 0.9963, lo cual por ser lineal,
permitid hacer una intrapolacién para calcular los limites de deteccién cuando

S/R = 3, y de cuantificacion cuando S/R = 10.

Al observar ambos limites, podemos aseverar que e! método es sumamente
sensible y detecta concentraciones hasta de 0.024ng/ml., equivalentes a
0.007mg/100 g de muestra molida. El método es capaz de cuantificar a partir de
concentraciones de 0.093 pg/ml, equivalentes a 0.028mg/100g de muestra, y
muy probablemente se puedan cuantificar con un poco menos de exactitud,
concentraciones menores.  Considerando que [a harina de trigo contiene
aproximadamente 4 mg de riboflavina/kg de muestra (0.4 mg/100 g de
muestra), se puede decir que el método es suficientemente sensible para

cuantificar riboflavina en esta matriz.
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a. Rango
El rango de trabajo, como se menciond previamente, fue de 0 a 0.32
ug/mL.  Se escogid basandose en los niveles de riboflavina esperados en Ia
harina de trigo. Sin embargo, como se observa en el Cuadro 5, este rango
puede ser ampliado hasta, por lo menos 0 — 1.0 pg/ml, para poder trabajar
otras matrices como las harinas compuestas y galleta nutricional.
Cuadro 1

Resumen de los parametros de la validacion del método para ia determinacién de
riboflavina para harina de trigo, pan francés y pan dulce

Parametro Resultado
Curva de calibracion
(0-0.32 ppm) Y = (22.4 £ 0.3) X — (0.007 + 0.028)
R? = 0.9965°
Exactitud Estdndar VMA-399: 98 + 4 %
Intraensayo Interensayo
Precision (CV.£D.S.) (CV)
Harina de trigo 3+1% 8.0 %
Pan francés 24+0.5% 12.28 %
Pan dulce 10+4% 9.5 %

Limite de deteccion

0.024 ug/mL (0.007 mg/100g muestra)

Limite de
cuantificacion 0.093 pg/mL (0.028 mg/100g muestra)
Rango 0 ~0.32 ug/mL

? Y corresponde a la altura de! pico en cm, y X a la concentracién de riboflavina en ng/mL.
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B. Analisis del pan francés y dulce consumido en Guatemala

En el Cuadro 2 se presentan los resultados del contenido de riboflavina en
el pan francés y dulce de Guatemala, por departamento analizado.
Cuadro 2

Contenido de riboflavina en el pan de consumo popular en Guatemala: pan
francés y dulce

Concentracion de riboflavina
(mg/100g de porcion comestible)

Departamento Pan francés Pan dulce
Guatemala 1 0.167 £ 0.005 0.13+0.04
Guatemala 2 0.180 + 0.003 0.15+ 0.03
Guatemala 3 0.189 + 0.006 0.17 £ 0.02

Quetzaltenango 0.219 + 0.007 0.23 + 0.02

Quiché 0.222 + 0.007 0.21 £+ 0.03

Baja Verapaz 0.240 + 0.01 0.20 £ 0.008

Izabal 0.184 £+ 0.003 0.18 £ 0.03

San Marcos 0.200 £ 0.005 0.21 £+ 0.03

Suchitepéquez 0.195 £ 0.005 0.14 + 0.04

Jutiapa 0.208 + 0.007 0.16 £ 0.02

Promedio £ D.S. 0.20 £ 0.02 0.18 = 0.03
Promedio £ LC95% 0.20 + 0.02 mg/100g 0.18 + 0.02 mg/100g
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Cuadro 3

Comparacion del contenido de riboflavina en el pan de consumo popular en
Guatemala, pan francés y dulce, respecto de lo reportado en la Tabla de
Composicion de Alimentos de INCAP en 1996

Contenido de riboflavina mg/100 g de porcién comestible

Contenido Contenido reportado en la Magnitud del

actual* (n = 10) TCA-1996 incremento

(veces vy %)
Pan francés 0.20 £ 0.02 0.07 2.9 veces, 186%
Pan duice 0.18 £ 0.02 - 0.04 4.5 veces, 350%

* Muestras compuestas

C. Observaciones durante la colecta de muestras

En cada departamento donde se colectaron muestras se
observaron particularidades que pueden influenciar los resultados obtenidos. En
el departamento de Guatemala se analizaron 3 muestras, debido a que el mayor
porcentaje de los guatemaltecos vive en la capital. De estas tres muestras
compuestas, se observan diferencias en los niveles de riboflavina, las cuales
pueden derivarse de varias fuentes: diferencia en los ingredientes utilizados

para hacer el pan y diferencia en el contenido de harina del pan.

En Quetzaltenango se observaron factores culturales y comerciales importantes,

como la produccién de panes tradicionales del departamento como las “shecas”,
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un tipo de pan dulce que contiene anis, y que no se encuentra con facilidad en
otros departamentos; ademas, se pueden encontrar importantes industrias
panificadoras como Xelapan, cuyo mercado e influencia tiende a expanderse y a

“sobrepoblar” la region.

En El Quiché se muestreé Chichicastenango, no Santa Cruz del Quiché, la
cabecera, principalmente por la accesibilidad. En Chichicastenango se da el
mismo fendémeno que en Quetzaltenango: un grupo de panificadoras distribuyen
su pan al resto de “panaderias”, las cuales incluso, se pueden encontrar en dia
de mercado, dentro de los locales. Se encontrd que en dicha poblacidn no se
produce el pan francés com(n, de dos “bolitas”, ni el pirujo o desabrido, sino que
se produce el pan francés en presentacion de bollo o de pan redondo. Esto, por
lo tanto, puede representar un factor cultural que da como resultado una

homogeneidad en el contenido de riboflavina en el pan.

En Izabal se encontrd otra diferencia culinaria referente a [a calidad del pan. En
este departamento se produce el pan de coco, el cual se consume casi tanto
como el pan francés. Sin embargo, los ingredientes no son los mismos al francés
comun. Por tanto, las variaciones encontradas en este departamento pueden ser

producto de variaciones en férmula de pan.
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San Marcos representa los departamentos que tienen frontera con México. Es
importante tener datos de este departamento debido a la posibilidad de
importacién o contrabando de harinas mexicanas. Se escogié San Marcos en

fugar de Huehuetenango, por su accesibilidad.

En Suchitepéquez, al igual que Retalhuleu, Escuintla y Santa Rosa, se caracteriza
por ser muy caluroso y himedo. Es muy probable que dichos factores
atmosféricos afecten la produccién del pan. Se encontraron variaciones
interesantes en los tipos de pan, sobretodo en el pan francés. En la mayoria de
panaderias se podia pedir pan francés en “rosca”, una modificacién del
desabrido. En cuanto al pan dulce, casi no se vio pan tostado, sino que la

mayoria era pan de manteca y pequefio.

A pesar de las diferencias observadas, es necesario hacer mencion de la
homogeneidad general de los valores de niveles de riboflavina determinados en
toda la Repiblica. Con esto se quiere hacer notar que los valores de riboflavina
en el pan de consumo popular en Guatemala son muy similares en todos los

departamentos.
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VIII. DISCUSION

En el Cuadro 2 puede observarse que el contenido de riboflavina en el pan
francés de Guatemala es de 0.20 + 0.01 mg/100 g de porcién comestible,
mientras que el pan dulce contiene 0.18 + 0.02 mg/100g de porcion comestible,
[o cual indica que el nivel de riboflavina es similar. Esto se corrobora al observar
el Cuadro 22 y Apéndice 6, donde se indica que seglin lo que se analizd en este
estudio, el pan francés pierde aproximadamente 34% de la riboflavina, y el pan
dulce cerca del 30%; considerando Ia\composicién de los mismos, estos
porcentajes de retencion explican [a similitud en los resultados. También se
observa que se dan los resultados del contenido de riboflavina en el pan francés
y dulce para cada departamento analizado. Al hacer un analisis visual
comparativo de los niveles de riboflavina en el pan de los distintos
departamentos, agrupandolos segun similitud de climas, se puede ver aungue
existen diferencias individuales, no existe una relacion entre la concentracién

obtenida y el clima del departamento.

En el caso del contenido de riboflavina, por ser una vitamina hidrosoluble,
fotosensible y termosensible, podria esperarse que los niveles de la misma
fueran menores en los departamentos mas calurosos. Sin embargo, esta
diferencia no es notoria. Es importante recalcar que, para verificar si existe

diferencia significativa entre los resultados de los departamentos, debe hacetse
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un muestreo representativo de todo el departamento. En este caso el muestreo
no es representativo para hacer una comparacién estadistica, puesto gue sdlo se

muestrearon las cabeceras departamentales.

Comparando los niveles obtenidos para los departamentos de Guatemala, Baja
Verapaz y Suchitepéquez, los cuales no tienen fronteras con otros paises, con
San Marcos (frontera con México), Jutiapa (frontera con El Salvador) e Izabal
(frontera con Belice y Honduras), se puede ver que las variaciones en los niveles
de riboflavina son bajas. Considerando que los paises vecinos mencionados

también fortifican sus harinas, los resuitados obtenidos tienen sentido.

Por otro lado, en el Cuadro 3 se puede observar la diferencia existente entre el
contenido de riboflavina en el pan de consumo popuiar actual, y el contenido de
fa misma reportado en la Tabla de Composicién de Alimentos de INCAP de 1996
(TCA). Se observa que los niveles son distintos a los reportados, 1o que refuerza
la necesidad de actualizar los datos respecto del contenido de esta vitamina en el
pan. Lla actualizacion de la Tabla de Composicion de Alimentos de INCAP
proporcionara a sus usuarios esta informacién respecto de los niveles de
riboflavina encontrados en el pan francés y dulce, y sus usuarios podran hacer
uso de ella a su mejor conveniencia. En términos generales se dio un

incremento de 2.9 veces en el pan francés, y de 4.5 veces en el pan dulce,
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respecto a lo determinado en la década de los 60, tiempo en el cual se

obtuvieron los datos de la TCA-1996.

Dicho incremento puede deberse a varias razones, pero la principal y de mayor
interés y beneficio para la poblacion fue la introduccién de practicas de
fortificacidn de la harina de trigo con una variedad de micronutrientes, incluidas
las vitaminas del complejo B. Si bien es cierto que anteriormente se agregaban
dichas vitaminas a la harina, es importante recordar que los niveles agregados
eran los adecuados para restaurar el contenido original de las mismas en el trigo.
Ademas, no se confirmd el cumplimiento de la fortificacion durante afios. Sin
embargo, a partir de la década de los 90’s, se cambid la restauracién por la
fortificacién, agregando mayores cantidades a las que originalmente contenia el
grano. Es a partir de este punto donde los niveles de dichas vitaminas, y
especificamente la riboflavina, en la harina de trigo y productos derivados
cambia drasticamente. Considerando que la harina de trigo se consume
principalmente en forma de pan, surge la necesidad de determinar cuales son los

niveles reales de riboflavina que llegan a la poblacion.

La ingesta diaria de riboflavina recomendada por el INCAP es de 0.4 mg/dia - 1.7
mg/dia, para nifios y adultos, respectivamente. En el Cuadro 20 puede
observarse qué porcentaje de la Ingesta Diaria Recomendada (IDR) de

riboflavina estd obteniendo un adulto promedio en cada departamento analizado
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de Guatemala, por el consumo de pan. Los datos detallados para el pan francés
y dulce, por separado, pueden verse en los Cuadros 18 y 19, respectivamente.
Se ohserva en el Cuadro 20, sin embargo, que en promedio, un adulto ingiere el
5.82 + 2.67% de la IDR de riboflavina a través del consumo de pan. Puede
verse que en Izabal y Guatemala el pan aporta entre 8 — 10% de la IDR; en
Suchitepéquez, Jutiapa y Quetzaltenango entre el 4 — 5%, y en Quiché, Baja
Verapaz y San Marcos se obtniene un aporte del 3 % de la IDR de riboflavina a

través del consumo de pan.

Este puede verse como un porcentaje bajo, si se considera que datos no
publicados indican que en ciertos grupos de poblacion en Guatemala hay
deficiencia de riboflavina. Sin embargo, estos porcentajes se calcularon con base
en los datos publicados por el Instituto Nacional de Estadistica, INE, en la
Encuesta Nacional de Consumo Aparente de Alimentos, 1991. En esta encuesta
se proporcionan datos del consumo aparente, en gramos de pan/per capita/ dia,
datos presentados en el Apéndice 4. Considerando que son datos aparentes y
observando el Cuadro 21 {donde se calcula que una persona se come
aproximadamente 1 francés y 1 pan dulce diario), puede verse que es muy
probable que en la realidad, una persona normal ingiera mas de lo que se

presenta en el Cuadro 21.
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Analizando el aporte de riboflavina por el pan a la dieta, y considerando que se
pierde ente el 30 y 35% de la riboflavina en los procesos de manufactura del
pan, se puede considerar una seria revision a las normas de fortificacion. A pesar
que se trata de un cdlculo tedrico, conocer qué porcentaje de la IDR de
riboflavina aporta el pan francés y dulce, aunque sea bajo, puede servir para
planeamiento de futuros proyectos para combatir la deficiencia de dicha
vitamina. Esto puede lograrse aumentando los niveles de riboflavina con los
cuales se fortifica [a harina, aumentando el contenido de harina en el pan

consumido, 0 ambos.
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IX.  CONCLUSIONES

El método analitico utilizado para la determinacion del contenido de
riboflavina en harina de trigo, pan francés y pan dulce, es un método
lineal en el rango de 0 a 1.0 ug/mL, lo que permite el andlsis de diversos
alimentos derivados de cereales y otras matrices similares como la harina
de trigo, harinas compuestas y galleta nutricional. El valor de 1.0 pg
riboflavina/mL equivale a una concentracion de 3.0mg/100g, pesando 10

gramos de muestra.

El método utilizado es un método exacto, puesto que presenta porcentaje

de recuperacidn de 98 £ 4 %, el cual cae dentro del rango de 70 — 120%

que describe un método exacto y aceptable.

El método analitico utilizado para la determinacién de riboflavina tiene una
precision intraensayo de 3 + 1%, para harina de trigo, 2.4 £ 0.5 %, para
pan francés, y 10 + 4 % para pan dulce. Su precision interensayo es del
8 % para harina de trigo, 12.28 % para pan francés, y 9.5% para pan

dulce.
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El método desarrollado permite la cuantificacion de riboflavina en
muestras 0 matrices cuyo contenido de riboflavina sea igual o mayor a_
0.028 mg/100g muestra, equivalentes a 0.093 pg/mL inyectados; el
método detecta la presencia del analito en muestras cuyo contenido sea
tan bajo como 0.007 mg/100g muestra, equivalentes a 0.024 ng/mL
inyectados. Los limites de deteccion y cuantificacion permiten
perfectamente el analisis de alimentos con una amplia gama de contenido

de riboflavina.

El contenido de riboflavina en el pan francés de Guatemala es de 0.20 £
0.01 mg/100 g de porcidn comestible, mientras que el pan duice contiene
0.18 £ 0.02 mg/100g de porcidn comestible. Los resuitados representan
un incremento en el contenido de riboflavina de 2.9 veces en el pan
francés, y de 4.5 veces en el pan dulce, respecto al contenido de dicha
vitamina en el pan reportado en la Tabla de Composicion de Alimentos de

INCAP de 1996 (TCA).

El consumo de pan francés per cdpita por dia proporciona un 2.92 % de la
ingesta diaria recomendada para riboflavina, en tanto el pan dulce
proporciona 2.93 % de la misma. Teniendo en cuenta el consumo de pan
aparente por persona por dia, puede decirse que un adulto promedio

obtiene 5.82 £ 2.67 % de la dosis diaria recomendada de riboflavina por
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el consumo de pan popular, pan francés y duice.

Segun cdlculos tedricos, los procesos de manufactura del pan hacen que
se pierda cerca del 34 % del contenido original de riboflavina en el pan
francés, y cerca de 30 % en el pan dulce. Esto hace necesaria una
evaluacion para determinar las pérdidas reales de esta vitamina en

productos de panificaciéon que usan harina de trigo fortificada.
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X. RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos deben trasladarse a los encargados de la base
de datos de Composicion de Alimentos de INCAP para su actualizacién.

Se recomienda aumentar los niveles de fortificacion con riboflavina en
harina de trigo para elevar el aporte de la IDR proporcionado por el
consumo de pan.

Se recomienda analizar otros alimentos fortificados para estimar el aporte
de la IDR de riboflavina por el consumo de los mismos.

Se recomienda evaluar la estabilidad de la riboflavina en otros alimentos
fortificados para establecer los niveles reales que llegan a la pobladén a

través de su consumo.
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Cuadro 4
Datos para fa obtencion de la curva de calibracién de riboflavina 0 — 0.32 ng/mL
Concentracion de riboflavina Altura del pico
(ug/mL) (£ 0.05 cm)

0.00 0.00
0.002 0.00
0.004 0.00
0.008 0.00
0.012 0.40
0.020 0.55
0.040 0.90
0.080 1.65
0.120 2.90
0.200 4.45
0.320 ‘ 7.10

Y = (22.4%0.2) X - (0.0069+/-0.0278)°

R? = 0.9965

Y corresponde a la altura del pico en cm, y X a la concentracion de
riboflavina en pg/mL.




Cuadro 5
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Datos para la obtencion de la curva de calibracién de riboflavina 0.0 — 1.0 ng/mk

Concentracién de riboflavina Altura del pico
(ng/mbL) (£0.05cm)
0.0 0.0
0.1 1.3
0.2 2.4
0.4 54
0.6 8.4
0.8 10.3
1.0 13.7

Y = (13.6% 0.2) X — (0.087+ 0.19)°

R? = 0.9971

Y corresponde a la altura del pico en cm, y X a la concentracion de

riboflavina en pug/mi.

Cuadro 6
Exactitud del método analizando el estandar de cereals VMA-399
Concentracion experimental Exactitud
(mg/100g) (% Recuperacion)
6.04 101.13
5.51 92.29
5.89 098.61
5.89 98.61

Concentracion esperada: 5.97 mg/100g

Promedio £ D.S.: 98 + 4 %

CV.=4%




Cuadro 7
Variacién intraensayo del método para harina de trigo

No. Muestra Concentracion de riboflavina
(ma/kg )°

1 3.64 3.67

2 3.87 4.11

3 3.76 4.00

4 3.72 4.02

5 3.90 3.90

6 3.76 4.07
Promedio 3.77 3.96
D.S. 0.09 0.15
C.V. 24 % 3.7%

Promedio CV.= D.S.: 3 + 1%

® Cada dato es promedio de dos inyecciones

Cuadro 8
Variacion intraensayo del método para pan francés, en base fresca
No. Muestra Concentracion de riboflavina (mg/100g )?
1 0.209 0.218
2 0.209 0.211
3 0.214 0.227
4 0.215 0.227
5 0.220 0.227
6 0.220 0.227
Promedio 0.215 0.223
D.S. 0.004 0.006
C.V. 2.08 2.77

Promedio C.V.£ D.S.; 2.4 + 0.5 %

® Cada dato es promedio de dos inyecdones




Cuadro 9

Variacién intraensayo del método para pan dulce, en base fresca

No. Muestra Concentracion de riboflavina (mg/kg )?
1 0.17 0.16
2 0.19 0.21
3 0.19 0.19
4 0.15 0.17
5 0.19 0.15
6 0.18 0.22
Promedio 0.18 0.18
D.S. 0.01 0.02
C.V. 7.8 12.9
Promedio C.V.+ D.S.: 10+ 4 %
? Cada dato es promedio de dos inyecciones
Cuadro 10
Variacién interensayo del método para harina de trigo
Concentracion de riboflavina
(mg/kg )
Dia 1 Dia 2 Dia 3
3.6 3.30 3.01
3.8 3.30 3.01
3.6 3.37 3.08
3.8 3.37 3.08
Promedio: 3.3 Promedio: 3.33 Promedio: 3.05
D.S.: 0.1 D.S.: 0.04 D.S.: 0.04

Promedio = D.S. : 3.4 + 0.3 mag/kg

C.V del promedio: 8.0%




Cuadro 11

Variacion interensayo del método para pan francés

Concentracion de riboflavina

(mg/100g)
Dia 1 Dia 2 Dia 3
0.26 0.17 0.18
0.21 0.19 0.21
0.22 0.19 0.16
0.23 0.19 0.16
Promedio: 0.23 Promedio: 0.18 Promedio: 0.18
D.S.: 0.02 D.S.: . 0.01 D.S.: 0.02
Promedio + D.S. : 0.20 + 0.02 mg/100g
C.V del promedio: 12.28 %
Cuadro 12
Variacion interensayo del método para pan dulce
Concentracion de riboflavina
(mg/100g)

Dia 1 Dia 2 Dia 3

0.16 0.16 0.13

0.21 0.17 0.18

0.21 0.21 0.18

0.21 0.13 0.15

Promedio: (.20 Promedio: 0.17 Promedio: 0.16
D.S.: 0.02 D.S.: 0.03 D.S.: 0.02

Promedio £ D.S.: 1.7 £ 0.2 mg/100g

C.V del promedio: 9.5 %
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Cuadro 13
Datos para el calculo de limites de deteccidn y cuantificacion
Concentracion (ug/mL) Razon Sefial / Ruido (adimensional)®
0.002 1.2
0.004 1.3
0.008 1.4
0.012 1.9
0.020 2.45
0.040 9.1
0.080 7.7
0.120 13.5
0.200 20.8
0.320 33.1
Y=(102 £ 1) X+ (0.6 £0.2)
R” = 0.9963

Limite de deteccion : Razén S/R = 3 = 0.024 ug/mL

LD equivale a una concentracién inicial de 0.07 ma/kg o 0.007mg/ 100g

Limite de cuantificacion : Razén S/R = 10 = 0.093 ng/mL

LD equivale a una concentracion inicial de 0.28 mg/kg o 0.028mg/100g

? Cada dato es promedio de dos inyecciones
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Porcentaje de humedad y peso promedio del pan francés

Departamento Porcentaje de humedad Peso promedio de cada
pan = D.S. (g) @
Guatemala 1 25.1 28.1 £ 0.9
Guatemala 2 27.4 28,1 £ 0.9
Guatemala 3 254 28.1 £ 0.9
Quetzaltenango 18.7 28+ 5
Quiché 18.4 42+ 5
Baja Verapaz 23.8 26+ 3
Izabal 25.9 33+£3
San Marcos 20.7 No hay dato
Suchitepéquez 26.2 56 + 4
Jutiapa No hay dato 29 + 2
Promedio + D.S. : 24+ 3 % 33+ 10g
Promedio + LC95%: 24+ 2% 33+7¢

? Cada dato es promedio de cuatro datos

Cuadro 15

Porcentaje de humedad y peso promedio del pan dulce

Departamento Porcentaje de humedad Peso promedio de cada
pan £ D.S. (g) ®

Guatemala 1 13 35.7£0.1

Guatemala 2 12 35.7+ 0.1

Guatemala 3 12 35.7+0.1
Quetzaltenango 14 375
Quiché 19 41+ 5
Baja Verapaz 12 29 £ 3
Izabal 16 32+ 2

San Marcos 6 No hay dato
Suchitepéquez 12 50+ 5
Jutiapa 11 43 + 2
Promedio = D.S. : 13+ 39 38+6g
Promedio + LC95%: 13+ 39% 38+x4¢g

® Cada dato es promedio de cuatro datos
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Niveles de riboflavina en el pan francés y dulce de Guatemala, base seca

Concentracién de riboflavina
(mg/100g de porcién comestible)

Departamento Pan francés Pan dulce
Guatemala 1 0.219 + 0.006 0.14 + 0.04
Guatemala 2 0.235 +0.003 0.17 £ 0.04
Guatemala 3 0.247 + 0.008 0.19 £ 0.02

Quetzaltenango 0.286 + 0.009 0.26 £ 0.02

Quiché 0.291 +0.009 0.24 £ 0.03
Baja Verapaz 0.31 +0.02 0.23 + 0.01
Izabal 0.241 + 0.004 0.20 + 0.03

San Marcos 0.261 + 0.006 0.249 + 0.03
Suchitepéquez 0.255 + 0.006 0.16 + 0.05
Jutiapa 0.27 £0.01 0.18 £ 0.02
Promedio + D.S. 0.26 £ 0.02 0.20 £ 0.04

C.V. 10.69 % 19.16 %

Promedio + LC95%

0.26 + 0.02 mg/100g

0.20 £ 0.03 mg/100g
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Niveles de riboflavina en el pan francés y dulce de Guatemala, base hiimeda

Concentracion de riboflavina
(mg/100g de porcion comestible)

Departamento Pan francés Pan dulce
Guatemala 1 0.167 £+ 0.005 0.13 + 0.04
Guatemala 2 0.180 = 0.003 0.15 + 0.03
Guatemala 3 0.189 + 0.006 0.17 + 0.02
Quetzaltenango 0.219 + 0.007 0.23 £ 0.02
Quiché 0.222 + 0.007 0.21 £0.03

Baja Verapaz 0.24 + 0.01 0.204 + 0.008

Izabal 0.184 + 0.003 0.18 + 0.03
San Marcos 0.200 £ 0.005 0.21 £ 0.03
Suchitepéquez 0.195 + 0.005 0.14 + 0.04
Jutiapa 0.208 + 0.007 0.16 £ 0.02
Promedio + D.S. 0.20 + 0.02 0.18 + 0.03

C.V. 10.69 % 19.16 %

Promedio + LC95%

0.20 + 0.02 mg/100g

0.18 + 0.02 mg/100g




Cuadro 18
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Cantidad de riboflavina obtenida por consumo de pan francés, de acuerdo a la
encuesta de consumo aparente de pan realizada por el INE (Apéndice 5

Departamento mg Gramos pan mg de Porcentaje de
Riboflavina/ francés/per riboflavina la ingesta
100 g pan capita/dia* obtenidos diaria
frances por consumo | recomendada,
1.7mg/dia**
Guatemala 1 0.167 £ 52 0.09 5.11
0.005
Guatemala 2 0.180 £ 52 0.09 5.51
0.003
Guatemala 3 0.189 + 52 0.10 5.78
0.006
Quetzaltenango 0.219 + 7 0.02 0.90
0.007 L
Quiché 0.222 + 8 0.02 1.04
0.007
Baja Verapaz 0.24 £+ 0.01 8 0.02 1.13
Izabal 0.184 + 35 0.06 3.79
0.003
San Marcos 0.200 + 7 0.01 0.82
0.005
Suchitepéquez 0.195 =+ 24 0.05 2.75
0.005
Jutiapa 0.208 £ 19 0.04 2.32
0.007
Promedio 0.20 26.4 0.05 2.92
D.S. 0.02 199 0.03 2.00

* Ver Apendice 4.
** Tortn, Mencht y Elias, 1996.
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Cantidad de riboflavina obtenida por consumo de pan dulce, de acuerdo a la
encuesta de consumo aparente de pan realizada por el INE (Apéndice 5)

Departamento mg Gramos pan mg de Porcentaje de

Riboflavina/ dulce/per riboflavina la dosis diaria

100 g pan capita/dia* obtenidos recomendada,

dulce por consumo | 1.7mg/dia**
Guatemala 1 0.13 + 0.04 42 0.05 3.21
Guatemala 2 0.15 £ 0.03 42 0.06 3.71
Guatemala 3 0.17 £ 0.02 42 0.07 4.20
Quetzaltenango | 0.23 + 0.02 21 0.05 2.84
Quiché 0.21 + 0.03 15 0.03 1.85
Baja Verapaz 0.204 £ 15 0.03 1.80

0.008

Izabal 0.18 + 0.03 38 0.07 4.02
San Marcos 0.21 +£ 0.03 21 0.04 2.59
Suchitepéquez | 0.14 + 0.04 25 0.04 2.06
Jutiapa 0.16 + 0.02 32 0.05 3.01
Promedio 0.18 29.3 0.05 2.93
DS. 0.03 11.2 0.01 0.87

* Ver Apéndice 4.

** Tor(in, Menchll y Elias, 1996.
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Porcentaje de la Ingesta diaria recomendada (IDR)* de riboflavina, obtenida por
medio del consumo de pan francés y dulce en Guatemala

Departamento | mg riboflavina | mg riboflavina | mg riboflavina Porcentaje de
obtenidos por | obtenidos por | obtenidos por la IDR

consumo de | consumo de | consumo de | obtenido por

pan francés pan dulce pan total consumo pan
Guatemala 1 0.09 0.05 0.14 8.2
Guatemala 2 0.09 0.06 0.15 8.8
Guatemala 3 0.10 0.07 0.17 10.0
_Quetzaltenango 0.02 0.05 0.07 4.1
Quiché 0.02 0.03 0.05 2.9
Baja Verapaz 0.02 0.03 0.05 2.9
Izabal 0.06 0.07 0.13 7.6
San Marcos 0.01 0.04. 0.05 2.9
Suchitepéquez 0.05 0.04 0.09 5.3
Jutiapa 0.04 0.05 0.09 5.3

Ingesta diaria recomendada de riboflavina para adulto: 1.7 mg/dia

% de la IDR riboflavina obtenida a través del pan (£D.S.): 5.82 + 2.67 %

* Tortin, Menchd y Elias, 1996.
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Cantidad de panes consumidos por el guatemalteco, segtin la Encuesta de
Consumo Aparente def INE (Apéndice 5) y datos del peso del pan de este estudio

(Cuadros 14 y 15)

Departamento Panes francés/per Panes dulces/per

capita/dia capita/dia
Guatemala 1 1.8 1.2
Guatemala 2 1.8 1.2
Guatemala 3 1.8 1.2
Quetzaltenango 0.2 0.6
Quiché 0.2 0.4
Baja Verapaz 0.3 0.5
Izabal 1.1 1.2

San Marcos No hay dato No hay dato

Suchitepéquez 0.4 0.5
Jutiapa 0.7 - 0.7

Promedio + D.S. 0.9 +0.7 0.8 +£0.3

Cuadro 22

Estabilidad de la riboflavina en el proceso de manufactura del pan en la Ciudad
de Guatemala (datos del Apéndice 7)

Pan francés Pan dulce
Porcentaje en peso de harina 75.3% 64.6%
Concentracién de riboflavina esperada 0.3012 0.2584
(mg/100 g)
Concentracion de riboflavina determinada 0.2 0.18
(mg/100 g)
Pérdida de riboflavina 33.6% 30.3%




Figura 4
Curva de calibracion para el método de riboflavina, 0 - 0.32 pg/mL
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Figura 6
Curva para la determinacién de limites de deteccidn y cuantificacién del método
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Figura 9
Cromatograma de una muestra de harina de trigo sin fortificar
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Figura 10

Cromatograma de una muestra de harina de trigo fortificada
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Cromatograma de una muestra de pan dulce

Figura 12
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Apéndice 1
DETERMINACION DE LA HUMEDAD DEL PAN

Ef pan se compro fresco y se pes6 en grupos de 5. Luego, se formaron
las muestras compuestas y se congeld. Una vez congelado se pesd nuevamente,
y se removid la humedad por liofilizacion 24 horas. Posteriormente se volvid a
pesar y se determind la humedad con la siguiente ecuacidn:

%Humedad = Peso inicial — peso final * 100
Peso inicial
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Apéndice 2

DETERMINACION DE RIBOFLAVINA EN EL PAN DE CONSUMO POPULAR EN
GUATEMALA, POR MEDIO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

Referencias

Referencia: Schuep, W.; Steiner, K. Determination of Vitamin B2 in
Complete Feeds and Premixes with HPLC. En: Keller, H.E. Anafytical Methods
for Vitamins and Carotenoids in Feeds. Animal Nutrition and Health Vitamins and
Fine Chemicals Division, Roche. Switzerland. pp. 30 -32.

Principio

La riboflavina y sus formas coenzimdticas (FMN y FAD) se extraen de [a
muestra por calentamiento con acido sulfurico diluido. Los ésteres con acido
fosfdrico se hidrolizan con amilasa. El extracto se diluye en metanol y cualquier
precipitado se elimina por centrifugacion. El contenido de riboflavina se
determina por HPLC en una columna de fase invertida (C18) con un detector de
fluorescencia.

Puntos criticos v precauciones

Para evitar la destruccion de la riboflavina, la muestra debe protegerse de
la luz durante el analisis.

Al terminar de inyectar la corrida del dia, la columna debe lavarse con agua HPLC

durante una hora (1ImL/min) y guardaria en metanol. NUNCA dejar la columna
en la fase movil.

Equipo

Autoclave
Agitador Vortex (Marca)
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Balanza Analitica Sartorius (+0.0001 g)

Bafio térmico de agua

Centrifuga

Columna Supelco, C18, 150x.5(D.1.) mm, 5um particula
Cromatografo liquido de alta resolucidn, Varian Vista 5500
Detector de fluorescencia (Fluorichrom II)

Sistema de procesamiento de datos (Data System, DS)
Pipeteador

Materiales

Balones volumétricos

Beakers

Embudos de vidrio

Frascos de vidrio oscuro

Pipetas volumétricas

Probetas

Tubos de centrifuga de 50 y 10 mL
Tubos de ensayo de 10 mL

Varillas de vidrio

Papel filtro Whatman No. 41, libre de cenizas
Cinta indicadora para autoclave

Reactivos

Acetato de sodio trihidratado p.a. (CH3COONa.3H20), 99.5%, PM = 136.08,
Merck Art.6267

Acido acético glacial p.a. (CH3COOH), 99.8%, PM = 60.05, D = 1.05, Merck Art.
2500

Acido sulfirico p.a. (H2S04), 95-97%, PM = 98.08, d = 1.84, Merck Art. 731

Alfa-amilasa, Sigma A-1278

1-hexanosulfonato de sodio (C6H1303Sna), Sigma Ultra 98%, PM = 188.2,
Sigma H-9026

Hidroxido de sodio p.a. (NaOH), 99.0%, PM = 40.0, Merck Art. 430

Metanol anhidro p.a. (CH30H), 99.8%, PM = 32.04, d = 0.791, Omnisolv
MX0485-7

Metanol HPLC (CH30H), 99.99%, PM = 32.04, d = 0.791, Omnisolv MX0488-1
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Riboflavina (C17H20N406), PM = 376.4, Sigma R-4500
Trietilamina (C6H15N), >99%, PM = 101.19, d = 0.73, Merck Art. 1296

Soluciones

Acetato de sodio 2 M

Acido sulftrico 0.1 M

Acido sulfrico 30% (v/v)

Suspension de amilasa 10% (p/v)

Hidroxido de sodic 0.5 M

Fase movil: [Hexanosulfonato de sodio-5mM, trietilamina-0.13% (v/v), acido
acético-1% (v/v)]:[Metanol] , (80:20) .

Solucién madre de riboflavina: 100pg/mbL

Solucién hija de ribofiavina: 1pg/mL
Solucién nieta de ribofllavina: 0.12pg/mtb

Procedimiento de preparacion y extraccion de la muestra

1. En un beaker de 100 mL pesar 10 g de muestra molida, en duplicado.

2. Aaregar 10 - 20 mL de acido sulfirico 0.1 M. Agitar la muestra y agregar
el volumen necesario para completar 50 mL.

3. Cubrir el beaker con papel de aluminio y colocar en autoclave a 121 -
123°C, por 15 minutos.

4. Transvasar la solucidon caliente a un balén volumétrico de 100 mL que
contenga 6.4 mlL de acetato de sodio 2.5M.

5. Dejar enfriar la solucién y agregar 5 mL de la solucion de amilasa 10%.

6. Incubar a 40°C por 20 minutos. Agregar 4 mL de acido sulftirico 30% v/v
para detener la reaccidn. Enfriar la solucién y aforar con agua destilada.

7. Filtrar la solucién en un embudo con papel filtro No. 41. Descartar los
primeros 5 - 10 mL de filtrado.
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8. En un tubo de ensayo de 10 mL poner 4 mL de filtrado y agregar 4 mL de
metanol. Agitar y centrifugar 10 minutos.

9. Tomar 4 mL del sobrenadante y agregar 2 mL de agua. Agitar.

10.Inyectar cinco veces ia solucidn de riboflavina 0.12 pg/mL en las
condiciones cromatograficas que se especifican a continuacion.

11.Filtrar [a solucidn del paso (9) con una membrana de 0.2 pm e inyectar.

Condiciones para el analisis de riboflavina en HPLC

Parametro Condicion
Metanol:(5mM de hexanosulfonato
d o0 5134 o istomis
(20:80 v/v)
Flujo 1.5 mL/min
Temperatura de la columna 40 °C

Detector

Volumen de inyeccion

Velocidad del papel

Atenuacion

Fluorescencia: Filtro de excitacidn
7-60, 7-54
Filtro de emision 3-73, 4-76

100 uL

1.0 cm/min
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Calculos
La concentracion de riboflavina se calcula con la siguiente ecuacion:
Riboflavina (mg/100g) = Alturam * CEst. * Vi *D
Alturaest. R Pm 10

Los parametros de la ecuacion son:

Parametro Significado Valor
Altura m Altura del pico de riboflavina en la muestra ... cm
Altura est.  Altura del pico de riboflavina en solucion patron ... cm
CEst. Concentracion de solucion patron de riboflavina 0.12 png/mL
D Dilucién de la muestra 3
Vi Volumen inicial 100
R Recuperacion 98%

Pm Pesode lamuesta .. g
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Apéndice 3

RECOLECCION DE MUESTRAS Y MANIPULACION EN EL. LABORATORIO

Recoleccidn

1.
2.

o b

© 0 N

Tomar las muestras de pan aproximadamente a la hora en que se produce.
Verificar que la bolsa a utilizar se encuentre limpia y sin agujeros. De
preferencia utilizar una bolsa Ziploc nueva.

. Comprar 10 franceses o desabridos y 10 panes dulces o tostados y colocarlos,

frios, en bolsas separadas. Debe evitarse el ingreso de contaminantes y debe
sacarsele el aire a la bolsa previo a cerrarla,

Si las muestras estan calientes, deben dejarse enfriar.

Asegurar el cierre de la bolsa, removiendo el aire.

Rotular la bolsa, con un marcador indeleble, con los siguientes datos:

Nombre del recolector, lugar y fecha, hora de recoleccién, nombre de la
panaderia, cabecera y departamento, y tipo de pan.

. Colocar las bolsas con las muestras dentro de bolsas negras.

Cerrar la bolsa de empaque.
Si las muestras deben ser transportadas por largo tiempo, deben
transportarse a bajas temperaturas y protegerse de la luz.

Manejo en el laboratorio

1.

2.

wnk

© 0N o

Pesar las muestras frescas en grupos de 5 panes. Siempre deben protegerse
las muestras de la luz, y evitar su contacto prolongado con el aire.

Si no se preparan las muestras compuestas instantdneamente, las muestras
deben congelarse.

Las muestras compuestas se preparan tomando un pan de cada muestra
simple (de cada tipo de pan), hasta completar 15 de una cabecera o
departamento.

Congelar las muestras compuestas.

Pesar las muestras compuestas y remover la humedad por medio de
liofilizacidn, 24 horas.

Remover las muestras del liofilizador y pesar nuevamente.

Moler las muestras en un mini-blender.

Homogeneizar las muestras molidas.

El polvo queda listo para analizarse.
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Apéndice 4
PRUEBA DE BLANCOS DE MATRIZ USANDO HARINA NO FORTIFICADA

Como parte de la validacién del método de determinacién de riboflavina
en harinas y productos de harinas, se hizo una prueba para determinar si se
podia utilizar blancos de matriz en lugar de blancos de reactivos para calcular los
limites de deteccién y cuantificacién, y para obtener los rangos. Con este
propdsito se consiguié harina no fortificada (no contenia la mezca de
fortificacion que incluye la riboflavina), y se hizo la siguiente prueba.

1. Se inyectaron 5 estandares de concentracién conocida para hacer los
calculos.

2. Se inyectaron 2 blancos de reactivos; 3 muestras de blancos de matriz
(harina de trigo sin fortificar), en duplicado; y, 2 muestras de harina de
trigo fortificada, en duplicado.

3. Utilizando las concentraciones y alturas del estandar, se calcularon las
concentraciones en las muestras y se calculd el porcentaje de
recuperacion correspondiente.

Los resultados obtenidos se presentan a continuacion:

Estandar de Altura Concentraciones esperadas
0.12ppm (Ho)
1 4.8 Harina de trigo sin 0.5 mg/kg
2 4.6 fortificar
3 49
4 4.4
5 5.0 Harina de trigo 4 mg/kg
Promedio 4.7
Desviacion estandar 0.2
Coeficiente de 51
variacion
Muestra | Altura | Concentracién|Exactitud | Promedio| D.S. C.V.
(Ho) | (mg/kg) (%)
Blanco 0.0 0.0 100.0
Blanco 0.0 0.0 100.0

| HTSF-1 | 2.3 1.7 349.4 | 329.1% [ 26.6% | 8.1%
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HTSF-1 | 2.1 1.6 319.0
HTSF-2 | 2.4 1.8 364.6

HTSF-2 | 1.9 1.4 288.6

HTSF3 | 2.1 1.6 319.0

| HTSF-3 | 2.2 1.7 334.2

HT-1 5.6 4.3 106.3 | 104.0% | 1.8% | 1.7%
HT-1 54 4.1 102.5

HT-2 5.5 4.2 104.4

HT-2 5.4 4.1 102.5

Los resultados obtenidos muestran que. la harina posee riboflavina intrinseca, lo
que hace complicado el uso de la misma como blanco de matriz. Ademds, es
posible observar que las concentraciones de riboflavina intrinseca en la hanna de
trigo no son constantes, varian seg(in la muestra, y la variacién es significativa.
El uso de un blanco de matriz para efectos de validacion no es adecuado, debido
a que las concentraciones de riboflavina intrinseca van a variar con una serie de

factores imposibles de normalizar.
estos datos y el cromatograma

Por lo tanto, puede verificarse utilizando
de la Figura 9, que en este caso, es

perfectamente valido utilizar blancos de reactivos en lugar de blancos de matriz,
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Apéndice 5

RESUMEN DE LA ENCUESTA NACIONAL DE CONSUMO APARENTE DE PAN EN
GUATEMALA

Consumo de pan (gramos/dia/per capita)
Departamento | Porcentaje Pan Pan dulce Pasta Total
de francés
poblacién

Guatemala 21.8 52 42 25 119
1zabal 3 35 38 11 84
Chimaltenango 3.7 27 . 26 22 75
Sacatepéquez 2.1 27 26 22 75
El Progreso 1.3 27 26 22 75
Escuintla 4.6 24 25 21 70
Suchitepéquez 3.7 24 25 21 70
Santa Rosa 3 24 25 21 70
Retathuley 2.3 24 25 21 70
Jutiapa 3.7 19 32 14 65
Chiquimula 2.8 19 32 14 65
Jalapa 2.4 19 32 14 65
Zacapa 1.9 19 32 14 65
Alta Verapaz 6.5 8 15 19 42
Quiché 5.3 8 15 19 42
Baja Verapaz 1.9 8 15 19 42
San Marcos 7.7 7 21 19 47
Huehuetenango 7.6 7 21 19 47
Quetzaltenango 6 7 21 19 47
Totonicapan 3.3 7 21 19 47
Solola 2.7 7 21 19 47

Instituto Nacionat de Estadistica (INE). 1991. Encuesta Nacional de Consumo
Aparente de Alimentos. Comité de Accién de Apoyo at Desarrollo Econémico y

Social de Centroamérica y la Secretarfa de Planificacion Econdmica. Guatemala,

1992.

INE. 1996. Censo de Poblacién, 1994. Guatemala.




Apéndice 6

CERTIFICADO VMA — 399, ESTANDAR PARA CEREALES

89

AACC Standard Reference Sample VMA 399%

Ensayo Promedio No. Desviacidn Coeficiente
il Andlisis estandar variacion{%) Rango

Humedad, % 2.73 23 0.53 194 1.50-3.71
Grasa, % Bxdracto de 4,34 33 0.44 10.1 3.55-5.20
éter posterior a hidrdlisis
acida
Grasa, % Extracto de 1.63 15 0.17 10.4 1.23-1.93
éter .
Cenizas, % 3.651 23 - 0.064 1.8 3.550-3.800
Proteina, % (Nx6.25) 8.40 22 0.20 2.4 7.86-8.72
Vitamina A, IU/100g 556 4% * 19 147.3 26.5 265.1-813.6
Vitamina C, 1IU/100g 75.74 20 6.72 8.9 62.70-88.40
Tiamina, mg/100g 6.93 14 0.70 10.1 6.06-8.28
Riboflavina, mg/1009 5.97 i6 0.79 13.2 4.89-7.60
Niacina, mg/100g 74.96 11 6.54 8.7 66.74-82.20
Vitamina B6, mg/100q 8.50 11 0.94 11.1 7.30-10.05
Vitamina B12, ug/100g 21.20 10 4,25 20.1 12.19-25.00
Acido félico, mg/100g 1.395 9 0.143 10.3 1.160-1.620
Acido pantoténico, 37.35 9 3.25 8.7 31.01-41.90
mg/100g
Hierro, mg/100g 56.8**x 19 21.0 37.0 3.5-92.2
Calcio, mg/100g 415.3 19 22.1 5.3 394.0-481.0
Magnesio, mg/100g 88.7 16 5.5 6.2 74.0-100.2
Cinc, mg/i100g 56.5 19 2.9 5.1 50.0-61.0
Cobre, mg/100g 0.282 14 0.055 19.5 0.158-0.390
Fosforo, mg/100g 320.1 18 12.7 4.0 301.0-356.0
Potasio, mg/100q 293.6 18 164 5.6 254.0-356.0
Manganeso, mg/100g 1.78 18 0.13 7.3 1.59-2.01
Sodio, %/100g 0.656 18 0.033 5.0 0.560-0.702

* VMA 399 es un cereal molido fortificado listo para ingerirse

** Los promedios se calculan después de eliminar los valores extremos seg(n Grubbs, F.E. 1969.
Technometrics. 11(1): 4, Tabla 1

*** Estos datos no califican dentro de nuestro criterio para un estandar de referencia analitico,
pero se incluyen acd para lo que pueda serle (til al usuario de esta muestra.
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0

PORCENTAJE DE HARINA EN EL PAN FRANCES Y DULCE DE GUATEMALA

Peso de cada ingrediente en el pan (onzas)

Ingrediente Pan francés Pan dulce
Harina de trigo 32 32
Levadura 0.5 -
Manteca 2 2
Agua o leche 8 8
Roval - 0.5
Az(car - 7
Peso total (onzas) 42.5 49.5
% peso de harina 75.3% 64.6%
Concentracidn esperada
de riboflavina en el pan 0.3012 0.2584

(mg/100g)
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