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RESUMEN

Las vitaminas son nutrientes organicos necesarios en pequefas cantidades para el normal

crecimiento, desarrollo y mantenimiento de la homeostasis de los individuos que no son

capaces de sintetizarlas, por esto deben ser provistas por los alimentos. En los paises

industrializados y por extensidn en los paises en desarrollo, se utiliza la fortificacién para

ajustar el contenido de nutrientes de los alimentos procesados. La fortificacion de las

harinas de trigo es una estrategia para controlar la deficiencia de nutrientes perdidos

durante el proceso de refinamiento, mejorando los valores de micronutrientes en

poblaciones a lo largo del tiempo y que puede integrarse en el marco de otras

intervenciones dirigidas a reducir las carencias de vitaminas y minerales cuando se

identifican como problemas de salud publica. Se define el nucleo vitaminico como la

mezcla a base de sulfato ferroso, mononitrato de tiamina (Bi), riboflavina (B>),

nicotinamida (B3), acido félico (Bg) y una matriz adecuada utilizada para enriquecer la

harina. Para comprobar estos niveles de micronutrientes es necesario realizar un analisis

de los productos ya elaborados, pero no se debe olvidar que para fortificar las harinas, los

nucleos vitaminicos deben tener un adecuado control en cuanto a su composicion. Se

desarrollé una metodologia de analisis para determinacion de vitaminas B1, B2, B3 y Bg en

forma simultanea en nucleo de vitaminas y se validé para harinas y fideos. En ninguna de

las muestras de harina se cumple con el nivel de fortificacion exigido por el CAA de 13

mg/kg para nicotinamida. Sélo el 38% de las harinas analizadas contiene al menos 6,3

mg/kg de tiamina, mientras que el 51% de las mismas alcanza el nivel de 1,3 mg/kg de

riboflavina. El mejor cumplimiento de fortificacion corresponde al acido félico con un 90%

de las muestras que contienen al menos 2,2 mg/kg de acido félico.

En todas las muestras de fideos se cumple con el nivel de fortificacion exigido por el CAA
para harinas de 2,2 mg/kg para acido fdlico. Sélo el 25 % de los fideos analizados contiene
al menos 6,3 mg/kg de tiamina, mientras que el 58,3 % de las mismas alcanza el nivel de 1,3
mg/kg de riboflavina y el 41,7 % alcanza el nivel minimo de nicotinamida para harinas (13

mg/kg).



ABSTRACT

Vitamins are organic nutrients required in small amounts for normal growth, development
and maintenance of the homeostasis of individuals who are not able to synthesize them,
this must be provided by food. In industrialized countries, and by extension in the
developing countries, the fortification is used to adjust the nutrient content of processed
foods. The fortification of wheat flours is a strategy to control the deficiency of nutrients
lost during the refining process, improving the values of micronutrients in populations over
time and which can be integrated in the framework of other interventions aimed at
reducing vitamin and mineral deficiencies when identified as public health problems.
Vitamin fortificant is defined as a mixture of ferrous sulphate, thiamine mononitrate (B1),
riboflavin (B3), nicotinamide (Bs), folic acid (Bs) and a suitable matrix used to enrich flour.
To check these levels of micronutrients, it is necessary to perform an analysis of the
processed products, but we must not forget that to fortify flour, vitamin fortificant must
have adequate control in terms of its composition. A methodology of simultaneously
analysis of vitamins B1, B2, Bz and Bg was developed in vitamins fortificant and validated
for flour and noodles.

In none of the flour samples the fortification level required by the CAA of 13 mg/kg for
nicotinamide are met. Only 38% of the analyzed flour contains at least 6.3 mg/kg of
thiamine, while 51% of them reaches the level of riboflavin of 1.3 mg/kg. Better
compliance of fortification is for folic acid with 90% of samples containing folic acid at least
2.2 mg/kg.

All noodle samples meet the level required for flour fortification by the CAA of 2.2 mg/kg
of folic acid. Only 25% of the analyzed noodles contain at least 6.3 mg/kg of thiamine, while
58.3% of them reach 1.3 mg/kg of riboflavin and 41.7% reach the minimum level of
nicotinamide for flours (13 mg/kg).
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. INTRODUCCION

I.1. Trigo

El origen del trigo no es conocido con certeza y las primeras evidencias de este grano
fueron encontradas en las tierras del Asia Menor (Turquia). Se lo considera como el precursor
del trigo que conocemos en la actualidad y es semejante a las especies encontradas en las
montafias de Siria y parte de Palestina (Orth y Shellenberger, 1988). Otros autores sefialan
con base en evidencias arqueoldgicas, que el cultivo era originario de Irdn (Antigua Persia),
Egipto y Europa (Kent, 1987).

El trigo es un cereal de la familia de las gramineas, este vocablo designa al conjunto de
cereales cultivados como silvestres pertenecientes al género Triticum. El origen del término
trigo proviene del latin triticum que significa “quebrado, triturado, trillado”.

El trigo posee una raiz fasciculada, con ramificaciones que alcanzan profundidades de 25
cm, su tallo tiene estructura de cafia hueca con nudos, sus hojas son lineales, alargadas y en
punta. Llegado el momento de la germinacidn del grano, se liberan fitohormonas (giberelinas)
en el interior del germen, cuya funcién es interrumpir el periodo de latencia de la semilla.
Estas hormonas desencadenan la produccidn y activacion de enzimas que permiten que el
germen se alimente de las sustancias de reserva del grano. Estas enzimas son amilasas y otras
enzimas como proteasas y glucanasas. A partir del germen crece la nueva planta (Gémez
Pallarés y col., 2007).

I.1.1. Caracteristicas del grano de trigo

La estructura de los granos de los cereales es similar, se diferencia por su cariépside
(grano) vestido o desnudo (ver Figura I.1.) y las estructuras transversal (A) y longitudinal (B) se
pueden apreciar en la Figura I.2.

Los granos vestidos como la avena, cebada, arroz y algunos tipos de sorgo y mijo tienen
glumas que son hojas modificadas (cascarilla) fusionadas (lemay palea) y cuya semilla, germen
y endospermo poseen divisiones por capas (Kent, 1987).
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Figura I. 2. Estructura anatémica del grano de cereal (Garcia-Villanova y Guerra, 2010)

Los granos desnudos, como el trigo, tienen fruto o pericarpio y semilla. Esta a su vez posee
una cubierta o cascarilla, germen y endospermo. La cascarilla de los granos desnudos se pierde
durante la trilla (Hoseney, 1991).

El grano de trigo (ver Fig. 1.2) presenta cariopside con forma ovalada y extremos
redondeados (Gomez Pallarés y col., 2007) con aproximadamente 8 mm de longitud y un peso
de 35 mg (Hoseney, 1991). Dicho grano estad formado por el salvado en la parte externa, el
germen o embridén y el endospermo en la parte interna. El salvado es una capa rica en
minerales, vitaminas con un alto contenido de proteina. El germen de trigo, ubicado en el
extremo inferior, es una rica fuente de vitaminas del grupo B y E, ademads de proteinas, grasas
y minerales. En la parte superior del grano sobresale un montén de filamentos (pelos) cuyo



conjunto se denomina pincel y debajo del cual se ubica el endospermo, formado por almidén,
proteinas y en menor cantidad celulosa, vitaminas y minerales.

El endospermo posee caracteristicas que se relacionan con la textura. Esta puede ser
vitrea (cristalina, cérnea o acerada) relacionada con un alto contenido proteico o harinosas
(almidonosa o yesosa) con menor cantidad de proteina, estas ultimas estan relacionada con
rendimientos mas elevados de harina (Gomez Pallarés y col., 2007; Hoseney, 1991).

1.1.2. Composicidon quimica y nutricional del grano de trigo

El trigo es una reconocida fuente de nutrientes. Provee energia, fibra, carbohidratos,
proteinas, vitaminas del grupo B, E, hierro, calcio, fésforo, zinc, potasio y magnesio. Estos
nutrientes estdn localizados en diferentes partes del grano (Garcia-Villanova y Guerra, 2010;
Orth y Shellenberger, 1988). Los componentes quimicos principales de los granos son similares
en todos los cereales al eliminar la cdscara que los recubre (carbohidratos, proteinas, lipidos,
fibra, entre otros). En la tabla I.1 se observa, en rango de %, los componentes mayoritarios del
trigo.

Componentes Min — Max. %
Humedad 8,0 — 18,0
Almidén 60,0 - 68,0
Proteina 7,0 -18,0

Lipidos 1,5-2,0

Fibra Dietética 12,1

Tabla I. 1. Concentracién de los principales componentes del trigo (Gomez Pallarés y col., 2007)

Aunque la cantidad de carbohidratos va a depender de la madurez del grano (Hoseney,
1991) estos estan presentes en pequefas cantidades en forma de mono y disacaridos como
fructosa, glucosa, galactosa, sacarosa y maltosa. La rafinosa, un oligosacdrido, también se
encuentra en baja proporcion.

El almidén de trigo es el carbohidrato mayoritario en el trigo maduro, constituye
aproximadamente el 70% en el endospermo y entre el 65-70% de la harina de trigo,
suponiendo una tasa de extraccion del 80% y una humedad del 14% (Gomez Pallarés y col.,
2007; Kent, 1987).

La estructura del almidén de trigo contempla regiones cristalinas y amorfas alternas,
caracteristica que le da una clasificacion como polimero semi-cristalino, debiendo su
funcionalidad a la presencia de amilosa y amilopectina que le otorgaran la capacidad de
cambio o transiciones de fase (gelatinizacidon y retrogradacién) frente a los tratamientos
térmicos (GOmez Pallarés y col., 2007).

Existen en el grano trazas de polisacaridos que forman parte de sacaridos que no son
hidrolizados enzimaticamente y se agrupan desde el punto de vista nutricional como fibras,
arabinoxilanos, glucanos, celulosa y glucomananos (Goémez Pallarés y col., 2007).



Por otra parte las proteinas del trigo se pueden clasificar dependiendo de su solubilidad
en solubles, la albumina y globulina que tienen funciones metabdlicas y estructurales (Kent,
1987); e insolubles, prolaminas y gluteninas que son proteinas de reserva de los cereales y
que son utilizadas en el momento de la germinacion (Hoseney, 1991).

Un producto importante del trigo es el gluten que estd compuesto por las proteinas
insolubles o de reserva (Gomez Pallarés y col., 2007), este se forma mecdnicamente al mezclar
harina con agua y sales (Kent, 1987). La composicion del gluten ha sido establecido como:
gliadinas 43%, gluteninas 39%, otras proteinas 4,4%, lipidos 2,8%, azucares 2,1%, y almiddn
6,4% con celulosa y algunas sustancias minerales en menor cantidad (Kent, 1987).

El trigo posee ademas un gran numero de proteinas con actividad funcional como son las
enzimas que actlan como catalizadores en la germinacidn. Las principales enzimas son las a-
y B- amilasas, celulasas, glucosidasas, proteoliticas como las endopeptidasas, lipasas,
esterasas, fosfatasas, fitasas, lipooxigenasas y polifenoloxidasas, entre otras (Gomez Pallarés
y col., 2007).

Con respecto a la presencia de aminoacidos es notable el alto contenido de acido
glutdmico y de prolina, como también el bajo contenido de lisina (Kent, 1987).

En el grano de trigo existen otros componentes tales como lipidos que estan presentes en
el endospermo 0.8-1.5%, en el salvado 3.0-5.0% y el germen 6.0-11.0% (Kent, 1987). La
distribucién de los lipidos dentro del grano varia pero contienen un total de 70% de lipidos no
polares, 20% de glicolipidos y un 10% de fosfolipidos (Hoseney, 1991).

Los minerales estan en muy pequena proporcién en el grano de trigo, y es aln menor su
presencia en el endospermo (inferior al 1%). Los componentes mayoritarios de esta fraccién
son los fosfatos y sulfatos de potasio, magnesio y calcio. También se encuentran cantidades
significativas de hierro, magnesio, zinc y cobre (Matz, 1999). Gran parte del fésforo presente
en el trigo se encuentra como acido fitico (acido inositol hexafosfdrico) el cual se combina con
el calcio y el magnesio para formar la fitina (fitatos de calcio y magnesio) insoluble, por lo que
el fosforo presente en esta forma es mal asimilado por el cuerpo humano, mas de un 90% de
este acido se encuentra en la aleurona del grano. Ademas el acido fitico se puede combinar
con numerosos iones reduciendo su asimilacion en el organismo.

En los granos existen fitasas que en condiciones adecuadas pueden hidrolizar la fitina con
la consiguiente liberacion de fosfatos; esto ocurre durante el proceso de fermentacion de la
masa panaria (Gémez Pallarés y col., 2007).

Las principales vitaminas presentes en el grano de trigo son las del grupo B: tiamina
(vitamina B1), riboflavina (vitamina B;), niacina- acido nicotinico (vitamina Bs), piridoxina y
acido pantoténico (vitamina Bs); también se encuentran la vitamina E y tocoferoles (Kent,
1987). Con respecto a las vitaminas del grupo B, que son caso de estudio de esta tesis, no
estan distribuidas uniformemente (ver Tabla I.2) y se pueden encontrar en el endospermo la
vitamina B1 en menos de 5% y Bs en mas de 40%; la aleurona contiene un 32% de B1 y 80%
de Bs3 (Betschart, 1988). Estos porcentajes solo son indicativos pues en el grano las vitaminas
pueden sufrir modificaciones en su estructura molecular, estabilidad y biodisponibilidad por
factores como sensibilidad a la luz, temperatura, la humedad y procesos de molienda (Kent,
1987). No se encontré informacion en esa bibliografia sobre el aporte de la vitamina Bo.



Parte del grano Tiamina B Riboflavina B> Niacinamida Bs | Piridoxina Bs | Acido Pantoténico
Pericarpio 0,6 1,0 25,7 6,0 7.8
Aleurona 16,5 10 741 36 45.1

Endospermo 0,13 0,7 8,5 0,3 3.9
Embrion 8,4 13,8 38,5 21,1 17.1
Esculeto 156 12,7 38,2 23,2 14.1

Grano Completo 3,75 1,8 59,3 4,3 7.8

Tabla I. 2. Distribucidn de vitaminas en el grano de trigo (Betschart, 1988; Kent, 1987)

Pese a su presencia en el grano, la biodisponibilidad de las vitaminas estd limitada; tal es
el caso de la niacina que estd unida originalmente al salvado y se ve afectada por el
procesamiento, como el tostado, pues al comparar trigo procesado con trigo sin procesar se
han visto disminucidn de niveles de hasta la mitad de esta vitamina (Betschart, 1988).

1.1.3. Clasificacion de los trigos

La clasificacién de los trigos puede realizarse de dos maneras; la primera es acuerdo a las
caracteristicas de textura del endospermo y al contenido proteico y la segunda de acuerdo a
si son trigos duros y fuertes o blandos y débiles.

Segun la dureza del grano, que depende de la composicidn y espesor de la pared celular
(pentosanas, hemicelulosas y B-glucanos), serd el uso comercial y el destino de la harina. La
hemicelulosa puede absorber gran cantidad de agua, esta es una caracteristica de un trigo
duro (trigo para pan), pero si es un trigo blando tendra baja absorcién de agua y paredes
celulares delgadas. Otra diferencia es el punto de ruptura del grano en la molienda, en los
trigos duros se produce en la pared celular y en los trigos blandos a través del contenido
celular (Hoseney, 1991). El trigo mas duro conocido como candeal es el Triticum durum que
es utilizado en la fabricacion de pastas secas.

Los principales paises productores de trigo en el continente son Canadd, Estados Unidos y
Argentina (Kent, 1987). Siendo la clasificacién norteamericana la mas completa y extendida
(Gomez Pallarés y col.,, 2007). Segun esta clasificaciéon en los Estados Unidos se cultivan
principalmente cinco tipos de trigos divididos por el contenido proteico, asi: trigo semolero
(Durum wheat) que es un trigo de primavera, con gran dureza y alto contenido de proteinay
gluten. Se usa en la fabricacion de sémolas para pastas y panes. Trigo duro rojo de primavera
(Hard red springwheat HRS), que se clasifica segun el contenido de granos duros y vitreos en
Dark Northern spring, Northern Spring y Red Springs. Este trigo tiene mayor contenido de
proteina y es usado para la fabricacion de panes de molde y productos de panaderia que
requieran harina de fuerza. El tercer tipo es trigo duro blanco (Hard White wheat) debe
contener mas de 75% de granos duros y es un trigo con contenido promedio de proteina. Se
utiliza en la produccion de panes fermentados, integrales, entre otros. El Trigo blando rojo
(Soft Winter red wheat) tiene un contenido de proteina bajo y es utilizado en panes y mezclas,
galletas, pasteles y bolleria. El Trigo blando blanco (Soft White wheat o Pacific White) tiene
bajo contenido de proteina y no es adecuado para panificacidon pero por su color blanco es



ideal para galletas, pasteles, entre otros. El ultimo de los trigos es el trigo Club (Triticum
compactum) es un trigo blanco destinado a galleteria (Gémez Pallarés y col., 2007; Kent,
1987).

El trigo tipico en Argentina se conoce como Hard Red Winter y es conocido como trigo
plata, cuyo grano es duro rojo y semivitreo. Este trigo es fuerte pero con limitada
extensibilidad del gluten (Kent, 1987).

Al caracterizar un trigo se debe contemplar la regién de cultivo, el clima, las condiciones
de la cosecha y la ubicacién geografica pues esto influird en las caracteristicas de composicion
final (Gdmez Pallarés y col., 2007).

1.1.4. Metodologias de analisis de calidad para trigo y harinas

El trigo se ve afectado ademads por la condicién agrondmica de los suelos del cultivo y las
condiciones metereoldgicas, entre otras; que afectan el comportamiento del grano en la
molienda generando diferencias en calidades de trigo y harina y en la aplicacion final en los
productos elaborados (SAGyPA, 1998).

En la evaluacién del trigo se analizan diferentes caracteristicas que se mencionan a
continuacion.

Peso Hectolitrico: uniformidad, forma, densidad, tamafio del grano, materias extrafias,
granos quebrados. Se expresa como kg/hl.

Humedad: para determinar la humedad intrinseca del grano, este puede ser molido o no,
y se seca a 130°C por una hora.

Materias extraias: cualquier tipo de grano o material que no pertenezca al cultivo del
trigo.

Granos dailados: granos con alteraciones fisicas como los dafiados por el calor, los verdes,
brotados, calcinados, roidos por plagas, entre otros.

Granos con carbon: granos atacados por el hongo Tilletia spp, que los convierte en masa
pulverulenta grisdcea y redondo.

Granos quebrados: aquellos granos que pasan por las aberturas de 9.5x1.6 mm de las
zarandas.

Granos panza blanca: granos con textura almidonosa, con coloracidn externa amarilla.

Proteinas: para determinar por analisis quimico de nitrégeno. Se puede determinar en
harina por método Kjeldhal y en el grano por transmitancia (NIRT).

Cenizas: este parametro indica la cantidad de minerales y/o salvado que posee la harina
de un trigo y es un indicador de la eficacia del proceso de molienda.

Las caracteristicas de calidad de la harina van a influir en el uso final de esta. Algunas de
las condiciones de calidad controladas estan a continuacion.



Humedad: se efecttia a 130°C por una hora.

Gluten: al liberar la proteina del grano de trigo y mezclarla con agua, se obtienen las
proteinas insolubles. Es importante para la retencion de gases en la masa desprendidos en la
fermentacion.

La obtencién del gluten se realiza en dos partes; la primera al lavar la masa con agua
exponiendo las proteinas insolubles que constituyen el gluten himedo y seco. Para el gluten
index se centrifuga una muestra.

Falling number: se realiza para conocer la actividad de las enzimas amildsicas pues
depende de éstas la capacidad fermentativa de las masas.

Almidon danado: esta caracteristica va a estar relacionada con el proceso de molienda y
corresponde a las fracciones de almidén que son dafiadas mecanicamente durante el proceso
de compresién (refinado) en la molienda y su porcentaje influye sobre ciertas caracteristicas
guimicas y reoldgicas (capacidad de absorcidn y retencion de la masa durante el proceso de
panificacion).

Propiedades Reoldgicas

Farinograma: se prueba dindmicamente el amasado para evidenciar la capacidad de
absorcion de agua, el tiempo de consistencia éptima y la estabilidad del amasado.

Mixograma: se determina el tiempo de mezcla y estabilidad de la harina. El resultado es
medido por la resistencia que ofrece la masa.

Alveograma: el ensayo mide la resistencia a la deformacidn y extensibilidad al inyectarse
aire sobre la lamina de masa hasta su ruptura y se determina la fuerza, tenacidad,
extensibilidad, hinchamiento, entre otros.

Consistograma: es un ensayo para determinar la absorcion de agua de una harina en el
amasado.

Reofermentograma: el ensayo permite analizar la fermentacién de la masa. Se mide la
altura del desarrollo maximo de la masa, volumen total de desprendimiento gaseoso vy
coeficiente retencién.

1.1.5. Molienda

El proceso de molienda afecta al grano y puede modificar el contenido de vitaminas B,
fibra, triptofano, entre otros. Se ha demostrado que la molienda y procesos de panificacidon
del centeno afectan el nivel de compuestos fendlicos, inositol hexafosfato, glutation reducido,
tocoferoles y tocotrienoles, la mayoria conocidos por su contribucién a la capacidad
antioxidante de pan de centeno (Martinez-Villaluenga y col., 2009).

La mayor parte de las vitaminas B estan presentes en el salvado y el germen del trigo, por
lo tanto, la molienda o extraccién extensiva pueden mermar gravemente las vitaminas del
grupo B (tiamina, riboflavina, piridoxina y folatos) y minerales en la harina (Batifoulier y col.,



2005). Es importante por ello controlar las pérdidas de vitaminas durante la molienda y
panificacién.

El proceso de panificacidn clasica (con levadura) conduce a una pérdida de 48% de tiamina.
La concentracion de piridoxina de harina de trigo integral es 5 veces superior a la harina
blanca, pero las fermentaciones clasicas dan lugar a un agotamiento severo de piridoxina
(reduccién del 47%). En una fermentacién de duracion prolongada por el contrario se produce
un enriguecimiento del 30% en riboflavina (Batifoulier y col., 2005).

El proceso de molturacién o molienda tiene como objetivo principal la obtencién de la
harina de trigo. En el proceso de molturacién se elimina parcialmente el germen y el salvado
(Kent, 1987).

Ejemplos del proceso de molienda del trigo y obtenciéon de la harina puede resumirse en
la Figura 1.3 que se adaptaron del libro de Hernandez (2006).
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Figura I. 3. Proceso de la molienda de trigo (Hernandez, 2006)

1. Muestreo y andlisis de los granos, 2. Alimacenamiento del trigo en silos, 3. Prelimpieza en tamices vibratorios, 4. Primera
Limpieza por separadores de discos, 5. Segunda limpieza, 6. Lavado, 7. Acondicionamiento de humedad, 8. Reposo,
9. Rompimiento o quebrado del grano, 10. Trituracién o primera molienda, 11. Cribado (tamizado), 12. Purificacion, 13. Reduccién,
14. Tamizado, 15. Obtencién del germen, 16 y 17. Purificacion, reduccién y tamizado. Obtencién de salvado, mogolla y harina de
segunda 18. Neutralizacion del color, 19. Almacenamiento (maduracién), 20. Adicion de vitaminas y minerales, 21. Empaque,
22.Transporte.

Para el control de calidad se realiza una toma de muestra representativa del trigo y se le
realizan los diferentes andlisis mencionados en el punto I.1.4 a fin de determinar su calidad y
en funcién de ella determinar la aceptacidn o rechazo del trigo al ingreso a planta.

Las particulas metalicas presentes como contaminantes del trigo son separadas por medio
de imanes, con la finalidad de que no ingresen al proceso materiales que puedan danar los
equipos y contaminar el producto. Se compone por varios tamices con perforaciones de
diferentes diametros, ligeramente inclinados y dotados por movimientos de vaivén,



completando la limpieza por una fuerte aspiracion a la salida del grano. El trigo sale de tamices
intermedios, y el polvillo extraido del trigo junto con el aire que lo transporta, se pasan por
filtros de aire que separan dicho polvo (Bass, 1988)

Se lava el grano haciendo circular agua en tanques con agitadores para retirar las
impurezas mas gruesas (Hernandez, 2006). Este proceso puede ser eliminado segun la
tecnologia que posea la industria.

El atemperado o acondicionamiento consiste en anadir el agua al grano seco.
Generalmente se atempera de un 15 a un 16% de humedad. El agua ablanda y hace el3stica la
capa externa del salvado para una mas facil separacion del endospermo (Hoseney, 1991).

Los granos acondicionados permanecen en reposo en silos durante un tiempo
determinado de acuerdo al tipo de trigo (Hernandez, 2006).

El acondicionamiento provoca una diferencia de dureza entre el endospermo (mas friable)
y las cdscaras (mas elasticas y plasticas) que facilita la molienda y se da inicio a la trituracion.
Este proceso fragmenta el grano y lo disocia segun las partes anatémicas (Kent, 1987).

Los granos quebrados o imperfectos se separan y se realiza la trituracion, la primera
molienda (Hernandez, 2006).

En el cribado o cernido se clasifican las mezclas de trigo en tamafios diferentes, esto sirve
para limpiar y/o clasificar las harinas (Kent, 1987).

El cribado de la harina de trigo blando es mas dificil que el de la harina de trigo duro, pues
el trigo blando produce harina de tamaio pequefio que forma agregados entre las particulas
y hace mds dificil su separacién (Hoseney, 1991).

Durante la separacion, etapa conocida como purificacion, se aplica una corriente de aire
para retirar el salvado y preparar la sémola para la reduccion.

La reduccion o refinado se realiza para reducir el endospermo a la finura de la harina y
eliminar las ultimas particulas del salvado y germen que puedan quedar. Después de la
reduccion, puede pasar a una nueva purificacion o separacidn, que permite clasificar los
productos de la molienda segun su tamafio (Hoseney, 1991).

De acuerdo al grado de extraccion (%) es posible determinar la cantidad de grano que
permanece y el porcentaje (%) faltante serd lo perdido en forma de salvado (Garcia-Villanova
y Guerra, 2010).



Grado de extraccion (%) | 100 | 95 91 87 80 75 66

Cenizas 1,8 | 1,5 13 110 | 0,7 | 06 | 05

Proteinas (Nx6.25) | 14,2 | 13,9 | 13,8 | 13,6 | 13,4 | 13,5 | 12,7

Lipidos 2,7 | 24 | 23|20 |16 14 | 11

Almidones y Azucares 69,9 | 73,2 | 75,3 | 77,2 | 80,8 | 82,9 | 84,0

Fibra Dietética 12,1 94 | 79 | 55 | 3,0 | 2,8 | 2,8

Energia (Kcal/100g) | 361 | 370 | 377 | 382 | 391 | 398 | 397

Tabla I. 3. Composicion quimica de la harina de trigo con diferentes grados de extraccion
(Garcia-Villanova y Guerra, 2010)

Enlatablal.3 se observa un ejemplo de las composiciones de la harina de acuerdo al grado
de extraccion. No se debe olvidar que la composicidén de las harinas es variable de acuerdo,
no sélo a la variedad de trigo molida, sino también como consecuencia de variaciones
meteoroldgicas durante el cultivo (Rohiy col., 2013).

I.1.6. Clasificacion segiin CAA de la harina de trigo y productos elaborados

En Argentina la clasificacion de las harinas estd reglamentada por el Cédigo Alimentario
Argentino (CAA) dentro del Capitulo IX ALIMENTOS FARINACEOS - CEREALES, HARINAS Y
DERIVADOS y dentro de éste, en el articulo 661 se define: "Con la denominacién de Harina,
sin otro calificativo, se entiende el producto obtenido de la molienda del endospermo del
grano de trigo que responda a las exigencias de éste. Las harinas tipificadas comercialmente
con los calificativos: cuatro ceros (0000), tres ceros (000), dos ceros (00), cero (0), medio cero
(medio 0), Harinilla de primera y Harinilla segunda, corresponderan a los productos que se
obtienen de la molienda gradual y metddica del endospermo en cantidad de 70-80% del grano
limpio. Estos productos se rotularan: Harina o Harina de trigo con la tipificacion que les
corresponda. Las harinas destinadas exclusivamente a pasteleria o fideeria soélo
cumplimentardn las exigencias establecidas en lo que respecta a humedad y cenizas.

La humedad serd determinada en condiciones tipificadas a 130°C durante 1 hora. Las
cenizas seran determinadas a 900-920°C y calculadas sobre producto seco, admitiéndose una
tolerancia de hasta el 3% sobre los valores establecidos. Por absorcidn se entiende la cantidad
de agua que absorben 100 g de harina. Por volumen de pan se entiende el volumen de pan
gue se obtiene con 100 g de harina. La autoridad sanitaria nacional de acuerdo con el
Ministerio de Agricultura y Ganaderia podran modificar los valores analiticos
correspondientes, cuando las circunstancias asi lo aconsejaran.

Las harinas tipificadas comercialmente con los calificativos anteriormente mencionados
deberdn responder a las siguientes caracteristicas:
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Harina Humedad g/100 g Cenizas g/100 g Absorcion g/100 g Volumen pan
Maximo Maximo Minimo
0000 15,0 0,492 56-62 550
000 15,0 0,65 57-63 520
00 14,7 0,678 58-65 500
0 14,7 0,873 60-67 475
%0 14,5 1,350 - -
Harinillas tipo Humedad (g/100g) Cenizas g/100 g Tamizado
Maximo Maximo
Primera 14,5 1,35-2,00 50, 60 y 80 XX sin residuo
Segunda 14,5 2,00-3,00 50y 60 XX -8 XX hasta 10%

Tabla I. 4. Tipificacion de harinas segin CAA

Estas harinas se rotulardn: Harina para pasteleria o fideeria, formando una sola frase, con
letras de igual tamanio, realce y visibilidad. Por debajo y con caracteres que podran ser del
mismo tamafio anterior, la tipificacion (0000, 000, 00, etc, segun corresponda).

A los efectos de la ejecucidn del andlisis de la harina tipo 000, se admitira una tolerancia
del 3% en mas de la cifra de contenido de cenizas precedentemente establecida."

El Cédigo Alimentario Argentino define en el art. 725 el pan como: “... el producto obtenido
por la coccidn en hornos y a temperatura conveniente de una masa fermentada o no, hecha
con harina y agua potable, con o sin el agregado de levadura, con o sin la adicién de sal, con o
sin la adicion de otras substancias permitidas para esta clase de productos alimenticios” y en
el art. 726 “Con la denominacién de Pan, Pan blanco, Pan francés, o Pan tipo francés, se
entiende el producto obtenido por la coccidn de una masa hecha con harina, agua potable y
sal en cantidad suficiente, amasada en forma mecanica y fermentada por el agregado de masa
agria y/o levaduras”

La harina es el principal ingrediente en los productos horneados y representa 30% a 40%
del peso total de la masa. Se necesita la proteina en la harina para proporcionar la estructura
de los panes rapidos hechos con limitada cantidades de azucar (Cross, 2006).

El pan es tal vez el principal producto elaborado con la harina de trigo. El pan se compone
basicamente de harina o sémola que se humedece, amasa y hornea. El pan siempre se ha
hecho de harina o sémola de variados granos y semillas; sin embargo, sélo a partir de harinas
de trigo y, en cierta medida de centeno son capaces de producir la masa que es capaz de
mantener los gases de la fermentacién para producir panes con buen volumen y una
estructura fina y suave. Las caracteristicas del pan hecho de harina de trigo estan
directamente relacionadas con la presencia y propiedades de gluten. El contenido de gas,
proviene del aire incorporado durante la mezcla y del CO; de la fermentacién de la levadura
de los azucares presentes. La mayoria de los procesos de panificacién implican modificaciones
de las propiedades naturales del gluten, que conduce a la mejora de la retencidn de gas y una
masa mas delgada (Guizani y Mothershaw, 2006). Las harinas muy flojas no retienen gases y
producen panes aplanados y muy densos; las harinas muy fuertes no se expanden y producen
panes redondeados pero sin volumen (Gémez Pallarés y col., 2007).
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También se elaboran con harina ademas del pan, productos como galletas. Por ejemplo
para las “cookies” se utiliza harina baja en proteina que las hace ligeras, tiernas y fragiles; por
otra parte la harina para “crackers” debe tener mayor cantidad de proteina. Para productos
de reposteria como tartas que van a contener mayor cantidad de agua se requieren harinas
con bajo contenido de proteina con baja actividad de a-amilasa. En el caso de productos con
harina como sopas, se utiliza harina al vapor en la cual se le han inactivado las enzimas (Kent,
1987).

En el caso de las pastas alimenticias el Cédigo Alimentario Argentino define en el art. 706
a las pastas como "productos no fermentados obtenidos por el empaste y amasado mecanico
de: sémolas o semolin o harinas de trigo ricos en gluten o harinas de panificacién o por sus
mezclas, con agua potable, con o sin la adicidn de substancias colorantes autorizadas a este
fin, con o sin la adicion de otros productos alimenticios de uso permitido para esta clase de
productos. En los productos de fideeria podra utilizarse mezcla de mono vy diglicéridos y
monoglicéridos de alta concentracion, aisladamente o en mezcla y en la cantidad
tecnoldgicamente necesaria sin declararlo en el rétulo”. Y especifica los agregados que puede
contener las pastas en el art. 713 “Con la denominacidon de Pastas secas o Fideos con huevo o
al huevo, se entiende los productos que durante el empaste y amasado mecanico se les
incorporan no menos de dos yemas por kilogramo de sémola o harina o sus mezclas. Deberdn
presentar un contenido en colesterol no menor de 0,04% calculado sobre substancia seca.
Queda permitido el refuerzo del color amarillo, proveniente de la yema, por el agregado de
azafran o beta-caroteno natural o de sintesis. Se permite el refuerzo y uniformacion de la
coloracién amarilla por el agregado de Rocu o Cldrcuma, sin que ello importe la supresion del
empleo de huevo en la forma prescripta. Este producto se rotulara: Fideos con huevo o al
huevo”

Las pastas alimenticias también pueden incorporar otros ingredientes ademas de huevo
como vegetales, suplementos proteicos (soja), leche en polvo y pueden estar enriquecidas con
hierro y/o vitaminas (Garcia-Villanova y Guerra, 2010).

l.2. Vitaminas
[.2.1. Generalidades

Las vitaminas son nutrientes organicos necesarios en pequefias cantidades para el normal
crecimiento, desarrollo y mantenimiento de la homeostasis de los individuos que no son
capaces de sintetizarlas, por esto deben ser provistas necesariamente por los alimentos
(Portela, 2003). Otros autores las denominan “micronutrientes” al hablar no solo de las
vitaminas sino de los minerales que son necesarios en cantidades minimas para el organismo
(Daza, 2001).

Las vitaminas se clasifican en dos grupos de acuerdo a su solubilidad. Asi, se dividen en
liposolubles e hidrosolubles. En las liposolubles se encuentran las vitaminas A, D, E, y K. En
este grupo también estan incluidos cerca de 50 carotenoides que poseen distintos grados de
actividad provitaminica A. El grupo de vitaminas hidrosolubles se divide en la vitamina Cy las
vitaminas del grupo B. En el grupo B estan incluidas la tiamina (vitamina B1), riboflavina
(vitamina By), nicotinamida (niacina, acido nicotinico, vitamina Bs), piridoxina (vitamina Bg),
acido pantoténico, acido félico y vitamina Bi; (Ball, 2006). Las vitaminas hidrosolubles del
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grupo B hacen parte del tema de estudio de esta tesis, en particular tiamina, riboflavina,
niacina y acido félico.

Las vitaminas desempefian en el organismo diversos roles como componentes de la
coenzima A, co-factores especificos y/o co-sustratos, como agentes reguladores y/o como
antioxidantes. Previamente debe ocurrir una activacion y/o conversion a sus formas
funcionales. Vitamina Bs, vitamina B, y acido ascdrbico sirven principalmente como cofactores
redox. La tiamina (Bi), piridoxina (vitamina Be) y acido pantoténico intervienen en el
transporte de carbohidratos, proteinas y aminoacidos como componente de la coenzima A. El
acido fdlico, la cobalamina (vitamina B12) y la biotina se relacionan con funciones en la
transferencia del carbono o CO; (Martinez y Garcia, 2006; Steinbergy Rucker, 2006).

Como fuente principal de vitaminas estan los alimentos, siendo variable su contenido
vitaminico, por ejemplo en vegetales este contenido es influenciado por la cosecha, variedad,
clima, entre otros y en alimentos de origen animal va a depender de la alimentacién recibida
por el animal (Portela, 2003).

Las vitaminas son aportadas por alimentos y degradadas en el estémago. Su absorcion se
realiza en el intestino delgado principalmente en el duodeno y yeyuno. Una vez absorbidas
circulan en sangre en diferentes formas libres unidas a varios tipos de proteinas (Entrala,
1995).

La biodisponibilidad esta referida a la proporciéon de la cantidad de vitamina ingerido que
se somete a la absorcién intestinal y es utilizada por el cuerpo. Dicha utilizacién incluye el
transporte en los tejidos, la captacidn celular y el destino final de la vitamina para una funcion
especifica, para excrecién o almacenamiento (Ball, 2006).

La mayoria de las vitaminas son absolutamente esenciales en la dieta humana porque el
cuerpo no puede sintetizarlas, salvo las excepciones como la vitamina D y la niacina. La
vitamina D se puede sintetizar de manera cutanea y va a depender de la exposicién de la piel
a la luz del sol. La sintesis de niacina depende de la ingesta suficiente del aminoacido
triptéfano. Las plantas tienen la capacidad de sintetizar las vitaminas, excepto la vitamina B12
y sirven como fuentes principales de estas en la dieta (Ball, 2006).

La determinacién de los requerimientos de vitaminas se calcula en relacién a la funcién
gue estas desarrollan en el organismo. Su presencia en el organismo es baja y en ciertos casos
se desconocen las vias de excrecién y los metabolitos de algunas de ellas. No obstante, se
trabaja sobre las cantidades necesarias para prevenir la aparicion de sintomas y enfermedades
por deficiencias de estas vitaminas. Las ingestas recomendadas estdn basadas en relacién a la
edad, sexo y estado fisioldgico también con relacion al peso corporal y la ingesta energética
(Portela, 2003). De todo esto se desprenden diferentes valores establecidos por organismos
mundiales y que se detallan a continuacién.

El Consumo de Referencia Alimenticio o CRA o conocido por sus siglas DRI (Dietary
Reference Intakes) hace referencia a valores que son estimaciones cuantitativas de ingestas
de nutrientes para ser utilizado en la planificaciéon y evaluacion de dietas para personas
aparentemente sanas. Las DRI son utilizadas por los profesionales de la nutricion, los
gobiernos y las organizaciones no gubernamentales para evaluar y planificar las ingestas de
nutrientes de los individuos y grupos de poblacion.
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Existen cuatro valores de referencia EAR, RDA, Al, y UL.

e Requerimiento promedio estimado (EAR, Estimated Average Requirement): es el valor
de ingesta de nutriente que se espera para satisfacer las necesidades de un 50% de las
personas, en un grupo de edad, en base a una revisién de la literatura cientifica.

e Cantidad diaria recomendada, CDR (RDA, Recommended Dietary Allowances): es el
nivel de ingesta diaria de un nutriente que es considerada suficiente, para cumplir los
requisitos de 97-98 % de los individuos sanos en cada fase de la vida y segun el sexo. Se
calcula sobre la base de la EAR y suele ser aproximadamente un 20% mas alta que la
EAR.

e Ingesta adecuada (Al, Adequate Intake): se utiliza cuando el RDA no se ha establecido
para, en nuestro caso, una dada vitamina. Es una ingesta diaria recomendada, basada
en una aproximacién de estimaciones de la ingesta de nutrientes por parte de un
grupo (o grupos) de personas o determinadas experimentalmente de un grupo
aparentemente sano, para el mantenimiento de un estado nutricional adecuado.

e Nivel superior de ingesta tolerable (UL, Tolerable upper intake levels): el nivel mas alto
de la ingesta diaria que es probable que no plantee riesgos adversos para la salud a
casi todos los individuos de la poblacion.

[.2.2. Tiamina (B1)

El nombre de vitamina B1, tiamina o aneurina se aplicé a la sustancia que era capaz de
curar la enfermedad conocida como beriberi. En la década de 1890 el Holandés Christian
Eijkman observé desérdenes neuroldgicos en pollos que habian recibido la misma dieta de
arroz molido y refinado que sus pacientes afectados con dicha enfermedad, mientras que se
producia una mejoria de los sintomas cuando se les suministraba grano entero de arroz. El
beriberi, se manifiesta con pérdida de masa muscular, afeccidn cardiaca, hipotensién, edema,
anorexia, debilidad muscular, entre otras. En nifios puede presentarse con vémitos,
convulsiones, distensién abdominal, anorexia, deficiencia cardiaca y trastorno mental,
pudiendo llegar a ser fatal (Latham, 2002).

En 1911 Funk localizé la vitamina en el extracto acuoso del salvado de arroz (Portela, 2003)
y recién en 1927 se aislé la vitamina en estado cristalino (Latham, 2002).

Las manifestaciones quimicas de la deficiencia de tiamina son una consecuencia del papel
esencial de esta vitamina sobre la utilizacidon de carbohidratos como fuente de energia y sobre
el sistema nervioso por lo cual se afectan los sistemas nerviosos, cardiovasculares y
gastrointestinales. En el caso de los pacientes que reciben nutricién parenteral se debe
suplementar con tiamina asi como aquellos que tienen trastornos de alimentacion, sufren de
alcoholismo o insuficiencia cardiaca (Lebiedziniska y col., 2007).

1.2.2.1. Propiedades y estructura quimica
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Figura I. 7. Tiamina Trifosfato (TTP)

La molécula de tiamina estd compuesta por un anillo pirimidinico y uno tiazélico unidos
por un puente de metileno. Su denominacién segin IUPAC es 2-[3-[(4-Amino-2-metil-
pirimidin-5-il) metil]-4-metil-tiazol-5-il] etanol. Es una amina cuaternaria y existe como un
catién monovalente o divalente, dependiendo del pH de la solucién. En la naturaleza se
producen tres formas fosforiladas de tiamina. En tejidos vivos, la forma predominante (figura
1.6) es la coenzima, tiamina difosfato (TDP). También se producen en los tejidos de animales
pequefias cantidades de los ésteres monofosfato (TMP), figura I.5 y trifosfato (TTP), figura I.7.
El TPP interviene en la transmisidn del impulso nervioso y participa como neurotransmisor en
la sintesis de la acetilcolina (Ball, 2006; Steinberg, y Rucker, 2006).

Tiamina o vitamina B; tiene como formula empirica C12H170N4S* y peso molecular P.M.
265,4. Es un polvo cristalino blanco con un punto de fusién de 207°C con descomposicién, la
absorcion en el espectro es de 200 a 300 nm (Schiep, 1997), es muy hidrosoluble,
termoestable en ciertas condiciones, hasta 120°C. La tiamina es estable a pH acido (pH 5) pero
se destruye a pH neutro o alcalino y bajo esta condicidn la temperatura ambiente la afecta.
La coccidn en agua a pH alcalino o la panificacidn en presencia de polvos gasificantes, puede
conducir a la pérdida de tiamina y pueden generar pérdidas en los productos horneados de
hasta un 50% del porcentaje original de vitamina presente en las harinas (Ball, 2006). Esta
vitamina es estable a la oxidacion a pH menores a 5 (Russell, 2000).

15



La vitamina B1 es la mas susceptible al calor de todo el grupo B. La pérdida de esta vitamina
obedece a una reacciéon de primer orden, y las constantes de velocidad no muestran una gran
variabilidad para diferentes alimentos o sistemas modelos, facilitando la prediccion sobre la
retencion de esta vitamina en el procesamiento o almacenamiento de alimentos que han
recibido tratamiento térmico (Mauriy col., 1989).

Las proteinas protegen a la tiamina, haciendo que dicha vitamina en una matriz
alimentaria sea mas resistente a la descomposicién térmica que la vitamina pura en solucién
acuosa o en buffers (Ball, 2006; Besangon, 2000).

1.2.2.2. Relacion con los alimentos

Esta vitamina se ha encontrado en la mayoria de los alimentos de origen animal y vegetal.
La levadura, la carne de cerdo, los cereales, los frutos secos, los productos de panificacién y
legumbres son los que aportan mayoritariamente vitamina B1 a la dieta (Russell, 2000).

El principal aporte de tiamina en la forma fosforilada lo dan los alimentos de origen animal
como son carne de res, cerdo, cordero, pollo, huevo, visceras, rifidn e higado de vacunos y en
su forma no fosforilada los de origen vegetal como cereales enteros, aunque pierden gran
porcentaje de tiamina en los procesos de molienda. Las vitaminas del grupo B se concentran
en el salvado y / o germen y la molienda comercial, cuando se separa el salvado, elimina
aproximadamente el 68% del total de la tiamina (Shewry y col., 2011). Las frutas y derivados
lacteos aportan baja cantidad.

Los procesos de coccidn y elaboracién de alimentos afectan negativamente el contenido
de tiamina, pues como se expuso con anterioridad, es inestable ante ciertas combinaciones
de pH, calor, oxigeno entre otros. Segun estudios realizados en Asia con fideos, el contenido
de tiamina de fideos asidticos (preparados bajo condiciones controladas) disminuyd
considerablemente debido a la inestabilidad de la molécula (Bui y Small, 2008). Ademas
demostraron que los productos preparados con trigo durum también presentan disminucién
en los niveles de vitamina. Para productos como el pan integral, que representa una fuente
importante de fibra dietética, micronutrientes y vitaminas, entre las que se encuentra B1, se
hace importante controlar las pérdidas de vitaminas durante la panificacién, porque el
proceso tradicional incluye cambios de pH, temperatura y calentamiento que conducen a
pérdidas de tiamina de 5-35% en productos horneados y de alrededor de 48% de esta vitamina
en el pan elaborado (Batifoulier y col., 2005).

Existen algunos factores que pueden afectar la disponibilidad de la tiamina conocidos
como factores antitiamina. Estos se refieren a compuestos naturales que pueden ser
termolabiles, tiaminasas o termoestables, polifenoles vegetales (Ball, 2006).

Las tiaminasas se dividen en | y Il. La primera se encuentra en las visceras de peces de
agua dulce, crustaceos, mariscos y algunos microorganismos. Esta enzima produce una
alteracion en la tiamina como parte de una reaccion de intercambio (Portela, 2003) y la |l se
ha encontrado sélo en algunos microorganismos (Bacillus aneuroliticus) y levaduras; esta
enzima hidroliza la tiamina actuando sobre el enlace de N- metileno-tiazol. Las tiaminasas
actuan cuando los tejidos con pH de 4 a 8 se rompen y se inactivan por calor particularmente
en la coccién (Ball, 2006).
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Los compuestos termoestables asociados a los polifenoles se encuentran en ciertos
vegetales (té, café, salvado de arroz, nueces de betel, helechos, y una variedad de frutas y
hortalizas, arandanos, achicoria roja, remolacha, rojo repollo y las coles de Bruselas) y poseen
estructura orto-dihidroxifenoles como el acido caféico, el acido clorogénico y el acido tanico
(Portela, 2003; Ball, 2006).

1.2.2.3. Requerimientos

El aporte de tiamina por los alimentos es indispensable ya que el organismo humano no
sintetiza la vitamina y las necesidades de ésta, se deben cubrir con lo aportado por la dieta
(Ball, 2006).

La tiamina se absorbe en el intestino y permanece no mads de seis semanas en el cuerpo y
se concentra en higado, corazén y cerebro (Latham, 2002). Se absorbe activamente a
concentraciones menores de 2ug, mientras que por encima de este valor lo hace por difusidn
(Kawasaki y Egi, 2000). Esto es importante al calcular las necesidades de ingesta.

Existen factores que influyen en los requerimientos como la ingesta inadecuada,
situaciones en las que se acrecienta el metabolismo, por ejemplo, durante la alta actividad
muscular, que conlleva a un extremado cansancio fisico, el embarazo, la lactancia, el rdpido
crecimiento en la adolescencia, también durante la fiebre prolongada e hipertiroidismo o por
exposicidén a antagonistas como taninos o alcohol (Steinberg y Rucker, 2006; Ye y col, 2007).

Segun la FAO los requerimientos estdn estimados para sujetos moderadamente activos,
en un consumo diario de 1 mg de tiamina para hombres y 0,8 mg para mujeres, mientras que
para embarazadas y madres lactantes debe ser mayor. La FAO y la OMS recomiendan
consumir 0,4 mg por 1 000 kcal, para la mayoria de las personas (Latham, 2002). Otros autores
relacionan las ingestas con las necesidades energéticas en compatibilidad con un adecuado
estado nutricional, estimando la ingesta en 0,4-0,5 mg/1000 Kcal, si la ingesta energética es
menor a 1000 Kcal debe tener una ingesta de tiamina mayor a 1,0 mg/dia (Portela, 2003).

La practica de fortificacion de las harinas y productos a base de cereales, como sefiala
Steinberg y Rucker (2006), son la fuente mas importante para mantener los niveles de tiamina
necesarios para el ser humano en la dieta. Sin embargo cuando se analiza por edades estos
valores son distintos para cada grupo etario y un resumen de esta informacion se encuentra
detallado en la Tabla 1.5 siguiente.

Edad EAR RDA Al UL
(afios) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) | (mg/dia)
0-0,5 - - 0,2
0,5-1 - - 0,3
1-3 0,4 0,5 -
4-8 0,5 0,6 -
9-13 1,7 0,9 -
14->70 0,9(V) 1,0(M) | 1,1(V) 1,2(M) -
19-30 1,2 1,4 -
Embarazadas
19-30 1,2 1,5 -

Tabla I. 5. Ingestas diaria de referencia de tiamina (Steinberg, y Rucker, 2006)
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1.2.3. Riboflavina (B>)
1.2.3.1. Generalidades

La riboflavina constituye el factor termo-estable del complejo vitaminico B (Steinberg y
Rucker, 2006). La aparicion inicial fue como compuesto fluorescente aislado de suero de leche
y luego se detecté en diferentes materiales bioldgicos. Originalmente recibié varias
denominaciones como lactocromo, ovoflavina o lactoflavina hasta llegar a la elucidacion de
una estructura comun a la cual se le llamé riboflavina (Nielsen, 2005).

La riboflavina fue el primero de los componentes del complejo B en ser identificado. Fue
extraida en 1912 por C. Funk del salvado de arroz y demostrd que era necesario para el
crecimiento de las ratas (Portela, 2003). Los primeros trabajos sobre propiedades de las
vitaminas en levadura y otros alimentos demostraron que los factores antineuriticos se
destruian por el excesivo calor, pero que un factor promotor del crecimiento no se perdia de
esta manera. Este factor, la riboflavina, se aisl6 después de la porcidn resistente al calor. Se
sintetizo en 1935 (Latham, 2002).

La riboflavina se absorbe en la parte proximal del intestino delgado (duodeno). El alcohol
y ciertos farmacos triciclicos (ejemplo cloropromazina) pueden interferir con la captacion
intestinal de riboflavina. La absorcién de la riboflavina es regulada a nivel intestinal lo que
evita niveles toxicos.

La circulacién de la riboflavina se hace unida a la albumina, pero existen mecanismos de
transporte relacionados con proteinas séricas que podrian tener importancia en el embarazo
y lactancia (Portela, 2003).

En cuanto a la biodisponibilidad algunos estudios demostraron que el consumo de ciertas
fibras dietéticas en adultos sanos mejoraron la absorcion de la riboflavina, probablemente
debido a desacelerar el paso de quimo en el intestino y aumentar asi la duracidn de la
exposicidén de la vitamina en los lugares de absorcién (Ball, 2006).

Como describe Latham (2002) en el documento de FAO “Nutricion humana en un mundo
en desarrollo”, la carencia de riboflavina se llama arriboflavinosis y puede evidenciarse por
agrietamiento de los labios (queilosis) y en la boca (estomatitis angular) siendo una
complicacién estética mas no de peligro de vida. La dermatitis seborreica y el cambio de color
en las papilas filiformes de la lengua, la anemia y el aumento de la vascularizacion de los ojos
también son indicios de deficiencia de riboflavina (Steinberg y Rucker, 2006).

1.2.3.2. Propiedades y estructura quimica

La estructura quimica de la riboflavina o vitamina B; se halla constituida por un ciclo
bencénico sustituido y uno isoalloxazinico unidos por dos atomos de nitrégeno y con un radical
ribitilo sobre uno de estos nitrégenos (Portela, 2003) como se puede observar en la figura 1.8
y segun IUPAC se denomina 7,8-Dimetil-10-[(2S,3S,4R)-2,3,4,5-
tetrahidroxipentillbenzo[g]pteridina-2,4-diona. Su formula empirica es Ci17H20N40s con un
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peso molecular de 376,4 (Schiiep, 1997). Es un compuesto amarillo verdoso, altamente
sensible a la luz y presente en animales y plantas (Nielsen, 2005).
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La riboflavina cristaliza en forma de agujas amarillo-anaranjadas y su punto de fusion es
2802 C. Es un compuesto inodoro y de sabor amargo. En solucién acuosa neutra, la riboflavina
presenta una fuerte fluorescencia amarillo-verdoso, es soluble en acido clorhidrico y alcali
diluido, es escasamente soluble en agua (10-13 mg/100 ml a 25-27.52C; 19 mg/100 ml a 40°C;
230 mg/100 ml a 1002C), levemente soluble en alcohol absoluto (4,5 mg/100 ml a 279C) e
insoluble en acetona, éter etilico o cloroformo. Las coenzimas son solubles en agua (Nielsen,
2005). Como se menciond anteriormente la riboflavina es altamente sensible a la luz, esta es
una importante caracteristica, pues si exponemos la vitamina a luz visible o ultravioleta se
produce su reduccion y/o pérdida de actividad vitaminica. Todos los compuestos con
estructura y/o funcién semejante a la vitamina B; son inestables a pH alcalino, las coenzimas
también se degradan por debajo de pH 5,0, por lo que su analisis debe realizarse a pH entre
5,0y 7,0, mientras que la riboflavina total se determina mejor a pH acido.

Las formas activas de la riboflavina son flavin adenina dinucleétido, FAD (Figura 1.10) y
flavin mononucleétido, FMN (Figura 1.9). FAD y FMN son compuestos activos y cofactores en
procesos aerdbicos, que intervienen en procesos de éxido reduccién, y FAD también puede
funcionar en ambientes anaerdbicos asociada a enzimas como cofactor por ejemplo, como en
succinico deshidrogenasa (Steinberg y Rucker, 2006). Por ejemplo participan en reacciones
redox de vias metabdlicas como la oxidacidon de nicotinamida adenina dinucledtido en su
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forma reducida (NADH), la oxidacion de succinato a fumarato en el ciclo del acido tricarboxilico
y en la B-oxidacién de los acidos grasos. En todos estas reacciones, la flavina reducida (FADH2
o FMNH2) se re-oxida por la cadena de transporte de electrones del citocromo. Estas
coenzimas son necesarias para la interconversion de la vitamina B6, folatos y en la conversién
de quinurenina a 3-hidroxiquinurenina en la sintesis del dinucledtido de nicotinamida vy
adenina (NAD) a partir del triptéfano (Ball, 2006).

1.2.3.3. Relacién con los alimentos

Los alimentos con mayor presencia de riboflavina son levadura (por ejemplo el extracto
de levadura contiene 11,9 mg de riboflavina por 100g), carne (visceras, el caso del higado de
cordero contiene 5,65 mg vitamina B,/100g mientras que por ejemplo un bife tiene 0,21
mg/100g), los productos lacteos derivados de la leche (la leche de vaca pasteurizada contiene
0,23mg/100g y el queso Cheddar 0,39mg/100g), huevos (0,47 mg/100g), porotos de soja seco
(0,27 mg/kg). Los alimentos derivados de plantas son los que contienen menores cantidades
(papas 0.02 mg/kg, harina 0,03mg/kg, manzanas 0,02mg/kg). Los valores incluidos de
contenidos, son valores promedios indicativos (Ball, 2006). Por lo general la riboflavina y las
formas activas FMN y FAD son predominantes en los alimentos y por lo general se unen a las
proteinas (Russell, 2000).

A través de estudios realizados por Santos y col. (2012) en vitaminas en vegetales de hoja
verde durante el almacenamiento se puedo concluir que las vitaminas del grupo B se
encuentran en cantidades menores a lo esperado en vegetales, pero para algunas muestras el
nivel de vitamina aumento después de 10 dias de almacenamiento y en el caso de la
riboflavina este aumento podria estar relacionado con el crecimiento microbiano (Ball, 2006).

Por su sensibilidad a la luz, se pierde casi un 85% del contenido inicial de vitamina B; si la
leche, en una botella de vidrio, recibe luz por dos horas. Sin embargo, cuando se cocina o
calienta un alimento fuera de la luz, la riboflavina es bastante estable. Otros estudios
realizados en fideos salados amarillos y blancos y fideos instantaneos demostraron que la
menor retencion de riboflavina durante la coccidn fue en fideos salados amarillos en
comparacion con el salado blanco y fideos instantaneos. El grado de pérdida de vitamina
puede ser dependiente de la temperatura, el tiempo del tratamiento y la contribuciéon de los
ingredientes en la formulacién. El almacenamiento de los fideos en salas de refrigeracién no
afecta la retencidon de riboflavina significativamente. Sin embargo, para este tipo de fideos,
algunas pérdidas se han encontrado después de secar los tallarines frescos a 40 ° C durante
24 h (Bui, 2009).

Todas las vitaminas del grupo B se concentran en el salvado y / o germen, y la molienda
comercial elimina aproximadamente el 58-65% de la riboflavina y estudios demostraron que
en la aleurona y el embridn esta el 37 y 26% de la riboflavina respectivamente; en el
endospermo amilaceo sélo alrededor de 32 y un 5% de riboflavina en el resto del grano por lo
tanto es recomendable el consumo de harinas integrales que aun conservan parte importante
de la vitamina (Shewry y col., 2011).

El enriquecimiento del pan y de cereales listos para el consumo contribuye a suplementar
la vitamina B; en la dieta. El arroz pelado no se fortifica debido a que el color amarillo de la
vitamina hace que el grano no sea aceptable visualmente para la mayoria de los consumidores
(Ball, 2006).
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1.2.3.4. Requerimientos

La FAO/OMS establecid la ingesta minima de 0,44 mg por 1000 Kcal, que corregida por
diferencias individuales, llega a 0,55 mg de riboflaviana por 1000 Kcal. EI NRC (National
Research Council) recomienda una ingesta de 0,6 mg por 1000 Kcal, esta relacién no se
modifica en los nifios ni durante el embarazo y la lactancia, estados estos en los cuales el
mayor requerimiento energético asegura la mayor ingesta de vitaminas (Portela, 2003).

Su nivel de requerimientos en el organismo es el menor de las vitaminas del grupo B.
Steinberg y Rucker (2006) sugieren 1,1 hasta 1,3 mg/dia. Sin embargo cuando se analiza por
edades estos valores son distintos para cada grupo etario y un resumen de esta informacién
se encuentra detallado en la Tabla 1.6 siguiente.

Edad EAR RDA Al UL
(afios) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) | (mg/dia)
0-0,5 - - 0,3 -
0,5-1 - - 0,4 -
1-3 0,4 0,5 - -
4-8 0,5 0,6 - R
9-13 0,8 0,9 - -
14->70 0,9(V)1,1(M) | 1,1(V)1,3(M) - -
19-30 1,2 1,4 - -
Embarazadas
19-30 1,3 1,6 - -

Tabla I. 6. Ingestas diaria de referencia de riboflavina (Steinberg y Rucker, 2006)

[.2.4. Nicotinamida (Bs3)
1.2.4.1. Generalidades

Asi como la historia de la tiamina se relaciona con el beriberi, la historia de la niacina lo
hace con la pelagra. El beriberi se asocia con el Oriente y una dieta a base de arroz, y la pelagra
con el Occidente y una dieta a base de maiz. Hace mas de 200 afios, el médico espanol Gaspar
Casal, por primera vez atribuyd la pelagra a una alimentacion deficiente. Al principio, se creyé
qgue la pelagra se podia originar en una carencia de proteina, porque la enfermedad se
mejoraba con algunas dietas ricas en proteina. Mas adelante se demostré que un extracto de
higado, casi libre de proteina, podia curar la pelagra, luego en 1867 se descubre y sintetiza el
acido nicotinico (Portela, 2003). En 1926, J. Goldberger, en los Estados Unidos, comprobd que
el extracto de levadura contenia una sustancia no proteica que prevenia la pelagra (PP). Para
1936 se identifica la nicotinamida como componente del NAD (Latham, 2002). En 1937, se
aisld la niacinamida o nicotinamida (acido amido nicotinico) y se descubridé que en los perros
curaba una enfermedad semejante a la pelagra, conocida como lengua negra.

La carencia de niacina lleva a la pelagra, la «<enfermedad de las tres D»: dermatitis, diarrea
y demencia. Al principio se manifiesta como problema de la piel; si no se trata, puede
continuar durante muchos afios, empeorando en forma sostenida y progresiva (Latham,
2002).
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Debido a que la pelagra se encontré sobre todo en personas cuya dieta bdsica era el maiz,
se supuso que este cereal era muy pobre en niacina. Desde entonces se demostrd que el pan
blanco contiene mucho menos niacina que el maiz. Sin embargo, la niacina en el maiz no esta
disponible por completo, pues no se encuentra en forma libre.

El descubrimiento que el aminoacido triptéfano evita la pelagra en animales de
laboratorio, como lo hace la niacina, complicé el cuadro hasta cuando se demostré que el
triptéfano se convierte en niacina en el organismo. Este trabajo justificd y explico las primeras
teorias de que la proteina podia prevenir la pelagra. El hecho que la zeina, la principal proteina
en el maiz, es muy escasa en el aminodcido triptéfano, explica ain mas la relacion entre el
maiz y la pelagra. También se comprobé que un consumo alto de leucina, como en las dietas
cuya base es el sorgo, interfiere con el metabolismo de triptéfano y de niacina y puede
también producir pelagra (Latham, M. 2002).

El acido nicotinico es transformado en la mucosa intestinal en nicotinamida y NAD
(Portela, 2003) y cuando la niacina esta en exceso se convierte en N-metil nicotinamida, que
tiene un umbral renal bajo y se excreta por via urinaria (Steinberg y Rucker, 2006).

1.2.4.2. Propiedades y estructura quimica

El nombre niacina se aplica genéricamente al 4cido nicotinico y a la nicotinamida (Ball,
2006). El acido nicotinico y la nicotinamida poseen la misma actividad vitaminica; el acido libre
se convierte a amida en el cuerpo (Schiiep, 1997). Con la denominacion de “equivalente de
nicotinamida” se entiende la contribucién en la dieta de todas las formas activas de la niacina
(incluyendo el triptéfano que es su precursor en el metabolismo).

El dcido nicotinico tiene por nombre de IUPAC acido piridin-3-carboxilico. Se lo conoce
también como 4acido piridina-B-carboxilico, factor PP (prevencién de pelagra) o vitamina anti-
pelagra. El acido nicotinico tiene como formula empirica CsHs02N y por peso molecular
123.1, absorbe en soluciones acuosas a 261 nm, estable a oxigeno, luz y calor en estado seco
(Schiiep, 1997).

Es incoloro, con forma similar a agujas, no higroscépico, estable al aire. Se sublima sin
descomposicion a 234-237°C. Es anfotero. El pH de una solucién acuosa saturada es de 2,7. Es
muy soluble en agua, alcohol, soluciones hidroxi-alcalinas, carbonatos y en propilenglicol
(Shibata y Taguchi, 2005).

Por otra parte la nicotinamida tiene por nombre de IUPAC piridina-3-carboxiamida y
como férmula empirica CsHsON3 y peso molecular 122,1 con un punto de fusién 128-131°C,
tiene absorcién en el rango de 260 nm y es estable al oxigeno, luz y calor en polvo y en
solucién acuosa; la amida se puede hidrolizar dando el acido (Schiiep, 1997). También se la
conoce como niacinamida y vitamina PP (Shibata y Taguchi, 2005). La nicotinamida a su vez
puede formar parte de dos coenzimas NAD, nicotinamida dinucledtido, y NADP, nicotinamida
dinucledtido fosfato (Portela, 2003). Estas coenzimas son inestables bajo condiciones alcalinas
pero estables en condiciones acidas (Russell, 2000).

En las figuras |. 11 y I. 12 se pueden apreciar las estructuras quimicas del acido nicotinico
y de la nicotinamida y en la figura |. 13 se observa la estructura de NAD con el grupo fosfato
(Russell, 2000).
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Figura I. 13. Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NAD cataliza una amplia gama de reacciones, tales como la conversién de alcoholes y
polioles a aldehidos o cetonas. NAD y NADP son productos de la degradacion de triptdfano.
Actua en procesos de 6xido reduccién (aceptores de hidrégeno) asi participan en la glicdlisis,
ciclo del acido citrico, fosforilacién oxidativa, lipogénesis, via de las pentosas, entre otras
(Portela, 2003), de gran importancia para la regulacién celular (Steinberg y Rucker, 2006)

En cuanto a sus propiedades quimicas el acido nicotinico y la nicotinamida son estables a
temperaturas ambiente, en solucion resisten periodos de autoclavado (120°Cx 10 min) sin
degradacion. El acido nicotinico es estable en solucidn sin que lo afecte el pH, en cuanto a la
nicotinamida es estable a pH neutro (Russell, 2000).

1.2.4.3. Relacion con los alimentos

La niacina esta presente en la leche humana como nicotinamida y su formas enzimaticas
nicotinamida adenina dinucledtido (NAD) y nicotinamida adenina dinucledétido fosfato (NADP)
(Hampel y col., 2012). En la leche materna, alimento basico y esencial de los seres humanos,
Hampel y col. (2012) analizaron mds de 80 muestras de Camerun, China, India, Malawi y
EE.UU. Estas muestras fueron tomadas en diferentes etapas de la lactancia por si existieran
posibles cambios en las concentraciones de las vitaminas. Lo que se observé es que la tiamina
y niacina aumentan con la duracién de la lactancia, la riboflavina es estable en todas las etapas.
Para el caso de la niacina las muestras analizadas en EE.UU. diferian de las de otros origenes
geograficos.

En alimentos se encuentra en altos niveles en los tejidos animales (pollo, pescado, carne
de res, especialmente el higado), maniy en moderadas cantidades en los granos enteros como
el trigo y la cebada, productos enriquecidos de cereales, champifiones y algunas verduras tales
como el maiz y las arvejas. En alimentos del tipo cereales maduros (maiz, trigo, arroz, cebada
y sorgo) el contenido de niacina estd presente como acido nicotinico que se ha demostrado
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disponible luego de la coccion, ejemplo de esto es la preparacién de tortillas mexicanas a las
cuales se les agrega el agua de cal a un pH alcalino para liberar el acido nicotinico y la
fabricacion de pan “piki”, preparacion de los indigenas Hopi ubicados en Arizona (EEUU)
quienes utilizan la ceniza de madera, lo que le da caracteristicas alcalinas a la mezcla (Ball,
2006). Asi como la adicidn de cal y cenizas dan lugar a mayor disponibilidad, el procesamiento
de los alimentos con tratamientos y exceso de agua puede generar lixiviaciéon de la vitamina
por su caracteristica de solubilidad. La niacina es muy estable en una variedad de condiciones
(Steinberg y Rucker, 2006). También esta presente en algunas bebidas como café, cerveza
(Portela, 2003).

1.2.4.4. Requerimientos

En paises como EEUU el pan y sus derivados representan alrededor del 11% de la ingesta
total de niacina en adultos y en cereales fortificados listos para el consumo un 10% adicional
(Shewry y col., 2011).

La cantidad adecuada para cualquier persona es 20 mg por dia. Las necesidades de niacina
se ven afectadas por la cantidad de triptéfano en la proteina que se consume, asi como la
dieta basica (por ej. si se trata de una dieta a base de maiz, o no). La FAO/OMS sugiere 6,6 mg
por 1 000 kcal en la dieta (Portela, 2003). Esta relacidon no se modifica para los nifios lactantes
mayores de 6 meses, durante el embarazo y en la lactancia.

Sin embargo cuando se analiza por edades en la actualidad estos valores son distintos para
cada grupo etario y un resumen de esta informacién se encuentra detallado en la Tabla 1.7
siguiente.

Los requerimientos para niacina se expresan como equivalentes donde un equivalente
corresponde a 1 mg de niacina. La conversion de triptéfano en niacina produce un equivalente
de niacina por cada 60 mg de triptéfano (Allen y col., 2006).

Edad EAR RDA Al UL
(afios) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) | (mg/dia)
0-0,5 - - 2 -
0,5-1 - - 4 -
1-3 5 - 10
4-8 6 8 - 15
9-13 9 12 - 20
14-18 12 14 (V) 16 (M) - 30
19->70 11 14 (V) 16 (M) - 35
19-30 13 17 35
Embarazadas
19-30 13 17 - 35

Tabla I. 7. Ingestas diaria de referencia de niacina (Steinberg, y Rucker, 2006)
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.2.5. Acido Félico (Bo)
1.2.5.1. Generalidades

Los primeros aportes al conocimiento del acido félico se remontan al afio 1800 cuando se
estudiaron casos de anemia macrocitica, de trastornos neuroldgicos y digestivos (Steinberg y
Rucker, 2006). Para el afio de 1929, Lucy Wills describié a la anemia macrocitica que afectaba
a mujeres en la India y cuyo tratamiento correspondia a la ingesta de preparaciones con
levadura; ya para el afo de 1946 se encontré en las hojas de espinaca una sustancia con
efectos similares; la sustancia aislada fue el acido fdlico (Latham, 2002).

En la segunda mitad del siglo pasado el acido félico era identificado como un posible factor
relevante en la prevenciéon de enfermedades cardiovasculares, el cancer de colon-rectal,
deterioro neurocognitivo y anomalias congénitas que afectan el desarrollo de la médula
espinal y el sistema nervioso central (defectos del tubo neural DTN). Los defectos del tubo
neural (DTN) son malformaciones congénitas originadas por el no cierre del tubo neural y
pueden ser anencefalia (gran parte del cerebro y crdneo no se desarrolla) y mielomeningocele
(la columna vertebral y el conducto raquideo no se cierran antes del nacimiento), que pueden
llevar a la muerte o a una invalidez definitiva para el recién nacido. Este tipo de
malformaciones tiene por afio alrededor de 500 neonatos afectados. A todo esto y con
evidencias cientificas se ha comprobado que el consumo de acido félico por parte de la mujer
antes de la concepciéon y en el primer trimestre del embarazo disminuye el riesgo de esta
enfermedad en los recién nacidos. Se estima que el acido félico puede reducir el riesgo de
enfermedad isquémica del corazon en un 16%, trombosis venosa profunda en un 25%, y los
accidentes cerebrovasculares en un 24% (Scorsatto y col., 2011). Otros estudios sefialan que
una ingesta excesiva de esta vitamina en ancianos, podria derivar en un enmascaramiento de
la deficiencia de vitamina B1z, condicidon que ha demostrado ser causa de daino neurolégico
irreversible (Samaniego-Vaesken y col., 2010).

Los folatos se absorben en el yeyuno, pero solo al estado de mono o diglutamatos. La
absorcidn se realiza por un proceso activo, estimulado por la glucosa y mediante una proteina
de unién de la membrana; sin embargo, cuando se encuentra en elevadas concentraciones en
el intestino puede absorberse por difusién (Portela, 2003).

1.2.5.2. Propiedades y estructura quimica

El término genérico ''folato" se refiere a la clase de compuestos que tiene una estructura
guimica y la actividad nutricional similar a la del acido fdlico cuya estructura quimica se
encuentra descrita en la figura I. 14 (pteroil-L-glutdmico) aunque también se la indica en
bibliografia en la forma ceto en el carbono 3 (Alaburday col., 2008).

Se lo conoce también con la denominacién de folacina que identifica al acido félico e
incluye otros compuestos de actividad bioldgica similar (Portela, 2003) relacionados con el
acido pteroilglutamino (PteGlu), cuya diferencia radica en el estado de reduccién y el nimero
de residuos de glutamato, figura .15 muestra un ejemplo (Russell, 2000).
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El 4cido fdlico, cuya denominacién IUPAC es acido (2S)-2-[(4-{[(2-amino-4-hidroxipteridin-
6-il)metillJamino}fenil)formamido]pentanodioico, presenta la formula empirica C19H1906N7 con
un peso molecular de 441.4. Es un polvo cristalino amarillo a naranja amarillento con un punto
de fusion de 250° C, la absorcion puede depender del pH de la solucidn y se puede realizar en
rangos 256, 283 y 365 nm; es estable al aire y calor pero se degrada por la luz y la radiacién
UV (Schiep, 1997).

El componente biolégicamente activo no es el acido félico sino su metabolito el
tetrahidrofolato (THF). Las formas 10-formil, 5-metil, 5-formimino,5,10-metenil y 5,10-
metileno sustituyendo al acido tetrahidrofolico (THFA) se utilizan para la sintesis de las purinas
(adenina y guanina) y de pirimidinas (timina) parte constituyente del ADN (Ball, 2006). Estas
reacciones son esenciales para la divisidn celular. El folato también participa en reacciones
implicadas en la interconversién y el catabolismo de los aminoacidos y en el cuerpo humano
estd presente la forma metil-THFA para la transferencia de este grupo en reacciones. La
eliminacidn del grupo metilo a partir de metil-THFA y su irreversible transferencia a metionina
por la enzima metionina sintetasa que requiere la vitamina B1, representa una importante
interaccidn entre acido félico y la vitamina B1, (Steinberg y Rucker, 2006).

El acido fdlico en la naturaleza esta en formas reducidas dihidro y tetrahidro folato. Se
presenta usualmente como poliglutamato con cinco, seis o siete fracciones de glutamato
conjugadas con enlaces y-péptido. En los alimentos se encuentran las formas enddgenas con
5,6,7,8 tetrahidrofélico; 5,6-dihidrofolato, 5-metiltetrahidrofolato y 10-formiltetrahidrofolato
(Russell, 2000).

1.2.5.3. Relacién con los alimentos

Las principales fuentes de folato se encuentran en higado, rifidn, musculos, leche, queso,
vegetales de hoja oscura, coliflor, legumbres, naranja y germen de trigo (Schiiep, 1997). El
acido fdlico se encuentra en la naturaleza principalmente en los vegetales en la forma
conjugada mientras que en el higado de los mamiferos la mayor parte del folato se encuentra
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en forma libre. La forma libre incluye los mono, di y triglutamatos (Portela, 2003; Schiiep,
1997).

El 4cido fdlico tiene un color amarillo claro que al ser agregado a los alimentos en bajas
concentraciones no afecta el color del alimento. Es fotosensible y puede afectar su nivel en
los alimentos especialmente en los productos horneados y en las pastas, disminuyendo hasta
un 20% (Allen y col., 2006).

También puede verse afectada la biodisponibilidad de acido félico por la preparacién de
los alimentos y su procesamiento. El folato al ser soluble en agua se pierde durante el
escaldado de vegetales, ademds de una degradacién por efecto del tratamiento térmico. La
pérdida se incrementa al aumentar la cantidad de agua utilizada. Por ejemplo la pérdida de
folato en el escaldado de espinaca con una relacién de espinaca agua 1:1,6 es del 32% y la
pérdida se incrementa con una relaciéon de espinaca a agua 1:7 al 83% (Ball, 2006).

El escaldado por vapor o por microondas reduce significativamente la pérdida de folatos.
En arvejas la pérdida es del 10% con el escaldado con vapor comparado con el 21% cuando se
realiza con agua caliente (Melse-Boonstra y col., 2002).

1.2.5.4. Requerimientos

El acido fdlico es la forma mas simple y mas estable que el folato por lo que resulta mas
eficaz en la reduccién de la incidencia de defectos del tubo neural ya que se absorbe mas que
las formas conjugadas. Por lo tanto el acido fdlico se esta utilizando cada vez mas para
fortificacion de alimentos proporcionando una mejor biodisponibilidad que el folato de
fuentes naturales, siendo los granos de cereales y los alimentos basicos los candidatos
principales para la fortificacion (Cheung y col., 2008).

Los requerimientos de acido félico han sido determinados por el NRC en base a la cantidad
necesaria para producir una respuesta hematoldgica en individuos con deficiencia y esta
cantidad se incrementa para mujeres embarazadas (Portela, 2003). Se recomienda un minimo
de 400 microgramos/dia desde el primer mes hasta la semana 12 del embarazo (Ramonet y
Gentile, 2008). Segun el estudio realizado por Zapata y col. (2010), en el cual se evalua el
resultado de la aplicacion de la Ley 25.630 sobre el grupo de poblacion mas vulnerable
(mujeres en edad fértil y embarazadas dentro del primer trimestre de gestacién) se estimé
que 100 g de pan comun francés, pan de salvado (de panaderia) o pan de Viena cubrian cerca
del 30% de la RDA para embarazadas de 14 a 50 afios (600 pg/d), y aproximadamente del 48%
para las mujeres en edad fértil (400 pg/d).

En la actualidad estos valores para cada grupo etario se encuentran detallados en la tabla
1.8 siguiente.
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Edad EAR RDA Al UL
(afios) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) | (mg/dia)
0-0,5 - - 65 -
0,5-1 - - 80 -
1-3 120 150 - 300
4-8 160 200 - 400
9-13 320 400 - 1000
14->70 320 400 - 1000
19-30 520 600 - 1000
Embarazadas
19-30 520 600 - 1000

Tabla I. 8. Ingestas diaria de referencia de acido félico (Steinberg, y Rucker, 2006).

A continuacién se presenta un resumen de las principales manifestaciones de
enfermedades causadas por la carencia de las vitaminas que se van a estudiar en esta tesis.

I.2.6. Manifestaciones mds importantes por carencia de vitaminas

En la tabla 1.9 se detallan las manifestaciones que la FAO considera relevantes por la
carencia en la ingesta de las vitaminas del grupo B motivo de este trabajo. Ademas se incluye
la prevalencia a nivel internacional y los examenes de laboratorio asociados.

Resumen de las enfermedades por carencia nutricional

. . Manifestaciones , .
Enfermedad Nutriente Prevalencia clinicas Examenes de laboratorio
Debilidad; neuropatia
periférica; pérdida de
reflejos; ataxia; . -
. .J ’ ! Baja actividad transquetolasa
pérdida de peso; . o
. eritrocitaria en la sangre total;
. L edema; disnea; falla L . L
Beriberi, Tiamina , bajo nivel de tiamina urinaria
, . . . cardiaca. .
encefalopatia (vitamina | Moderada/baja s . . en muestra de orina de 24
. En nifios: taquicardia, -
de Wernicke B1) , , horas o de creatinina por
afonia, falla cardiaca. L. L
, gramo; bajo nivel de tiamina
En sindrome de
. . en la sangre total
Wernicke: ataxia,
signos oculares,
psicosis
S . Niveles altos de glutation
Queilosis de los labios; . .g . .
" reductasa eritrocitaria; bajos
estomatitis angular, . . . L
. L . . ", . niveles de riboflavina urinaria
Arriboflavinosis | Riboflavina Alta glositis; dermatitis .
. en muestra de orina de 24
seborreica a menudo
. horas o por gramo de
en genitales L
creatinina
- Bajos niveles de N-metil-
Dermatitis L . .
. , nicotinamida urinaria en
fotosensible en areas .
- . muestra de orina de 24 horas o
Pelagra Niacina Moderada/baja expuestas a la luz . .
. por gramo de creatinina; bajo
solar; diarrea; . .
. . nivel de niacina en la sangre
estomatitis; confusién total
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. . Manifestaciones , .
Enfermedad Nutriente Prevalencia clinicas Examenes de laboratorio
mental, depresion y

psicosis

Baja hemoglobina;
hipersegmentacion de

. Folato, Anorexia; cansancio; ) .
Anemia . . . . leucocitos polimorfonucleares;
. .. vitamina Mediana disnea; edema en los , ‘..
megaloblastica . eas hematies megaloblasticos;
B12 tobillos; queilitis

hematies macrociticos; bajos
niveles de folato sérico
Tabla I. 9. Enfermedades y manifestaciones clinicas relevantes relacionadas con la carencia en la ingesta de las
vitaminas del grupo B (Lathman, 2002)

Para evitar estas manifestaciones uno de los caminos es la fortificacion.

1.3. Fortificacion

La fortificacidon se refiere a la adicion de un micronutriente, por ejemplo vitaminas, a un
alimento que sea un adecuado “carrier” para dicho nutriente, aclarando que no
necesariamente dicho alimento debe contenerlo naturalmente. Esto se realiza para
complementar la dieta con el objeto de cubrir deficiencias en la ingesta. Por ejemplo en
muchos paises se agrega vitamina A a la margarina para reemplazar lo que no se ingiere al
sustituir la ingesta de manteca por margarina (Allen y col., 2006).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién de las Naciones Unidas para
la alimentacién y Agricultura (FAO) plantean que cuando se utiliza adecuadamente puede ser
una estrategia para controlar la carencia de nutrientes. Los términos fortificacién y
enriquecimiento se utilizan casi siempre en forma intercambiable. La fortificacién se ha
definido como la adicidon de uno o mas nutrientes a un alimento a fin de mejorar su calidad
para las personas que lo consumen, en general con el objeto de reducir o controlar una
carencia de nutrientes. Esta estrategia se puede aplicar en naciones o comunidades donde
hay un problema o riesgos de carencia de nutrientes (Latham, 2002).

En algunos casos, la fortificaciéon puede ser el procedimiento mas facil, econdmico y util
para reducir un problema de deficiencia. Hay que evaluar los pros y los contras de la
fortificacion en cada circunstancia. Aun asi, muchas veces la fortificacion se ha subutilizado en
los paises en desarrollo como estrategia para controlar las carencias de nutrientes, mientras
gue en muchos paises industrializados generalmente se usa en exceso. Se pueden agregar
nutrientes que generalmente no faltan en la dieta de consumidores que no tienen mucho
riesgo de carencia de ellos.

Hay dos tipos de fortificacion que han sido muy efectivos en muchos paises y son: la
adicién de yodo a la sal (yodacién) y la adicion de fluor al agua (fluoracion). Para el Banco
Mundial la fortificacidon es una via acelerada de mejora de calidad de vida y el desarrollo a un
bajo costo (Dwyer, 2014).

Las siguientes son algunas de las condiciones, consideraciones y principios relevantes
planeados por la FAO (Latham, 2002) para fortificar uno o mas alimentos a fin de mejorar el
estado nutricional.
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Carencia comprobada de micronutrientes en la poblacion. Los datos dietéticos, clinicos o
bioquimicos deben mostrar que existe una carencia de un nutriente especifico, en algin grado
y en un numero significativo de individuos en la poblaciéon cuando consumen su dieta habitual,
0 que existe un riesgo de ello.

Amplio consumo del alimento por fortificar entre la poblacion expuesta a riesgo. El
alimento que se ha de fortificar debe ser consumido por un numero significativo de la
poblacién que presenta la carencia del nutriente cuya fortificacién se considera. Si la
enfermedad por carencia ocurre tan sdlo entre los muy pobres que rara vez compran el
alimento fortificado, entonces esto producira poco beneficio.

Conveniencia del alimento y el nutriente en conjunto. Al agregar el nutriente al alimento
no se debe crear ningln problema serio de tipo organoléptico. Los productos se deben
mezclar bien y este proceso de mezcla no debe producir una reaccién quimica no deseable,
cualquier sabor desagradable o cambios en el color o el olor, o cualquier otro tipo de
caracteristica inaceptables.

Factibilidad técnica. Debe ser técnicamente factible adicionar el nutriente al alimento.

Numero limitado de fabricantes del alimento. Es muy util en un programa de fortificacién
nacional, o inclusive local, que haya pocos fabricantes o procesadores del alimento
considerado.

Sin aumento sustancial en el precio del alimento. Es importante considerar el impacto de
la fortificacion en el precio del alimento que se ha de fortificar. Si al agregar el nutriente sube
demasiado el precio del alimento, su consumo disminuird sobre todo entre la poblacién de
menores recursos que se encuentren en mayor riesgo de carencia. Si la fortificacion aumenta
el precio del alimento, entonces es posible que se considere subsidiar el costo.

Nivel de consumo del alimento. Se debe dar atencidn especial al nivel habitual de
consumo del alimento considerado para la fortificacion. Si existe un nivel muy amplio entre la
cantidad maxima y minima de consumo por parte de la poblacién, quizas un 25 por ciento
consume el minimo y otro 25 por ciento el maximo, puede ser dificil decidir el nivel del
nutriente para la fortificacién. Si un numero grande de la poblacidn a riesgo de la deficiencia
del nutriente, consume muy poca cantidad del alimento, entonces puede que no se beneficie
de la fortificacion. Si un niumero significativo de personas consume el alimento fortificado en
gran cantidad, que puede llevar a ingerir cantidades téxicas del nutriente, entonces el
alimento puede no ser apto para este proceso.

Legislacion. Cuando un gobierno esta impulsando con seriedad el control de una carencia
grave de micronutrientes mediante la fortificacidn, es necesario disponer de una legislacién
apropiada. Muchos paises industrializados cuentan con legislacién que garantizan los niveles
minimos requeridos de vitaminas B y algunas veces también de hierro, que deben estar
presentes en la harina de trigo y en algunos otros productos de cereales.

Seguimiento y control de la fortificacion. El seguimiento para aportar datos sobre la
fortificacion de los alimentos es util. Es particularmente importante donde la fortificacidn esta
legislada. En este caso, el incumplimiento de la fortificacidn correcta puede llevar a un sumario
y a la sancion de los fabricantes de alimentos que no cumplan con las normas. El seguimiento
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por parte de los gobiernos depende de la disponibilidad de laboratorios y de personal
entrenado.

Existen tres tipos de fortificacién para los alimentos los que van a ser consumidos por gran
parte de la poblacién y los que van dirigidos a un segmento de la poblacién, asi; la fortificacion
masiva es casi siempre obligatoria y puede depender de politicas nacionales e internacionales
y va aplicada en alimentos de consumo habitual para la poblacién como cereales, condimentos
y leche. El otro tipo de fortificacién es el focalizado o dirigido a un grupo especifico de la
poblacién como lactantes y nifios de corta edad y comprende alimentos elaborados para los
programas de alimentacidn escolar, galletas especiales para nifios y mujeres embarazadas y
raciones de alimentos para poblaciones en emergencia o desplazadas tratando de entregar la
mayor parte de los requerimientos de micronutrientes para cada uno de estos grupos segun
sea el caso. Y el tercer tipo de fortificacion es la impulsada por el mercado que es aplicada de
manera voluntaria por la industria. En los paises industrializados, y en alguna extension en los
paises en desarrollo, se utiliza la fortificacién para ajustar el contenido de nutrientes a los
alimentos procesados, de manera que sus niveles estén mas cerca de los del alimento antes
de su proceso. Ciertos procesos que reciben los alimentos disminuyen las cantidades de
vitaminas por ejemplo al lavar el arroz disminuye la tiamina presente en el grano, dejar la
leche en contacto prolongado con la luz disminuye el contenido de riboflavina y como fuera
mencionado anteriormente, la coccidon y el almacenamiento de vegetales inciden en la
disminucion de la concentracién de folatos (Latham, 2002; Allen y col., 2006). Por esa razon,
muchos productos de cereales estan enriquecidos con vitaminas del grupo B para recuperar
los niveles iniciales (Rodriguez y col., 2012). Por ejemplo, los cereales que se someten a una
molienda importante, como la harina de trigo, pueden contener nutrientes que se agregan
para reemplazar los que se han perdido durante el proceso de refinamiento. También para
cubrir variaciones estacionales en los contenidos de vitaminas, como por ejemplo vitaminas A
y D que se agregan a productos lacteos para mantener niveles constantes durante el ano. Las
vitaminas se usan también para cumplir una funcién como colorante (B-caroteno) en pastasy
como antioxidante de aceites y grasas la vitaminas C y la vitamina E. El acido ascorbico es
usado también como agente reductor e interviene en la formacién de color del jamén (Ball,
2006).

Las politicas de fortificaciéon deben estar disefiadas bajo un marco que agrupe el tipo de
nutrientes necesario, el individuo o poblacion con deficiencia y el medio social acompafiado
por una educacion nutricional y de prdacticas alimentarias adecuadas (Daza, 2001).En Estados
Unidos de Norteamérica la harina y los granos se han fortificado desde 1966 y en 1998 la
Administracion de Alimentos y Bebidas de EEUU (FDA) ordend el agregado obligatorio de acido
félico en todos los productos con cereales con 140 mg de acido folico/100 g. Actualmente mas
de 40 paises han implementado esta politica de fortificacidn obligatoria (Samaniego-Vaesken
y col., 2010).

En las politicas de nutricion de Estados Unidos estd la recomendacién de limitar el
consumo de calorias por el aumento del peso corporal de la poblacién. Sin embargo en la era
de la obesidad y del exceso dietario, los resultados obtenidos por Berner y col. (2014) en su
trabajo sobre la incidencia de los alimentos en la nutricién de nifios y adolescentes en EEUU
considerando los nutrientes propios de los alimentos consumidos, los alimentos fortificados y
el consumo de suplementos alimenticios encontraron que un alto porcentaje de los
encuestados no consumia lo suficiente en nutrientes. Pero destacaron el rol importante de la
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fortificacion en la ingesta, especialmente cereales, sin ser una ingesta excesiva como se
suponia en un principio.

En las encuestas alimentarias realizadas en Estados Unidos por el programa de encuestas
de Salud y nutricién (NHANES por sus siglas en inglés) confirma estos resultados ya que un
numero importante de la poblacién de EEUU no cumplia con los requerimientos de ciertos
micronutrientes si no consumiera los alimentos fortificados, enriquecidos y/o suplementados
pero se pudo evidenciar que un sector de la poblacidn no consume estos alimentos por
diversas razones como por ejemplo los celiacos e intolerantes a la lactosa (Dwyer, 2014). Por
otra parte, se recomienda en este pais no superar los niveles maximos de consumo tolerable
(UL).

Asi mismo la “American Dietetic Association” (American Dietetic Association, 2005; Akhtar
y col., 2011; Herrera, 2010) hace un llamado de atencidn sobre la correcta determinacién de
las necesidades de los individuos y las poblaciones mas vulnerables y cual aspecto se debe
cubrir con la ingesta de nutrientes, tal es el caso del hierro y el acido félico en mujeres
adolescentes y durante la maternidad, para la prevencién de defectos del tubo neural en los
fetos (Piyathilake y col., 2007), la vitamina B12 en personas mayores de 50 afos de edad, la
vitamina D para personas mayores con la piel fuertemente pigmentada y/o expuestas a
radiacidon UV-inadecuada. Y también llama a considerar el disefio de los alimentos fortificados
y el cdbmo actuan en la dieta del consumidor.

I.3.1. Legislacién Alimentaria

La Organizacion Mundial de la Salud OMS en su Declaracién de consenso provisional da
Recomendaciones sobre la fortificaciéon de las harinas de trigo y de maiz (OMS, 2009) enfocé
la fortificacién de micronutrientes como hierro, acido félico, vitamina B1z, vitamina Ay zinc a
harinas de trigo y maiz pues estos micronutrientes son los de mayor relevancia en las
deficiencias de los paises en vias de desarrollo. En el informe de la OMS (2009) se dan a
conocer las disminuciones de las anomalias congénitas del tubo neural en paises como EEUU,
Canada y Chile por la aplicacién de leyes regionales y al acompanamiento por parte de los
Estados y de los organismos de control. En Estados Unidos la FDA (Food and Drug
Administration) agreg6 al acido félico a harinas y derivados, como control para los defectos
del tubo neural (Dwyer, 2014).

Es obligatorio el enriquecimiento de la harina de trigo con vitaminas B,, B, niacina e hierro
en Bolivia, Colombia, Ecuador, Costa Rica, Chile, El Salvador, Guatemala, Honduras, Panama,
Republica Dominicana, Venezuela, Nigeria, Arabia Saudita, Canada, Estados Unidos y Reino
Unido. Ademas, en Bolivia, Canadd, Colombia, Ecuador y Guatemala es también obligatorio el
enriquecimiento con acido félico (Zapata y col., 2010).

Como ejemplo de las diferentes politicas de fortificacidon que se siguen en América Latina;
David (2004) realizé una completa recopilacién de las legislaciones aplicadas y algunos
comentarios sobre la aplicacion de estas, que conjuntamente con la informacion brindada por
Muehlenchemie (2006) permitieron delinear los parrafos siguientes. En todos los casos se
buscd actualizar la informacion con nuevas legislaciones vigentes en cada pais.

En Bolivia se reglamenta en 1996 el control técnico de la fortificacion de la harina de trigo,
para consumo humano de la siguiente forma:
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. .. Nivel de adicion
Nutriente en forma quimica

(mg/Kg)
B1 Mononitrato de Tiamina 4,4
B2 Riboflavina 2,6
Niacina Nicotinamida 35,6
Folato, Acido Fdlico 1,5
Sulfato Ferroso 60,0

Tabla I. 10. Niveles de adicién de micronutrientes para la harina de trigo en Bolivia (David, 2004)

Ante la ausencia de una legislacidon que haga obligatoria la fortificacidn en Brasil, se realizé
un compromiso entre gobierno, industria, consumidores y académicos contra la anemia
ferropriva y se definié que se debia fortificar con 4,2 g de hierro y 150 mg de acido fdlico por
cada 100 grs. de harina.

En Chile la fortificacién se aplica para harinas de 78% y 74% de extraccién, sémola y
semolina para pastas de la siguiente forma:

X e Nivel de adicidn
Nutriente en forma quimica

(mg/Kg)
Tiamina 6,3
Riboflavina 1,3

Acido Fdlico 2,0a24
Niacina 13,0
Hierro (sulfato o de pirofosfato ferroso) 30,0

Tabla I. 11. Niveles de adicién de micronutrientes para harinas en Chile (David, 2004)

La fortificacion en Colombia esta orientada a la harina de trigo y determina como
cantidades minimas de adicion:

. . .. Cantidad
Micronutrientes Forma Quimica ..
minima (mg/kg)
Vitamina B1 (Tiamina) Mononitrato de tiamina 6,0
Vitamina Bz . .
(Riboflavina) Riboflavina 4,0
Niacina Nicotinamida 55,0
Acido félico Acido fdlico 1,54
Hierro Fumfa\rato ferroso - Hierro 44,0
reducido sulfato ferroso
Calcio (Opcional) Carbonato de Cgluo 1.280
fosfato monocalcico

Tabla I. 12. Cantidad minima de micronutrientes adicionada a la harina de trigo en Colombia (David, 2004).

En Costa Rica estd establecida la fortificacion para harinas con el agregado de los
siguientes micronutrientes:
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Nutriente Cantidad min. (mg/Kg)
Tiamina (B1) 6,0
Riboflavina (B2) 4,0
Niacina 55,0
Acido félico 1,5
Hierro 60,0

Tabla I. 13. Cantidad minima de micronutrientes para fortificar las harinas en Costa Rica (David, 2004).

La fortificacidon obligatoria establecida en Ecuador para las harinas de trigo incluye la
adicion de los siguientes nutrientes:

Nutriente Cantidad min. (mg/Kg)
Hierro reducido micronizado 55,0
Tiamina (B1) 4,0
Riboflavina (B2) 7,0
Acido Fdlico 0,6
Niacina 75,0

Tabla I. 14. Cantidad minima de micronutrientes para fortificar harinas de trigo en Ecuador (David, 2004)

En paises como Barbados, Belize, Curazao, Grenada, Guyana, Haiti, Jamaica, San Vicente y
Granadinas, Suriname, Trinidad y Tobago, Cuba, Guadalupe, Puerto Rico, Republica
Dominicana se aplica la siguiente dosificacion para fortificacion:

Substancia Requerimientos (mg/100 grs)
Tiamina No menos de 0,44 y no mas de 0,77
Riboflavina No menos de 0,27 y no mas de 0,48

Niacina, Niacinamida

No menos de 3,25y no mas de 6,5

Hierro

No menos de 2,9 y no mas de 4,6

Calcio (opcional)

No menos de 110 y no mas de 140

Tabla I. 15. Requerimientos de micronutrientes para fortificar harinas en la regién del Caribe (David, 2004)

El Salvador, Guatemala, Honduras y Nicaragua firmaron un acuerdo comercial en el afio
2003, llamado Unién Aduanera C-4, para una politica de fortificacién en la regién y se aplica
la siguiente dosificacién:

Nutriente Cantidad min. (mg/Kg)
Fumarato Ferroso 55,0
Tiamina 6,2
Riboflavina 4,2
Niacina 55,0
Acido Fdlico 1,8

Tabla I. 16. Cantidad minima de micronutrientes para fortificar las harinas en Salvador, Guatemala, Honduras y
Nicaragua (David, 2004).
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En México la fortificacidon es obligatoria para harinas de cereales, sémolas o semolinas;
alimentos a base de cereales, de semillas comestibles, harinas, sus mezclas y productos de
panificacién

Nutriente Cantidad min. (mg/Kg)
Tiamina 5,0
Riboflavina 3,0
Niacina 35,0
Hierro 35,0
Zinc 20,0
Acido Fdlico 2,0

Tabla I. 17. Cantidad minima de micronutrientes para fortificar harinas en México (David, 2004)

Panama considera obligatoria la fortificacidn de harinas con la siguiente dosificacién:

Nutriente Cantidad min. (mg/Kg)
Tiamina 6,0
Riboflavina 4,0
Niacina 55,0
Fumarato Ferroso 60,0
Acido Fdlico 1,5

Tabla I. 18. Cantidad minima de micronutrientes para fortificar harinas en Panama (David, 2004)

La fortificaciéon en Paraguay es considerada obligatoria y debe cumplir con la siguiente
dosificacién:

Nutrientes Minimo Normal Maximo
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
Tiamina USP (Mononitrato de Tiamina) 4,0 4,50 5,0
Riboflavina USP 2,25 2,50 2,75
Niacina USP I(\ll\il;cé:itclz‘)a\mlda, Acido 310 350 38,30
Acido Félico 2,70 3,0 3,30
Hierro (Sulfato Ferroso) 40,0 45,0 50,0

Tabla I. 19. Dosificacidon de micronutrientes para fortificar harinas en Paraguay (David, 2004)

Peru propugna la obligatoriedad del enriquecimiento bajo la siguiente dosificacidn:

Nutriente Cantidad min. (mg/Kg)
Tiamina 4,5
Riboflavina 2,6
Niacina 35
Hierro 28

Tabla I. 20. Requerimientos de micronutrientes para fortificar harinas en Pera (David, 2004)

En Uruguay la Ley N2 18.071 establece que la fortificacion se debe hacer a toda harina de
trigo, con excepcién del salvado y la harina integral, destinada al consumo humano que se
comercialice en el mercado con acido félico y hierro en los términos:
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Nutriente Compuestos Fuente Nivel de Adicion
Sulfato ferroso deshidratado 30 mg/kg (como Fe
Hierro Fumarato ferroso elemental)
Acido félico Acido félico 2.4 mg/kg
Cianocobalamina 6 ug/k
Vitamina B12 Hidroxocobalamina HE/xe

Tabla I. 21. Niveles de adicidn de micronutrientes para fortificar harina de trigo en Uruguay (David, 2004)

En Venezuela la fortificacion establecida es:

Nutrientes Minimo Promedio Maximo
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
Tiamina 1,2 1,5 1,8
Riboflavina 1,6 2,0 2,4
Niacina 16,0 20,0 24,0
Hierro 16,0 20,0 24,0

Tabla I. 22. Dosificacion de micronutrientes para fortificar harinas en Venezuela (David, 2004)

El Cédigo Alimentario Argentino (CAA) establece en el capitulo XVII Articulo 1363 -
(Resoluciéon Conjunta SPyRS N° 118/2008 y SAGPyA N° 474/2008) que se entiende por
Alimentos Fortificados aquellos alimentos en los cuales la proporcion de proteinas y/o
aminoacidos y/o vitaminas y/o substancias minerales y/o acidos grasos esenciales es superior
a la del contenido natural medio del alimento corriente, por haber sido suplementado
significativamente. La porcién del alimento fortificado debera aportar entre un 20% y 50%
para vitaminas liposolubles y minerales, o 20% y 100% para vitaminas hidrosolubles de los
Requerimientos Diarios Recomendados establecidos. Mientras que en el articulo 1369 - (Res
1505, 10.08.88), define a los alimentos enriquecidos a aquellos a los que se han adicionado
nutrientes esenciales (Vitaminas y/o minerales y/o proteinas y/o aminoacidos esenciales y/o
acidos grasos esenciales) con el objeto de resolver deficiencias de la alimentacién que se
traducen en fendmenos de carencia colectiva. No se autorizard la fortificacidn de las siguientes
clases de alimentos: carnes y productos derivados, helados, alimentos azucarados (excepto
los que contengan jugo en su composicion), bebidas analcohdlicas o polvos para prepararlas
(excepto en ambos casos que contengan jugo en su composicién), aguas, aguas carbonatadas,
aguas minerales, con o sin gas. El Codex Alimentarius utiliza el término fortificado como
sindnimo de enriquecido, definido como la adicidon de uno o mds nutrientes esenciales a un
alimento con el propdsito de prevenir o corregir una deficiencia demostrado de uno o mas
nutrientes en la poblacidn o grupo especifico de poblacién (Rovirosa y Zapata, 2014).

En Argentina, en estudios realizados entre 2000-2006 comparando el periodo anterior y
posterior a la implementacién de la ley de fortificacién (Ley 25630), al analizar las tasas de
morbilidad asociadas al consumo de acido fdélico se pudo determinar un descenso (67,8%) de
la mortalidad por espina bifida (que es una de las mayores consecuencias por la deficiencia de
esta vitamina). También la hidrocefalia congénita mostré un descenso de casos del 22,1%, la
anencefalia mostré una disminucion del 56%. En la figura 1.16 se puede observar dichos
comportamientos (Calvo y Biglieri, 2008).
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Figura I. 16. Mortalidad fetal e infantil 2000-2006 (Calvo y Biglieri, 2008)

En Argentina y puntualmente para el caso que nos interesa, que es la fortificacién de
harinas esta la disposicion la Ley 25.630 que establece las normas para la prevencién de las
anemias y las malformaciones del tubo neural. Dicha ley define que el Ministerio de Salud, a
través del Instituto Nacional de Alimentos, debe controlar y observar la aplicacién de esta ley
a toda la harina de trigo destinada a consumo y comercializacién a nivel nacional y también a
los productos elaborados con esta.

El 31 de Julio (2002) el Congreso Argentino sanciond la Ley 25.630, promulgada el 22 de
Agosto, por la cual se dispone en el Articulo 32: "La harina de trigo destinada a consumo, que
se comercialice en el mercado nacional, sera adicionada con hierro, acido fdlico, tiamina,
riboflavina y niacina en las proporciones que a continuacién se indican”:

Nutriente Forma del Compuesto Nivel de Adicién (mg/kg)

Hierro Sulfato Ferroso 30 (como Fe elemental)
Acido Félico Acido Félico 2,2
Tiamina (B1) Mononitrato de Tiamina 6,3
Riboflavina (B2) Riboflavina 1,3
Niacina Nicotinamida 13,0

Tabla I. 23. Niveles de adicidon de micronutrientes para fortificar harina de trigo, Argentina (ANMAT, 2015)

[.3.2. Nucleos vitaminicos

En Argentina se defini6 como parte del control de la Ley N° 25630 y su Decreto
reglamentario 597/2003 medidas para el cumplimiento de la misma seglin Disposicidon
2280/2005 Control del enriquecimiento de la harina de trigo con hierro y vitaminas (ANMAT,
2005). En esta disposicion se define como organismo de control de la ley al Ministerio de Salud
a través del Instituto Nacional de Alimentos y a cargo del cumplimiento del decreto al Instituto
Nacional de Alimentos y otras autoridades. También define el nudcleo vitaminico como la
mezcla a base de sulfato ferroso, mononitrato de tiamina, riboflavina, nicotinamida, acido
folico y una matriz adecuada utilizada para enriquecer la harina. Y se determina que la adicién
del nucleo puede hacerse directamente sobre la harina o con premezclas de nutrientes
(ANMAT, 2005).
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1.3.3. Tecnologia de fortificacion - Mecanismos de adicion

La tecnologia de la fortificacién es un tema complejo y existen muchas técnicas distintas;
la eleccién del método depende del nutriente y del alimento. La seleccion del alimento
vehiculo de fortificacidon, y de los niveles de adicién del nutriente requiere del conocimiento
de la cantidad del alimento que es consumido por la poblacién, de la distribucién poblacional
de la ingesta de nutrientes, de la brecha ente la ingesta poblacional, las recomendaciones
nutricionales, y de la prevalencia de ingestas inferiores a la recomendadas (Rovirosa y Zapata,
2014).

Algunos nutrientes como las vitaminas B, son mas o menos faciles de agregar (sin embargo
la riboflavina tiene la desventaja de ser amarilla). Aunque la carencia de vitamina A es de gran
importancia, la vitamina A se utiliza con menos facilidad que las vitaminas B en los programas
de fortificacion, en parte porque es liposoluble y no se disuelve en agua. Ademads, se oxida
facilmente. El medio mas sencillo de adicionar vitamina A es agregarla a los aceites de cocina
y a la margarina. Por diferentes motivos, la fortificacién de los alimentos con hierro ha
presentado serios desafios. Se han usado muchas sales de hierro distintas, generalmente, las
gue mejor utilizan los seres humanos, como el sulfato ferroso, ofrecen las mayores
dificultades y serios problemas organolépticos.

Ha habido dificultades en la fortificacién del arroz, porque éste se consume sobre todo en
forma granular o granos enteros. Por lo tanto, agregar un polvo - lo que es facil con la harina
de trigo - en el caso del arroz no es posible. Generalmente, se han utilizado dos métodos, en
uno se recubren los granos de arroz o se impregnan con los nutrientes que se van a emplear,
en el segundo, se mezclan con el arroz granos artificiales fortificados con el nutriente deseado.
Los granos artificiales tienen que estar muy bien hechos, de tal manera que tengan una
apariencia semejante a los granos ordinarios de arroz. En Filipinas, hace algunas décadas, se
informd que antes de realizar el proceso de coccién, muchas amas de casa retiraban y botaban
los granos artificiales de arroz fortificado, porque tenian un color amarillento debido a la
adicion de tiamina y riboflavina. El arroz es un alimento basico en diferentes culturas por lo
cual se han realizado estudios en arroz parbolizado que recibié un proceso de fortificacion
bajo un proceso convencional y mejord la concentracion de acido folico de 30 a 300 veces
aungue no estaba relacionada con la biodisponibilidad de la vitamina (Kam y col., 2012).

Un sistema que se utiliza frecuentemente en la harina o en un producto de grano fino,
incluye la adicién al alimento en polvo de una premezcla de nutrientes a una tasa establecida,
a medida que éste fluye en una de las etapas del proceso. Este método es apto para molinos
y grandes plantas de procesamiento. Para las instalaciones pequeiias, o inclusive en ciudades
pequefias, se suministran paquetes de la premezcla (nucleos vitaminicos) con instrucciones
en las que se indican las proporciones a utilizar (por ejemplo, un paquete por cada 50 kg del
alimento) y los métodos necesarios para garantizar una buena mezcla.

Algunos ejemplos de mecanismos de adicidn del nucleo es a través de alimentadores de
control volumétrico, gravimétrico y “loss-inweight” siendo los volumétricos los mas
conocidos. En la figura 1.17 se puede apreciar un ejemplo de un alimentador que consta de
una tolva, rodillos. La adicién se realiza por la parte superior.
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Figura I. 17. Alimentador de polvo (Nystrom y col., 2006)

Otros son los alimentadores de tornillo, compuestos por una tolva y un tornillo giratorio
en la parte inferior de ésta. El tornillo giratorio moviliza el nucleo vitaminico y descarga sobre
las lineas transportadoras de harina (Figura 1.18).
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PANEL

Figura I. 18. Alimentador de tornillo (Nystrom y col., 2006)

Otro mecanismo usado es el homogenizador que esta en la cinta transportadora de la
harina, la mezcla se realiza en la linea o con ayuda de una linea de soplado de aire. En la figura
1.19 se puede apreciar este esquema (Nystrom y col., 2006)
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Figura I. 19. Fortificacidn en linea continua (Nystrom y col 2006)

1.3.4. Agregados de nutrientes de acuerdo a la legislacion argentina

En el mercado argentino existen varios productos elaborados con harina fortificada. En las
tablas 1.24 y 1.25 se realizé una recopilacién de datos de rotulado nutricional y de la
informacién proporcionada por los fabricantes sobre productos genéricos (frescos) y algunos
productos especificos envasados (secos).

Alimento Hierro Acido félico Tiamina Riboflavina Niacina

(mg%) (mg%) (mg%) (mg%) (mg%)
Bizcochos de grasa o manteca 2,23 0,16 0,47 0,1 0,97
Bizcochuelo * 1,07 0,08 0,22 0,05 0,46
Facturas * 1,81 0,13 0,38 0,08 0,78
Fideos frescos (tallarines) * 2,22 0,16 0,47 0,1 0,96
Masa de empanadas 1,71 0,13 0,36 0,07 0,74
Masa de prepizza 2,12 0,16 0,44 0,09 0,92
Masas secas* 1,48 0,11 0,31 0,06 0,64
Pan comun francés 2,59 0,19 0,54 0,11 1,12
Pan de Viena * 2,46 0,18 0,52 0,11 1,07
Pan salvado (de panaderia) 2,27 0,17 0,48 0,1 0,98
Pastas frescas industriales * 2,47 0,18 0,52 0,11 1,07
Ravioles * 1,28 0,09 0,27 0,06 0,55

Tabla I. 24. Contenido de hierro y vitaminas del complejo B en alimentos elaborados con harina de trigo frescos
(Zapata y col., 2010). (* Productos frescos)
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Alimento Empresa / marca | Hierro | Acido félico | Tiamina Riboflavina Niacina
comercial (mg%) (mg%) (mg%) (mg%) (mg%)
Fajitas TIA MARUCA 4,1 0,15 0,13 0,02 1,5
Fideos dietéticos de LUCCHETTI 45 01 0,93 0,2 45
sémola(+)
Fideos d'etet('f;’ s de sémola MATARAZZO 44 0,125 0,88 0,2 45
Fideos dietéticos de sémola
con vegetales espaguetis LUCCHETTI 3,5 0,1 0,74 0,16 3,6
espinaca, puerro y acelga (+)
Fideos dietéticos de sémola
con vegetales tirabuzon LUCCHETTI 3,6 01 0,75 0,16 3,6
zapallo, tomate y zanahoria
(+)
Fideo mosta.chol fortificado FAVORITA 56 NI NI NI NI
con hierro (+)
Galletitas con harina
integral, avena arrollada y CEREALITAS NI 0,11 0,25 NI NI
copos de maiz
Pan lactal BIMBO 56 NI NI NI NI
Pan para hamburguesa BIMBO 5,6 NI NI NI NI

Tabla I. 25. Contenido de hierro y vitaminas del complejo B en productos elaborados con harina de trigo
(Zapata y col., 2010). NI: valores no informados por las empresas elaboradoras; (+): productos con adicién de vitaminas y minerales.

Estos datos muestran la diversidad de concentraciones que se obtienen en los productos
comercializados tanto frescos como envasados secos. Como se puede observar los valores de
las vitaminas estdn por debajo de lo establecido por la Ley 25.630 (2005) para la fortificacion
de harinas. Para comprobar estos niveles de micronutrientes es necesario realizar un analisis
de los productos ya elaborados, pero no se debe olvidar que para fortificar las harinas, los
nucleos vitaminicos deben tener un adecuado control en cuanto a su composicién.

1.4. Andlisis de vitaminas

Los métodos oficiales mds empleados para las vitaminas son los publicados en el “Journal
of AOAC” que luego se reflejan mayoritariamente como métodos en el AOACy en el AACC. En
las diferentes matrices alimentarias para tiamina son recomendados como oficiales los
métodos AOAC 942.23, 953.17,957.17 y el 986.27; para riboflavina los métodos AACC 86-70,
86-72 y 86-73; acido nicotinico y nicotinamida el método microbioldgico AOAC 985.34, el
método colorimétrico 975.41 y el método automatico para acido nicotinico 981.16 y para el
acido fdlico el método microbiolégico AOAC 992.05. En el caso de concentrados vy
preparaciones multivitaminas se pueden mencionar para el grupo de vitaminas B el método
86-90.01 del AACC, para nicotinamida el AOAC 968.32,y el AOAC 944.13 y para acido fdlico el
método AOAC 944.12. No se encontrd ningun método que incluyera las vitaminas B1, By, Bz y
Bo.

Algunos métodos oficiales de analisis de las vitaminas solubles en agua se basan a menudo
en ensayos no del todo especificos como por ejemplo los microbiolégicos (AACC, 2011; AOAC,
2012).
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Ollilaineny col. (2001) realizaron una comparacién entre analisis por cromatografia liquida
y ensayos microbiolégicos en varias matrices (harina integral, leche en polvo, verduras
liofilizadas e higado de cerdo liofilizado) y no encontraron diferencias significativas.

A menudo los métodos oficiales son tediosos y a veces no especificos pues dependiendo
del tipo de muestra se deben realizar diversos tratamientos previos. Por la laboriosidad y la
duracion de estos métodos oficiales es que la industria planted el desarrollo de métodos para
una aplicacion mas rdpida y sencilla tanto para nucleos vitaminicos como para algunos
productos terminados, objeto de esta tesis.

Se realizd un relevamiento bibliografico de metodologia que utilizara cromatografia
liquida de alta resolucidon. Esta técnica se escogié por ser mas rapida que las técnicas
microbioldgicas. Entre la bibliografia analizada podemos mencionar: Alaburda y col. (2008);
Batifoulier y col. (2005); Bui y Small (2008,2009); Cardenas y col. (2001); Cheung y col. (2008);
Ciulu y col. (2011); Fellman y col. (1982); Hampel y col. (2012); Heudi y col. (2005); Holler y
col. (2003); Ivanovic y col. (1999); Kawasaki y Egi (2000); Lali¢ y col. (2014); Lebiedziriska y col.
(2007); Martinez-Villaluenga y col. (2009); Moncada y Ruiz (2000); Mrestani y Neubert (2000);
Ndaw y col. (2000); Ollilainen y col. (2001); Pengfei y col. (2012); Samaniego-Vaesken y col.
(2010); Santos y col. (2012); Shewry y col. (2011); Wehling y Wetzel (1984).

Los puntos mas relevantes de los trabajos analizados se detallan a continuacién:

e Wehling y Wetzel (1984) seialan algunos ejemplos de extraccién de riboflavina en
alimentos, como huevos y productos lacteos, analizados por HPLC en fase reversa
con deteccién UV y en otros productos con fase normal o con fase reversa con
deteccién por fluorescencia (la mayoria de los trabajos los realizan en fase
reversa).

e Latiamina ha sido extraida en muestras arroz, cereales y carne con soluciones de
HCI 0,1N o H2S04 0,1 N (Kawasaki y Egi, 2000).

e Ollilainen y col. (1993) analizan diversas matrices alimentarias usando el método
del AOAC 986.27, fluorimétrico, para las muestras de queso tipo Edam, cereales
tipo “corn flakes”, paleta de cerdo, papa y harina de trigo; en estas muestras se
buscé la oxidacion de la tiamina a tiocromo.

e Lali¢ y col. (2014) determinan tiamina en leche de sabor chocolate oxidandola a
tiocromo y detectdndola por fluorescencia. Las soluciones se inyectan
inmediatamente después de la formacion del tiocromo porque el producto de
derivatizacién es inestable, influyendo en la intensidad de la sefial fluorescente.

e Ndawy col. (2000) en su analisis de vitaminas B1 y B> en levadura, leche en polvo,
escalope de cerdo y vacuno, caballa, trigo, arroz, zanahoria, arvejas y zumo de
naranja justifican las razones para seleccionar HCl para la extraccién. El propésito
de la hidrélisis acida es desnaturalizar las proteinas y liberar las vitaminas. Estos
autores realizaron comparaciones entre el analisis luego de una hidrdlisis acida y
luego de la hidrdlisis acida seguida por una hidrdlisis enzimatica sin encontrar
diferencias significativas entre ambos procedimientos. De acuerdo a este estudio
se descartd el agregado de enzimas.
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Se observa que para el andlisis de las vitaminas la cuantificacidn se realiza comiUnmente
en fase reversa y con columnas C18.

e Ollilainen y col. (1993) comparan columnas C18 con distintos tamafio de poro, 60
Ay 120 A, optando por la de mayor tamafio debido a su mayor vida util y eliminan
el uso de un reactivo de par iénico (alquilsulfonato) o de un modificador amino en
la fase mévil ya que estos acortan la vida de la columna y afectan su estabilidad.

e Monferrer-Pons y col. (2003) propone el uso de fases mdviles micelares
(dodecilsultato de sodio-pentanol), que permiten la inyeccion directa evitando
pretratamientos o extraccién de las muestras. El dodecilsultato de sodio (SDS)
forma una capa hidrofilica en la superficie de la silica que influye en los tiempos de
retencién de las vitaminas y la cinética de asociacién. Esta interaccion de las
vitaminas protonadas a pH 3 con la capa hidrofilica formada por el SDS reduce la
penetracion de los compuestos en la fase estacionaria.

e |lvanovic y col. (1999), Cardenas y col. (2001) y Martinez-Villaluenga y col. (2009)
utilizan fases moéviles con par iénico para la separaciéon de B, By, B3 como para
acido félico (Cheung y col., 2008).

e Suhy col. (2011) remarcan que el uso de reactivos de par idnico es ampliamente
usado para separar vitaminas hidrosolubles debido a que tienen una mejor
reproducibilidad en el tiempo de retencién.

En la industria que sugirié este estudio, se aplican técnicas cromatograficas que se
compararan con los métodos que se desarrollen en este trabajo de tesis.
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Il. OBJETIVOS

Las vitaminas son nutrientes orgdnicos que se encuentran en pequeias proporciones pero
que resultan ser esenciales para el normal funcionamiento del cuerpo humano. Tienen
caracteristicas quimicas y fisiolégicas ampliamente variables pero en general se distribuyen
ampliamente en fuentes alimentarias.

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, la harina de trigo es un alimento de
consumo general y excelente vehiculo para la fortificacidn con hierro, dcido fdlico, vitaminas
B y otros nutrientes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar metodologia de analisis para determinacién de vitaminas B1, B2; Bz y Bgen
nucleo vitaminico.

e Poner a punto y validar metodologia cuantitativa para la determinacién de las
vitaminas Bi, B2; B3 y Bg en harinas y fideos por medio de técnicas de cromatografia
liquida de alta resolucion.

e Muestrear y analizar harinas para evaluar el grado de cumplimiento de la fortificacion
de harinas en el mercado argentino.

e Analizar fideos disponibles para los consumidores en el mercado local.

e Brindar soporte a la industria para la validacidon de las dosis adicionadas a las harinas.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

lll.1. Drogas, solventes, soluciones y estandares

Para la preparacién de las soluciones de extraccidn se utilizaron bicarbonato de sodio p.a.
Biopack, acido clorhidrico 37% p/p Anedra, acetonitrilo p.a. marca Sintorgan, acido acético
grado puro de Sintorgan, hidréxido de sodio p.a. de Biopack, fosfato monobdsico de potasio
anhidro marca Biopack. Las fases moviles de los distintos métodos utilizaron
heptanosulfonato de sodio p.a. de Biopack, metanol y agua calidad HPLC de Sintorgan.

La solucion de heptanosulfonato de sodio se preparé disolviendo 101,15 mg de
heptanosulfonato de sodio en agua grado HPLC, se agregd 1 ml de acido acético glacial y se
completd a 1000 mL con agua. Se filtré por membrana de nitrato de celulosa de 0,45 pum.

Para preparar la solucion de NaOH 0,1 N se pesé 4 g de NaOH y se disolvié en 1000 ml de
agua destilada.

La solucién buffer fosfato 0,2 M pH 7.00 se prepard disolviendo 2,72 g de fosfato
monobadsico de potasio anhidro en 100 ml de agua destilada (llevando previamente a pH 7,00
con hidréxido de sodio 1 N).

Se usaron los estandares de vitaminas provistos por Sigma-Aldrich con las siguientes
caracteristicas:

Estandar (USP) Lote Pureza
“Thiamine hydrochloride” 041M0041V 99,3 % (base seca)
“Riboflavin” SLBC6522V 98.5 % (base seca)
“Niacinamide” 091M0035V 99.3 % (base seca)
“Folic Acid” 15455-2 99,0% (base seca)

Tabla lll. 1. Estandares

La preparacion de los estandares se realizé agregando vitaminas a la matriz de los nucleos
vitaminicos o preparando soluciones de concentraciones conocidas de soluciones
concentradas de los estandares en bicarbonato de sodio al 1%, p/v y también en acido
clorhidrico 0,1 N.

I11.2. Equipos y accesorios

Se utilizé un cromatografo liqguido (HPLC) modelo Prominence serie 202, marca Shimadzu,
fabricado en Japdn, compuesto por un sistema de elucion de gradiente cuaternario a baja
presidn, una bomba LC-20AT, con cdmara mezcladora de solventes y unidad de gradiente, un
degasificador de solventes de cinco lineas de flujo, un inyector automatico modelo SIL-20AHT,
marca Shimadzu (Japdén), con horno de columna por bloque calefactor con funcién de
enfriamiento por efecto Peltier, modelo CTO-10ASVP, marca Shimadzu (Japdn), Figura lll. 1. El
controlador del sistema es el modelo CBM-20A, Shimadzu, el detector espectrofotométrico
UV-visible, modelo SPD-20A, Shimadzu y el espectrofluorométrico, modelo RF-10AXL,
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Shimadzu. El software de control y procesamiento de datos usado fue el “LCsolution versiéon
1.21 single” también Shimadzu.

Figura lll. 1. Cromatégrafo Liquido Shimadzu Prominence 20°

La columna de fase reversa utilizada fue Shim-pack VP-ODS Shimadzu de 25 cm de longitud
X 4.6 mm de didmetro interno y 5um de tamano de particula.

Para la definicién de las longitudes de onda a emplear se utilizé un espectrofotémetro UV
Jasco V-630, (Figura lll. 2) con software Spectra Managment con cubeta de cuarzo de 1x1 cm.

Figura lll. 2. Espectrofotémetro Jasco V-630

Para la determinacion de las humedades se utilizdé una estufa de conveccion forzada Tecno
Dalvo TDS F/60 como se observa en la Figura lll. 3.
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Figura Ill. 3. Estufa de conveccién forzada Tecno Dalvo

Las muestras de nucleos vitaminicos se molieron para obtener un tamafio de particula
adecuado en un molino industrial helicoidal (1.500 kg/hora) marca Molinos Coloidales. (Figura
lll. 4). Las muestras de fideos se molieron en un molinillo de café (Moulinex, Figura lll. 5).

Figura lll. 5. Molinillo de café

Figura lll. 4. Molino Helicoidal

Los extractos de las muestras de harinas y fideos se centrifugaron en una centrifuga Rolco
CM 2036.

I11.3. Muestras

Los nucleos de vitaminas fueron obtenidos a través de varios meses de proceso de
fabricacion y de acuerdo a muestreos del proceso, propio de control de calidad de la industria
donde se desarrollé la parte experimental de esta tesis.
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De cada lote se tomaron una o varias muestras, esto implica que para definir el nivel de
vitaminas del nucleo se tendrd una incertidumbre, error de muestreo. Este error solo se puede
eliminar si se analiza todo el lote fabricado, procedimiento comercial y operativamente no
aceptado debido a los costos.

En el caso del nucleo vitaminico las muestras, que representan el lote de fabricacién
industrial, fueron muestreadas segun el protocolo interno de la industria que consistid en la
en la cantidad de muestras descripta en la Tabla lll. 2. La frecuencia de muestreo en el nucleo
vitaminico se realizo segun el plan de produccion del fabricante (lote a lote).

Kg de producto a muestrear | Cantidad de muestras a tomar

<299 1
300-599 2
>600 4 (caja: 1-19-36-59)

Tabla lll. 2. Tabla de muestreo para nucleos vitaminicos

Por lo anterior las muestras de nucleos vitaminicos analizadas en este trabajo
corresponden a muestras globales (uniéon de las submuestras de varios puntos del lote)
tomadas al azar para que fueran representativas. El total de muestras fue 57.

Las muestras de nucleo vitaminico fueron conservadas en bolsas asépticas. La etiqueta de
control contenia informaciéon acerca del producto, la fecha de elaboracién, cantidad en
kilogramos y unidades elaboradas, siendo siempre coherente con la correspondiente a la
obtenida en la documentacién de la trazabilidad del proceso de produccién de harinas
fortificadas.

Por otra parte para las harinas y fideos se tomaron muestras de areas de produccion de
molinos industriales y directamente de géndolas de supermercados donde se conocia su
trazabilidad.

La metodologia para la toma de la muestra primaria en los molinos industriales se realizd
siguiendo la Disposicién 2280/2005 (ANMAT, 2005). Se tomaron, al azar, 5 (cinco) muestras
de harina de trigo fortificada, del lote que se estaba elaborando. La cantidad de cada una de
las muestras estuvo comprendida entre 250 y 1000 gramos para el producto a granel y entre
500 y 1000 gramos para la harina acondicionada para la venta al por menor. Las muestras
envasadas en bolsas fueron tomadas de acuerdo con la Norma IRAM 15849-1 o I1SO 13690-
1999 utilizando los instrumentos de muestreo para productos molidos en ellas especificados.

El muestreo en las plantas elaboradoras y en las gdndolas de supermercados se realizé de
acuerdo a la Disposicion 2280/2005 (ANMAT, 2005) para las bocas de expendio pero solo la
muestra original. Las muestras fueron remitidas al laboratorio en su envase original, pudiendo
ser de 500 6 1000 gramos en caso de harina de trigo o de fideos elaborados a base de harina
de trigo acondicionados para la venta al por menor. En el caso de las harinas y fideos se tomé
la informacidn del rotulado del empaque. El nimero de muestras de harina fue 39 y de fideos
12.
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En los nucleos vitaminicos se comprobé la homogeneidad de la muestra antes del analisis;
en las harinas se procedié a mezclar con agitacion manual por 5 minutos (dentro de una bolsa
contenedora) y para los fideos se hizo necesario la molienda a fin de tener un tamafio de
particula mas adecuado y/o similar al de las otras muestras de analisis.

111.4. Determinacion de humedad

La determinacion de humedad de las muestras de nucleo vitaminico se realizé dentro de
los 5 primeros dias desde su fabricacidn; para las harinas y fideos el mismo dia en que fueron
pesadas y/o molidas para evitar posibles alteraciones de humedad que interfirieran en el
analisis.

Las muestras de nucleo vitaminico se secaron por 2 horas a 105° Cy las harinas y fideos 1
horas a 130° C (Norma IRAM 15850). EI maximo permitido por el CAA de humedad es de 15
g/100g para harinas 000 y 0000, 14,7 g/100 g para harinas 0 y 00 y para fideos el maximo
permitido es 14 g/100g.

111.5. Determinacion de vitaminas

En la determinacion de vitaminas se realiza una sucesion de pasos dentro de los cuales
estd la preparacién de las muestras para la extraccidn y su posterior andlisis para deteccién y
cuantificacién que varia de acuerdo al producto analizado. Se incluyen en este capitulo
esquemas de las metodologias aplicadas por la industria y el esquema final de los métodos
desarrollados en este trabajo de tesis. Los pasos que se llevaron a cabo para el desarrollo de
estos métodos se detallan en el capitulo IV de resultados.

[11.5.1. Nucleo de vitaminas
ESQUEMAS DE METODOS

El método aplicado por la industria para la determinacion de vitaminas B1 y Bs es el
siguiente:

Preparacion de la muestra: Pesar 1,0 g de muestra, agregar solucion (sIn) extractante
(agua: acetonitrilo: acido acético, 94:5:1, v/v/v) y llevar a volumen en un matraz aforado de
50 mL. Mezclar y sonicar durante 5 minutos (agitando fuera del equipo de vez en cuando).
Tomar una alicuota de 5 mL y llevar a volumen en un matraz aforado de 25 mL con la misma
solucién extractante, mezclar y filtrar con jeringa utilizando los filtros de nylon de 0,20 um.
Inyectar 10 pL. En la Figura IlIl.6 se puede observar el diagrama de flujo de dicha
determinacion.
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Pesar 1 g de muestra en matraz de 50 mL color caramelo

¥

Llevar a volumen con sin extractante
(Agua: ACN: Ac. Acético, 94:5:1, W)

¥

Sonicar 5 min y agitacion manual 5 min

Y

Tomar una alicuota de 5 mL

L]

Llevar a volumen (25 mL) con la solucion extractante

Y

Filtrar con fitro de nylon de 0,20 um

Y

Inyectar 10 pl

Figura lll. 6. Método para la determinacién de vitaminas B1y B3

Las condiciones cromatograficas para la determinacién de B; Y Bz se detallan a
continuacion:

Columna: RP-18 4,6 mm x 25 cm.

Temperatura de Columna: 252 C

Longitud de onda de deteccidn: 260 nm.

Fase movil: n-heptano-sulfonato de sodio 5 mM (A) : Metanol (B) (72:28, v/v)

Caudal: 1,2 mL/min.

Gradiente:
Tiempo (min) Solucion A Solucion B
0,0-4,5 72 28
45-75 50 50
7,5-10,5 72 28
10,5-22,0 72 28

Tabla lll. 3. Gradiente de elucién fase mévil determinacion B1y Bz

Tiempo de corrida: 17 minutos + 5 de adecuacién
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Tiempo de retencion: nicotinamida 3,6 minutos y tiamina 14 minutos.

Para la cuantificacidon de vitaminas B, y Bg en nucleos vitaminicos la industria aplica el
siguiente método.

Preparacion de la muestra: Pesar 1g de muestra en un matraz aforado de color caramelo

de 50 mL. Disolver con solucién de hidréoxido de sodio 0,1 N. Llevar a volumen y mezclar.

Sonicar durante 5 minutos (agitando fuera del equipo de vez en cuando). Tomar una alicuota
de 5 mLy llevar a 25 mL con solucién buffer en un matraz aforado color caramelo. Mezclar y

filtrar.

Mantener las soluciones de las muestras al abrigo de la luz ya que son fotosensibles. El
método se esquematiza en la Figura lll. 7.

Preparacion nucleo vitaminico parea B; y By

Pesar 1 g de muestra en matraz de 50 mL color caramelo

'

Llevar a volumen con NaOH 0,1 N

Y

Sonicar 5 min y agitacion manual 5 min

Y

Tomar una alicuota de 5 ml

Y

Llevar a volumen (25 mL) con buffer fosfato pH 7,0

Y

Mezclar y fitrar con filtro de nylon de 0.20 um

Y

Inyectar 10 pl

Figura Ill. 7. Método para la determinacién de vitaminas B2 y Bs

Las condiciones cromatograficas para la determinacion de B, Y Bg se detallan a

continuacion:

Columna: RP-18 4,6 mm x 25 cm.

Temperatura de Columna: 252 C.

Longitud de onda de deteccion: 270 nm y 280 nm
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Caudal: 1,2 mL/min.

Fase movil: n-heptano-sulfonato de sodio 5 mM (A) : Metanol (B) (72:28. v/v)

Gradiente:
Tiempo (min) Solucién A Soluciéon B
0,0-4,5 72 28
45-7,5 50 50
7,5-10,5 72 28
10,5-18,0 72 28

Tabla lll. 4. Gradiente de elucién fase mévil determinacion B2y B

Tiempo de corrida: 18 minutos

Tiempo de retencion: acido félico 6,2 minutos y riboflavina 7,3 minutos

Métodos desarrollados en este trabajo:
e Ndcleos vitaminicos (deteccién simultanea de Bs, B, B3 y Bo)

Preparacion de la Muestra: Pesar 1,0 g de nucleo vitaminico en un matraz color caramelo,
adicionar 25 mL de bicarbonato de sodio 1%, sénicar 5 minutos, luego adicionar 25 mL de HCI
0,1 N y agitar nuevamente 5 minutos para eliminar la espuma. Tomar una alicuotade 5 mLy
agregar 10 mL de bicarbonato de sodio 1%, sonicar por aproximadamente 2 min, luego
adicionar 10 ml de HCl 0,1 N y agitar manualmente. Filtrar e inyectar 10 pL. El método se
esquematiza en la Figura lll. 8.

52



Pesar 1 g de muestra en matraz de 30 mL color caramelo

Y

Adicionar 25 mL de MaHCO: 1%. Sonicar 5 min.

Y

Adicionar 25 mL HCI 0,1 M. Agitar 5 min

Y

Tomar una alicuota de 5 mL

Y

Adicionar 10 mL de NaHCOs 1%. Sonicar 2 min.

¥

Adicionar 10 mL HCI 0,1 M. Agitar

¥

Filtrar con filtro de nylon de 0,45 um

¥

Inyectar 10 pl

Figura lll. 8. Método de cuantificacidon de vitaminas Bi, B2, Bz y Bg en nucleos vitaminicos
Las condiciones cromatograficas se detallan a continuacién:
Columna: VP-ODS Shim-pack C18 de 250 x 4,6 mm de S5um.
Temperatura de Columna: 25°C.
Longitud de onda de deteccion: 267 nmy 280 nm
Caudal: 1,0 mL/min.

Fase movil: n-heptano-sulfonato de sodio 5 mM (A): Metanol (B) (72:28, v/v)

Gradiente:
Tiempo (min) Solucién A Solucion B
0,0-4,5 72 28
45-75 50 50
7,5-10,5 72 28
10,5-17,0 72 28

Tabla lll. 5. Gradiente de elucidn fase movil determinacion Bi, B2, B3 y Bo
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Tiempo de corrida: 17 minutos

Tiempo de retencidn: nicotinamida 3,6 minutos, riboflavina 8,5 minutos, acido félico 6,2
minutos y tiamina 15,2 minutos.

111.5.2. Harinas y fideos
ESQUEMAS DE METODOS
Los métodos desarrollados se detallan a continuacion:

Para cuantificacién de vitaminas B1, B2, B3 y Boen harinas y fideos pesar 10 g en el caso de
harinas o 3,5 g para las muestras de fideos, adicionar 50 mL de bicarbonato de sodio 1%,
sonicar durante 5 minutos, luego agregar 50 mL de HCI 0,1 N y agitar 5 minutos, centrifugar a
1500 rpm, durante 20 minutos. Filtrar el sobrenadante por filtro de nylon de 0,45 um, inyectar
50 uL. EIl método se esquematiza en la Figura lll. 9.

Freparq'C|on I'IUCIEO wE’mlmco en “annasy "anS

Pesar en matraz 10,0 g para harina y 3,5 g para fideos

'

Adicionar 50 mL de NaHCO= 1%. Sonicar 5 min.

Y

Adicionar 50 mL HCI 0,1 N. Agitar 5 min
Centrifugar 20 min a 1.500 rpm

¥

Filtrar con fitro de nylon de 0,45 um

Y

Inyectar 50 ul

Figura lll. 9. Método de cuantificacidn de vitaminas Bi, B2, B3 y Bg en harinas y fideos

Las condiciones cromatograficas para la determinacién de Bs, B2, Bz y Bg son las mismas
gue las utilizadas en la determinacién de estas vitaminas en nucleos vitaminicos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Humedades

Se utilizaron los métodos aplicados en la industria, que son mas exigentes que los
planteados en el CAA. Esta prdactica se realiza para garantizar que los productos
comercializados tengan humedades que se ajusten a la normativa vigente.

En los Anexos VII.1. al VII.3. se encuentran las tablas de las humedades determinadas para
todas las muestras de nucleos, harinas y fideos. En la Tabla IV. 1 se encuentra un resumen de
las humedades cuantificadas.

Numero Media Mediana Minimo Maximo

muestras g/100g g/100g g/100g g/100g
Nucleos 57 4,638 4,65 4,00 5,61
Harinas 39 13,562 13,52 13,12 13,95
Fideos 12 13,338 13,28 13,02 13,72

Tabla IV. 1. Nimero de muestras analizadas, media, mediana, maximos y minimos de los valores de humedad
cuantificados

La humedad de los nucleos vitaminicos se encuentran en un rango de 4 a 5,61 g/100g de
producto. Los valores de humedad de todas las harinas analizadas cumplieron con lo
establecido por el CAA en su articulo 661 - (Res. 167, 26.1.82) y el articulo 662 - (Dec. 2370,
28.3.73), para el caso de harina integral, que establece un maximo de 15,5 g/100g. El valor
maximo fue de 13,95 g/100g correspondiente a una harina 000, mientras que el valor minimo
correspondié a una harina 0000. Los valores determinados para fideos ninguno superé lo
establecido por el CAA en su articulo 707 (14 g/100g) siendo el valor maximo de 13,72 g/100g
(CAA, 2014).

IV.2. Metodologia analitica para vitaminas

Durante la ultima década se ha producido un creciente interés para la determinacién
simultanea de las vitaminas del grupo B. Como se hace referencia en el punto 1.4 se evaluaron
los trabajos que utilizan cromatografia liquida de alta resolucién para la selecciéon de la
metodologia.

En el caso de la técnica que describen Ollilainen y col. (1993) no se puede realizar en este
estudio ya que el llevar la muestra a condiciones aptas para la oxidacidon de la tiamina,
entorpeceria el andlisis simultaneo de las demas vitaminas.

Segun estudios de Holler y col. (2003) el acido fdlico se extrae mejor a un pH alcalino,
mientras que las vitaminas B1, B2, Bs son mas solubles en condiciones acidas. Teniendo en
cuenta estas variantes, se buscd una solucion para la extraccion de todas las vitaminas que
permitiera la solubilidad y estabilidad del nucleo vitaminico durante el proceso de andlisis, se
usaron soluciones a diversos pH y se optd por una solucién de NaHCO3 1% (pH 6,0-7,0) seguida
de una solucién de HCI 0,1 N (50:50, v/v). No se observaron degradaciones de vitaminas en el
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analisis del nucleo pues el pH final de la solucidn estuvo entre 5,0-6,0 sin verse afectada la
presencia del acido fdlico.

Para este estudio se selecciond una columna C18, ya que de acuerdo a la bibliografia
aparece como la mas usada y frecuente en los analisis de vitaminas, tal como lo explica Suh y
col., (2011), pues generalmente la fase reversa se ha considerado estandar en el andlisis de
vitaminas del grupo B, debido a su simplicidad y robustez. Monferrer-Pons y col. (2003)
analizaron estas vitaminas en preparados farmacéuticos y dan la razén del porqué del uso de
esta columna, ya que los valores de log K (logaritmo de la constante de capacidad) de las
vitaminas demuestran que estas estan protonadas y su pH coincide con el rango de pH de las
columnas C18. También son recomendadas en la Farmacopea de Estados Unidos (USP), para
vitaminas hidro y liposoblubles en productos farmacolégicos con vitaminas y minerales (Jiny
col., 2012).

El método seleccionado para la cuantificacion fue con deteccién UV, ya que no todas las
vitaminas del grupo B que se utilizan para la fortificacion permiten su deteccién directa por
fluorescencia, tal es el caso de la tiamina y la nicotinamida que requieren derivatizacién para
dar una sefal fluorescente (Rose-Sallin y col., 2001).

IV.2.1. Determinacion de longitudes de onda para cuantificacién de vitaminas

Para determinar las longitudes de onda mas adecuadas para cuantificar las vitaminas en
estudio se realizaron los espectros de absorcién en el rango de 250 a 350 nm con diferentes
mezclas, incluyendo las soluciones extractantes (bicarbonato de sodio 1% y acido clorhidrico
0,1 N) y el agregado de la matriz del nucleo vitaminico. La cantidad de vitamina disuelta es la
cantidad presente en 100 g de producto. A continuacidn se pueden observar los espectros de
las vitaminas estudiadas (Figura IV. 1-5).

e Nicotinamida
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Absorbancia
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250 260 280 300 320 340 350
Longitud de onda (nm)

Figura IV. 1. Espectro de solucion de Nicotinamida (48 ug/ml)
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Como se puede observar al diluir a la mitad el espectro es consistente.
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Figura IV. 2. Espectro de solucion de Nicotiamida (24 ug/ml)
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Figura IV. 4. Espectro de solucion de Tiamina (24 pg/ml)

e Acido félico
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Figura IV. 5. Espectro de solucion de acido fdlico (15,2 pg/ml)

Después de observar los espectros se determina para el analisis de las vitaminas que las
las longitudes de onda mas adecuadas son 267nm para nicotinamida, riboflavina y tiamina y
280 mn para acido félico.

IV.2.2. Curvas de calibracién
En el desarrollo del método se realizaron las curvas de calibracién para cada vitamina.

Para observar si la matriz del nucleo vitaminico afectaba la absorcion en el UV, se
realizaron dos curvas de calibracion, una con la solucidon de cada vitamina y otra curva de
calibraciéon por agregado de vitaminas a la matriz.

En las Figuras IV.6 a IV.9, se presentan las curvas con y sin agregado de matriz y se
especifican las ecuaciones de las rectas con agregado de matriz y con soluciones estandares.
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Nicotinamida - comparacion
1,E+07
9,E+06
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Figura IV. 6. Curva de calibracién Nicotinamida
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Figura IV. 7. Curva de calibracion Riboflavina
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Figura IV. 8. Curva de calibracion Tiamina
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Figura IV. 9. Curva de calibracién Acido Folico

Si bien existe una leve diferencia entre ambas curvas para todas las vitaminas, se eligieron

las curvas con el agregado de vitaminas a la matriz ya que eran mds estables.

Los coeficientes de correlacidn (R?) fueron en todos los casos superiores a 0,99 para el caso
de las curvas de calibracidn con agregado de la matriz.

Por lo tanto para determinar las concentraciones de vitaminas en el nucleo vitaminico, las
curvas de calibracién utilizadas se realizaron con el agregado de cantidades definidas de las

vitaminas a la matriz.

Luego de realizar los primeros ensayos de puesta a punto de la curva de calibracién en
harinas y fideos se observé que no existia efecto matriz. Se realizaron las curvas de calibracién
con estandares de las vitaminas agregados a la matriz

En las Tabla IV. 2 al IV.5 se resumen los rangos lineales utilizados para calcular las curvas
de calibracidn de cada una de las vitaminas en los nucleos vitaminicos y para harinas y fideos.
Los cromatogramas se encuentran en el Anexo VIl.4.

e Nicotinamida

Nicotinamida B3
Muestra (ppm) | T ret. (min) Area Conc. (pg/10ul)
35,71 3.588 163,161 0,0001
357,11 3.617 1.604,182 0,0010
714,22 3.639 3.206,076 0,0020
1071,34 3.656 4.827,375 0,0030
1428,45 3.666 6.426,931 0,0040
1785,56 3.670 8.067,528 0,0050
Pendiente 1611979,56
Interseccion -7,61

Tabla IV. 2 Datos curva nicotinamida
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Riboflavina

Riboflavina B2

Tiamina

Muestra (ppm) | T ret. (min) Area Conc. (ug/10ul)
3,7 8.524 43,757 0,000010
37,0 8.509 424,550 0,000104
73,99 8.495 845,193 0,000207
110,99 8.495 1.285,767 0,000311
147,99 8.500 1.609,952 0,000414
Pendiente 3931929,23
Interseccion 19,00

Tabla IV. 3 Datos curva riboflavina

Tiamina B
Muestra (ppm) | T ret. (min) Area Conc. (ug/10ul)
21,41 15.102 103,689 0,000060
214,12 15.069 1.059,871 0,000600
428,25 15.050 2.137,022 0,001199
642,37 15.020 3.223,800 0,001799
856,50 15.009 4.288,503 0,002398
1070,62 14.997 5.401,628 0,002998
Pendiente 1801427,46
Interseccion -15,92

Tabla IV. 4 Datos curva Tiamina
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Acido félico

Acido Folico By
Muestra (ppm) | T ret. (min) Area Conc. (ug/10ul)
6,73 6.154 57,017 0,000019
67,28 6.133 558,540 0,000188
134,56 6.127 1.094,014 0,000377
201,84 6.133 1.564,707 0,000565
Pendiente 2765966,98
Interseccion 23,88

Tabla IV. 5 Datos curva acido félico

IV.2.3. Recuperaciones
IV.2.3.1. Nucleo vitaminico

Las recuperaciones se realizaron con dos formulas la primera de estas con las vitaminas al
50%, molidas mas el agregado de matriz y la segunda con estdndares sin moler mas el
agregado de matriz. Las recuperaciones se realizaron para cada vitamina en tres niveles
diferentes por triplicado con el agregado de estandar en diferentes grados de adicién, en
rangos de 5, 7 y 10 ppm aproximadamente. Las recuperaciones para cada vitamina que
componen el nucleo vitaminico se podran observar en las Tabla IV. 6 — 9, en todos los casos
se obtuvo respuesta lineal con coeficientes de correlacién (R?) superiores a 0,99.

Nicotinamida (mg/kg) % Recuperacion %CV
5,356 90,6 1,09
7,1288 91,0 1,92
10,006 91,4 0,81

Tabla IV. 6. Recuperacidn nicotinamida

Riboflavina (mg/kg) % Recuperacion %CV
0,406 89,0 22,06
0,7333 101,2 12,24

1,03 96,4 4,40

Tabla IV. 7. Recuperacion riboflavina

Tiamina (mg/kg) % Recuperacion %CV
2,71 91,2 12,66
4,287 98,6 7,22
8,047 97,9 0,54

Tabla IV. 8. Recuperacién tiamina
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Acido Félico (mg/kg) % Recuperacion %CV
0,507 100,8 4,26
1,3421 97,8 5,46
3,092 99,1 22,68

Tabla IV. 9. Recuperacion acido félico

Algunos de los % RSD son > 10% pues se observé una incidencia de la granulometria de las
vitaminas en el ensayo. En general se comporté mejor la mezcla que se realizé con las
vitaminas al 50% que sufren un proceso de molienda previo. Esto puede deberse a mayor
grado de homogeneidad de las vitaminas en el producto molido. Se procedié a trabajar con
los nucleos vitaminicos molidos. Las recuperaciones en el rango de las fortificaciones son
superiores al 91% vy los coeficientes de variacidon bajan a valores menores al 10%.

En la Figura IV. 10 se observa un cromatograma de las vitaminas en estudio donde se han
extraido los canales correspondientes a las longitudes de onda seleccionadas para su

cuantificacion.
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Figura IV. 10. Cromatograma de las vitaminas

IV.2.3.2. Harinas

Para las harinas las recuperaciones (Tablas IV. 10-13) se realizaron para cada vitamina en
tres niveles diferentes por triplicado con el agregado de estandar en rangos donde se incluyen
los limites de la ley 25.630 para fortificacion (ANMAT, 2015).
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Nicotinamida (mg/kg) % Recuperacion %CV

0,003 96,3 0,26
1,3 91,4 0,98
13 96,3 0,26

Tabla IV. 10. Recuperacién nicotinamid

QU

Riboflavina (mg/kg) % Recuperacion %CV
0,001 110,5 2,69

0,13 87,9 7,94

1,3 110,5 2,69

Tabla IV. 11. Recuperacién riboflavina

Tiamina (mg/kg) % Recuperacion %CV
0,006 102,4 1,71

0,63 97,2 1,31

6,3 102,4 1,71

Tabla IV. 12. Recuperacion tiamina

Acido Félico (mg/kg) % Recuperacion %CV
0,0004 80,6 2,27

0,22 102,2 0,03

2,2 80,6 2,27

Tabla IV. 13. Recuperacion acido félico

Las recuperaciones para harinas realizadas en el rango de las fortificaciones son superiores
al 91% en el caso de nicotinamida, del 87,9% para riboflavina, del 97,25% para tiamina y para
acido folico son mayores al 80,6% (Anexo VII.5.). En el caso de las harinas los %RSD para todas
las vitaminas fueron <10%.

IV.2.3.3. Fideos

Se seleccionaron dos muestras de fideos y se cuantificaron por triplicado el valor de
vitaminas presentes en los mismos. Las muestras fueron divididas en tres submuestras y a
cada una de ellas se le agregd un “mix” de vitaminas de distintas concentraciones.

Cada una de las extracciones de las submuestras se inyectaron por triplicado en el
cromatégrafo liquido. Las variaciones entre estos triplicados variaron en un rango entre 1y
2%.

En las tablas siguientes se observan las recuperaciones obtenidas en los tres niveles para
todas las vitaminas y para las dos muestras de fideos.
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Muestra Nicotinamida (mg/kg) % Recuperacion |  %CV

0,003 102,82 0,9

I 1,3 100,31 2,6

0,003 102,21 1,1

" 1,3 94,88 7,7

Tabla IV. 14. Recuperacién de nicotinamida

Muestra Riboflavina (mg/kg) % Recuperacion %CV
0,001 108,34 31

| 0,13 104,80 1,3
1,3 101,53 1,7

0,001 107,60 0,2

I 0,13 96,08 6,5
1,3 96,48 1,5

Tabla IV. 15. Recuperacién de riboflavina

Muestra Tiamina (mg/kg) % Recuperacién %CV
0,006 104,91 2,0

! 0,63 99,98 2,9

i 0,006 105,68 1,8
0,63 96,39 6,2

Tabla IV. 16. Recuperacion de tiamina

Muestra Acido Félico (mg/kg) % Recuperacion %CV
| 0,0004 110,47 3,4
0,22 105,07 1,5

il 0,0004 113,43 5,2
0,22 99,37 3,4

Tabla IV. 17. Recuperacion de acido félico

En el caso de las concentraciones mads elevadas de nicotinamida, tiamina y acido félico
estudiadas se produce una saturacion del detector por la alta concentracidn, por lo tanto para
el caso de nicotinamida, tiamina y acido félico, se descartan los niveles mas concentrados.
Esto se puede ver graficamente observando los cromatogramas obtenidos en el Anexo VII.6.

IvV.2.4. LOD - LOQ
IV.2.4.1. Nucleo vitaminico

El limite de deteccion (LOD) se definié como la relacidn sefial/ruido 3:1 y para el limite
cuantificacion (LOQ) la relacién 5:1 redondeado con 2 decimales. Para el nucleo se calcularon
a través de las diluciones de la curva de calibracion y el resultante del ruido, para las harinas
se calculd a través de harina pura (sin aditivar) y el agregado de nucleo vitaminico a diferentes
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cantidades. Los valores resultantes para el LOD y LOQ para nucleos y para harinas y fideos se
pueden ver en las Tabla IV. 18-19.

Vitamina LOD (ug/kg) | LOQ (mg/kg)
Nicotinamida 0,14 0,23
Riboflavina 0,06 0,10
Tiamina 0,21 0,36
Acido Félico 0,06 0,10

Tabla IV. 18. LOD-LOQ para nucleos vitaminicos

Nicotinamida Riboflavina Tiamina Acido Félico
Matriz ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg
LOD LoOQ LOD LoQ LOD LoQ LOD LoQ
harina pura 0,09 0,15 0,04 0,06 0,08 0,13 0,08 0,14
harina + 0,1g nucleo 0,11 0,19 0,05 0,08 0,10 0,17 0,11 0,18
harina + 0,5g nucleo 0,14 0,23 0,06 0,09 0,12 0,21 0,13 0,22
harina + 1,0g nucleo 0,12 0,21 0,05 0,08 0,11 0,18 0,11 0,18

Tabla IV. 19. LOD-LOQ para harinas y fideos

De las Tabla IV. 18 y Tabla IV. 19 se puede observar que el método es capaz de detectar
del orden de pg/kg y la fortificacion es del orden de mg/kg, por ello se puede concluir que
cumple con los requisitos de LOD y LOQ adecuadamente.

Los valores de LOD y LOQ resultaron adecuados para evaluar el cumplimiento de las
normas vigentes con respecto a la fortificacion con estas vitaminas del grupo B.

IV.3. Analisis de vitaminas
IV.3.1. Vitaminas en el nucleo

Se analizan por el método aplicado en la industria y por el desarrollado en este trabajo de
tesis las vitaminas nicotinamida, riboflavina, tiamina y acido félico. En las Figura IV. 11.y IV.16.
Se observan los cromatogramas obtenidos por el método aplicado en esta tesis. En el Anexo
VII.7. se encuentran los cromatogramas correspondientes a todos los nucleos vitaminicos.
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Figura IV. 11. Cromatograma del Nucleo 30354. Vitaminas Bi, B, Bs
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Figura IV. 12. Cromatograma del Nucleo 30354. Vitamina Bs

Los resultados obtenidos para las cuatro vitaminas se observan en la Tabla IV. 20 en base

seca y se procede a realizar la comparacion de ambos métodos. En el Anexo VII.6 constan los
valores en base humeda.

Nicotinamida Riboflavina Tiamina Acido Félico

N2 | Muestra (Lote)

Industria Tesis Industria Tesis Industria Tesis Industria Tesis
1 nucleo 30354 3,64 3,65 0,38 0,40 1,85 1,79 0,68 0,65
2 nucleo 29823 3,70 3,64 0,41 0,41 1,88 1,81 0,71 0,73
3 nucleo 29482 3,61 3,65 0,42 0,41 1,84 1,77 0,67 0,67
4 nucleo 29941 3,75 3,64 0,42 0,40 1,86 1,75 0,76 0,65
5 nucleo 29820 3,61 3,75 0,40 0,42 1,85 1,83 0,72 0,73
6 nucleo 29014 3,39 3,44 0,41 0,42 2,00 1,91 0,62 0,59
7 nucleo 29478 3,49 3,73 0,39 0,40 1,85 1,77 0,67 0,68
8 nucleo 29479 3,54 3,53 0,38 0,41 1,89 1,89 0,70 0,64
9 nucleo 29481 3,52 3,56 0,39 0,43 1,81 1,89 0,66 0,65
10 nucleo 29822 3,64 3,62 0,39 0,41 1,87 1,78 0,68 0,64
11 nucleo 29826 3,60 3,64 0,41 0,42 1,92 1,85 0,70 0,67
12 nucleo 29939 3,74 3,82 0,37 0,42 1,84 1,80 0,71 0,74
13 nucleo 29948 3,63 3,63 0,40 0,42 1,86 1,81 0,71 0,68
14 nucleo 29480 3,58 3,66 0,40 0,42 1,82 1,81 0,65 0,77
15 nucleo 29949 3,45 3,56 0,40 0,43 1,89 1,79 0,71 0,71
16 nucleo 29476 3,83 3,90 0,39 0,41 1,84 1,82 0,68 0,68
17 nucleo 28292 3,61 3,61 0,38 0,41 1,79 1,77 0,72 0,68
18 nucleo 29940 3,52 3,68 0,41 0,43 1,97 1,88 0,65 0,68
19 | nucleo 29821 3,58 3,68 0,41 0,43 1,90 1,85 0,71 0,67
20 nucleo 29942 3,70 3,70 0,38 0,41 1,84 1,73 0,70 0,71
21 nucleo 31703 3,50 3,67 0,37 0,34 1,85 1,86 0,74 0,62
22 nucleo 31667 3,54 3,65 0,31 0,28 1,91 1,86 0,76 0,69
23 nucleo 30337 3,56 3,83 0,37 0,43 1,78 1,81 0,65 0,70
24 nucleo 30953 3,66 3,73 0,39 0,41 1,78 1,76 0,69 0,59
25 nucleo 30340 3,81 3,88 0,38 0,44 1,89 1,85 0,70 0,72
26 nucleo 30951 3,65 3,76 0,38 0,41 1,80 1,80 0,65 0,69
27 nucleo 30952 3,53 3,62 0,41 0,42 1,83 1,83 0,68 0,71
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Nicotinamida Riboflavina Tiamina Acido Félico

N2 | Muestra (Lote)

Industria Tesis Industria Tesis Industria Tesis Industria Tesis
28 nucleo 30305 3,57 3,65 0,39 0,42 1,86 1,82 0,68 0,72
29 nucleo 30941 3,68 3,81 0,38 0,40 1,83 1,84 0,70 0,59
30 nucleo 30355 3,57 3,67 0,36 0,43 1,77 1,75 0,62 0,70
31 nucleo 31891 3,66 3,82 0,37 0,38 1,90 1,80 0,71 0,70
32 nucleo 31709 3,56 3,52 0,34 0,30 1,83 1,74 0,71 0,71
33 nucleo 31708 3,26 3,50 0,37 0,35 1,82 1,75 0,71 0,69
34 nucleo 31702 3,35 3,41 0,33 0,33 1,75 1,70 0,70 0,67
35 nucleo 31701 3,42 3,56 0,36 0,34 1,83 1,82 0,76 0,72
36 nucleo 31671 3,50 3,52 0,35 0,35 1,96 1,88 0,58 0,71
37 nucleo 31673 3,53 3,60 0,33 0,31 1,82 1,79 0,58 0,71
38 nucleo 31672 3,53 3,59 0,35 0,36 1,89 1,77 0,64 0,72
39 nucleo 31665 3,68 3,78 0,34 0,33 1,82 1,82 0,65 0,67
40 nucleo 31666 3,45 3,56 0,36 0,33 1,78 1,77 0,58 0,69
41 nucleo 32109 3,74 3,97 0,37 0,35 1,94 1,91 0,71 0,73
42 nucleo 32110 3,59 3,74 0,36 0,34 1,92 1,80 0,70 0,62
43 nucleo 32106 3,61 3,72 0,38 0,38 1,89 1,76 0,69 0,74
44 nucleo 31892 3,58 3,64 0,37 0,34 1,92 1,75 0,67 0,71
45 nucleo 32107 3,71 3,79 0,37 0,37 1,91 1,78 0,70 0,69
46 nucleo 32138 3,30 3,39 0,40 0,35 1,27 1,13 0,74 0,72
47 nucleo 32137 3,78 3,83 0,37 0,39 1,25 1,16 0,71 0,71
48 nucleo 31890 4,25 4,42 0,36 0,37 1,43 1,29 0,70 0,68
49 nucleo 32139 3,53 3,58 0,34 0,35 1,22 1,10 0,72 0,66
50 nucleo 32136 3,81 3,91 0,37 0,36 1,28 1,17 0,72 0,76
51 nucleo 32034 3,75 3,83 0,35 0,36 1,93 1,79 0,68 0,76
52 nucleo 32033 3,76 3,89 0,34 0,37 1,94 1,81 0,66 0,71
53 nucleo 32144 3,87 3,94 0,36 0,35 1,93 1,81 0,73 0,70
54 nucleo 32145 3,72 3,80 0,35 0,36 1,92 1,79 0,73 0,66
55 nucleo 32229 3,78 3,75 0,30 0,31 1,97 1,79 0,68 0,65
56 nucleo 32233 3,70 3,65 0,32 0,31 1,98 1,79 0,67 0,68
57 nucleo 31361 3,49 3,61 0,38 0,42 1,85 1,80 0,71 0,71

Tabla IV. 20. Comparacidn de resultados Nucleo vitaminico

El analisis exploratorio y estadistico se realizd con el programa Statistic Version 7.0.

El primer paso fue observar el rango (Maximo-Minimo) de cada metodologia, el valor
medio y la mediana. En la Tabla IV. 21 podemos observar algunas diferencias entre ambos
métodos. Los valores se calcularon en base seca. En el Anexo VII.8 figuran el contenido de
vitaminas en los nucleos vitaminicos calculados en base humeda.
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Nicotinamida Riboflavina Tiamina Acido Félico
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Industria Tesis Industria Tesis Industria Tesis Industria Tesis
Maximo 4,25 4,42 0,42 0,44 2 1,91 0,76 0,77
Minimo 3,26 3,39 0,3 0,28 1,22 1,1 0,58 0,59
Media 3,616 3,696 0,373 0,382 1,818 1,75 0,688 0,688
Mediana 3,61 3,66 0,37 0,4 1,85 1,8 0,7 0,69

Tabla IV. 21. Maximo, minimo, media y mediana de las vitaminas (industria, tesis)

El contenido de vitaminas en los nucleos varia en un rango entre 3,26 a 4,25 para
nicotinamida, 0,3 a 0,42 de riboflavina, para tiamina el rango es 1,22 a 2,0 y para acido fdlico
varia entre 0,58 y 0,76.

Para profundizar el andlisis se realizaron los Box and Whisker Plots Figura IV. 13-16. Se
compararon los resultados del método anterior con el que trabajaba la industria y el nuevo
método que acorta el tiempo de andlisis ya que se obtiene Bi, By, B3, Bg en un solo andlisis y
menor gasto de insumos.
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Figura IV. 13. Box and Whisker Plots de nicotinamida
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Figura IV. 15. Box and Whisker Plots de tiamina
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En tiamina se observan diferencias estadisticas entre los resultados absolutos de ambos

métodos.

Acido Félico
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Figura IV. 16. Box and Whisker Plots de acido félico

Es de destacar que el contenido de vitaminas en los nucleos vitaminicos no se encuentra
regulado pero la industria establece un rango para cada vitamina para que su adicidn a las
harinas haga que estas cumplan con la ley de fortificacion. El rango establecido por la industria
es para nicotinamida 3,25-3,90 mg/kg, para riboflavina 0,325-0,390 mg/kg, para tiamina
1,575-1,890 mg/kg y para acido fdlico 0,575-0,690 mg/kg todos expresados en base himeda

(Anexo VI1.8).

IV.3.2. Analisis de vitaminas en harinas

En la Tabla 1V.22 se observan los resultados obtenidos al analizar las muestras de harinas
en base humeda para poder comparar con los valores exigidos en el CAA en esas unidades. En
el Anexo VI1.9 se encuentran los valores en base seca.

Muestra Harina Nicotinamida | Riboflavina | Tiamina | Ac. Félico
molino x P02-0007 sin aditivar 7,42 0,31 0,64 4,68
molino x P02-0018 sin aditivar 6,20 1,07 1,94 2,51

P02-0011 6,46 1,64 6,40 4,85

Cipea 88 P02-0014 7,33 0,41 1,49 7,65
Molino Central Norte P02-0013 8,69 3,28 8,25 6,54
Molino Gliglienetti P02-0012 7,02 0,25 1,73 4,75
Molino Ahora S.A. 6,65 0,32 1,85 6,82
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Muestra Harina Nicotinamida | Riboflavina | Tiamina | Ac. Félico
024/14 A 5,36 0,53 1,86 4,21
091/14 A 5,14 0,24 1,64 1,11
P02-0010 (000) 8,35 2,01 7,80 5,40
Molino Marimbo -Harina Leudante P02-0006 7,61 0,32 0,49 4,28
082/14 A 6,89 0,24 1,84 2,88
074/24 A 7,94 0,24 1,12 4,08
039/14 A 6,34 1,43 2,07 5,27
Molino Ledesma 1 - Aditivada 8,12 0,76 0,99 2,85
Molino Ledesma 1 - Aditivada 7,24 0,78 1,08 4,24
Molino Dimafio 010813 - aditivada 9,60 0,85 1,62 9,12
Molinos Viada - aditivada 6,20 1,65 2,08 12,38
Molino Barreneche - aditivada 5,13 1,13 4,49 8,94
Molino Cavanaghu - (000) 5,43 1,58 6,89 12,37
Molino Cafiuelas - (000) - aditivada 9,18 2,12 9,85 8,24
Molino Cafiuelas (000) - aditivada 4,45 1,96 8,77 2,88
Molino Cafuelas - leudante - aditivada 7,01 1,38 5,29 1,83
Molino Rios de la Plata - Favorita- (000) - aditivada 4,07 1,84 9,09 2,74
Molino Rio de la Plata -Blanca Flor- (0000) - aditivada 5,98 1,29 5,87 1,36
Molino Rio de la Plata -Blanca Flor- (000) - aditivada 9,37 2,26 7,72 6,56
Molino Cafiuelas-Pureza - Integral - aditivada 5,26 1,74 8,34 3,72
Molino Cafiuelas-Pureza - (0000) - aditivada 9,15 1,79 7,95 2,98
Harina Dietetica alto gluten - Glutinada 3,25 1,30 5,55 18,41
Molisud-(000)-aditivada 2,43 1,39 5,99 2,85
Harinas Bajo Hondo (000) 2,81 1,24 5,34 2,84
Molino Carhue-(000) 8,84 0,79 4,68 2,79
Molino Carhue-(000) 1,76 1,39 8,48 3,87
ArgenPan - (000) 7,82 0,81 2,06 2,47
Molino Pringles - (0000) -aditivada 6,04 0,27 1,86 4,26
Molino Pringles - (000) -aditivada 4,31 1,74 7,86 2,89
Primer Precio (000) - aditivada 3,81 1,56 9,85 2,39
Primer Precio (0000) - aditivada 6,32 1,36 9,89 1,90
Molino Zalla - (000) - aditivada 4,25 1,89 15,63 4,82

Tabla IV. 22. Valores de contenido de vitaminas en harinas

Como se puede observar hay valores por encima del limite minimo y por abajo. En ninguna
de las muestras de harina se cumple con el nivel de fortificacion exigido por el CAA de 13
mg/kg para nicotinamida. Sélo el 38% de las harinas analizadas contiene al menos 6,3 mg/kg
de tiamina, mientras que el 51% de las mismas alcanza el nivel de 1,3 mg/kg de riboflavina. El
mejor cumplimiento de fortificacion corresponde al 4cido félico con un 90% de las muestras
gue contienen al menos 2,2 mg/kg de acido fdlico. La practica extendida de fortificacion con
acido félico en alimentos como harina juega un papel importante como fuente
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complementaria de acido félico para grupos poblacionales que tienen pocas probabilidades
de satisfacer los requerimientos solo por la dieta (Samaniego-Vaesken y col., 2010).

IV.3.3. Analisis de vitaminas en fideos

En la Tabla IV.23 se observan los resultados obtenidos al analizar las muestras de fideos
en mg/kg base hiumeda para poder analizar el contenido de las vitaminas con respecto a los
valores exigidos en el CAA en ese producto. En el Anexo VII.10 se encuentra los valores en
base seca.

Muestra Fideos Nicotinamida Riboflavina Tiamina Acido Félico
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Fideos Aitala 73,6 1,4 1 33,3
Fideos Aitala / Semola de trigo 7,2 0,8 1 10,7
Fideos Sta. Teresita / Fortificados 7,9 1,6 4,5 10,8
Lucchetti / Mostachol 32,5 1,6 1,2 14,4
Aitala / Tallarines laminados 1,5 0,7 0,8 8,1
Montelino / Fideos al huevo 2,6 0,7 1 3,9
Matarazzo / Tirabuzon 3 vegetales 42,6 2,6 7,4 2,4
Matarazzo / Mostachol 22,5 3,8 5,4 2,5
Lucchetti / Letri numeritos 36 3,4 6,7 3
Fideos Sta. Teresita / Mofiitos de vegetales 5,8 2,1 5,2 4,2
Canale / Coditos 0,3 0,6 2,1 2,4
Canale tallarines 2,5 0,8 4 3

Tabla IV. 23. Valores de contenido de vitaminas en fideos

En todas las muestras de fideos se cumple con el nivel de fortificacion exigido por el CAA
de 2,2 mg/kg para acido félico para harinas. Sélo el 25 % de los fideos analizados contiene al
menos 6,3 mg/kg de tiamina, mientras que el 58,3 % de las mismas alcanza el nivel de 1,3
mg/kg de riboflavina y el 41,7 % alcanza el nivel minimo de nicotinamida (13 mg/kg) para
harinas.

Se debe tener en cuenta que los procesos de coccidn y elaboracion afectan el contenido
de tiamina y riboflavina como lo demuestran los estudios de Buiy Small (2008, 2009) en fideos.

Para estudiar la distribucién de los resultados obtenidos en las harinas y fideos para cada
vitamina se realizaron Box and Whisker Plots Figura IV. 17-20.
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Figura IV. 17. Box and Whisker Plots de nicotinamida
Riboflavina
4.0
32 *
2.4
1.6+
0.
0.0+
FIDEOS HARIMAS

Figura IV. 18. Box and Whisker Plots de riboflavina
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Tiamina
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Figura IV. 19. Box and Whisker Plots de tiamina
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Figura IV. 20. Box and Whisker Plots de acido félico

Como se puede observar hay valores que superan ampliamente el limite minimo como por
ejemplo nicotinamida y acido fdlico y algunos valores son por defecto respecto a los minimos
exigidos por el CAA. También se puede apreciar una gran dispersién en los resultados.
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V. CONCLUSIONES

Se desarrollé una metodologia de andlisis para determinacidn de vitaminas B1, B2; Bsy
Bs en forma simultanea en nucleo de vitaminas.

Se puso a punto y validé la metodologia para cuantificar las vitaminas B1, B2; B3 y Bg en
harinas y fideos con altas recuperaciones y LOD y LOQ adecuados para evaluar el
cumplimiento de las normas vigentes con respecto a la fortificacion por estas vitaminas
del grupo B.

Se observo que los nucleos vitaminicos deben cumplir una cierta relacién entre las
vitaminas para fortificar adecuadamente las harinas, siendo esta relacién
nicotinamida: riboflavina: tiamina: acido félico de 5,91: 0,59: 2,86: 1. El 4cido félico en
los nlcleos presenta valores de concentracidon con muy poca variacion y que se traduce
en el cumplimiento de la fortificacidn de las harinas en un 90% de las muestras y en el
total de los fideos analizados. Sin embargo, las otras vitaminas parecen estar por
defecto, probablemente porque no se cumple la relacidn entre vitaminas planteada
por la relacion tedrica. La relacion obtenida fue de 5,3: 0,58: 2,6 : 1 por el método
desarrollado y por el método aplicado por la industria 5,2: 0,54: 2,66: 1.

En ninguna de las muestras de harina se cumple con el nivel de fortificacién exigido
por el CAA de 13 mg/kg para nicotinamida. Sélo el 38% de las harinas analizadas
contiene al menos 6,3 mg/kg de tiamina, mientras que el 51% de las mismas alcanza
el nivel de 1,3 mg/kg de riboflavina. El mejor cumplimiento de fortificacion
corresponde al acido fdlico con un 90% de las muestras que contienen al menos 2,2
mg/kg de acido fdlico.

En todas las muestras de fideos se cumple con el nivel de fortificacidn exigido por el
CAA para harinas de 2,2 mg/kg para acido fdlico. Sélo el 25 % de los fideos analizados
contiene al menos 6,3 mg/kg de tiamina, mientras que el 58,3 % de las mismas alcanza
el nivel de 1,3 mg/kg de riboflavina y el 41,7 % alcanza el nivel minimo de nicotinamida
para harinas (13 mg/kg). Estas diferencias también pueden deberse a reducciones en
el proceso de elaboracion.

Se observé valores que superan ampliamente el limite minimo establecido para acido
félico. La preocupacién es que mayores ingestas de acido félico pueden retrasar el
diagndstico de deficiencia de vitamina B1z "al no manifestarse la macrocitosis" y llevar
a una neuropatia irreversible.

Ing. Diana Marcela Sanchez G. Dra. Silvia Resnik

Mg. Angela Zuleta
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