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RESUMEN.-

El presente trabajo tuvo por objeto determinar cuantitativamente dos vitaminas:
Tiamina (vitamina B1) y Riboflavina (vitamina B2) en harinas de trigo, soya y platano
por el método fluorométrico.

Se estandarizo las técnicas analiticas para la determinacién de Tiamina (vitamina B1)
y Riboflavina (vitamina B2) por el método fluoro métrico, técnica descrita en Oficial
Methods of Analysis AOAC.

Los parametros analizados en la estandarizacion fueron: precision, exactitud,
linealidad y especificidad del método.

El método para la Tiamina (vitamina Bl) se basa en la extracciéon de la tiamina
presente en la muestra por calentamiento en medio acido, seguida de una oxidacién
de ésta a tiocromo, mediante una solucién alcalina de ferricianuro de potasio al 1 %
dando el producto wuna intensa fluorescencia azul y posterior medicién de la
fluorescencia del tiocromo formado.

El método para la Riboflavina (vitamina B2) se basa en la extraccién de la riboflavina
presente en la muestra por calentamiento en medio 4cido y posterior medicion de la
fluorescencia verdosa propia de la riboflavina en un fluorémetro.

Posteriormente se realiz6 la determinacién cuantitativa de estas dos vitaminas en:
harinas de trigo, de soya y de platano.

Los resultados obtenidos para la Tiamina (vitamina B1) fueron: 4.15 mg/kg para la
harina de trigo marca “Famosa”, 6,1 mg/ Kg para la harina de trigo marca
“Florencia”, 3.47mg/ Kg para la harina de trigo marca “Irupana”,3.43 mg /kg para la
harina de soya marca “Irupana”, 0. 72 mg/Kg para la harina de platano y 0.82 mg/Kg
para la harina de platano dulce.

Los resultados obtenidos para la Riboflavina (vitamina B2) fueron: 2.4 mg/kg para la

harina de trigo marca “Famosa”, 1.07mg/kg para la harina de trigo marca



“Florencia”, 1.59 mg/kg, para la harina trigo marca “Irupana”, 2.69 mg/kg para la
harina de soya marca “Irupana”, 8.2 mg/kg para la harina de platano y 6.6 mg/kg
para la harina de platano dulce.

Con el fin de implementar nuevas técnicas analiticas en el instituto SELADIS, técnicas
confiables, sencillas y de bajo costo que estardn puestas para el beneficio de la
comunidad como es el caso de la cuantificacion de Tiamina (vitamina Bl) y
Riboflavina (vitamina B2) en diferentes clases de harinas.

Ademas de que estas vitaminas poseen gran interés nutricional en la dieta diaria de

las personas de todas las edades.
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L- INTRODUCCION.-

Las vitaminas, a pesar de su composicién quimica diversa, pueden definirse como
sustancias organicas que deben ser proporcionadas exclusivamente por Ila
alimentacién, porque los seres humanos no pueden sintetizarlas, o su velocidad de
sintesis es inadecuada para la conservacion de la salud. Una excepcién es la vitamina
D, que se puede formar en la piel con la exposicién al sol, y las vitaminas K, By, Bi2 y
acido folico, que se forman en pequefias cantidades en la flora intestinal.

Las vitaminas son imprescindibles en los procesos metabolicos que tienen lugar en la
nutricién de los seres vivos. No aportan energia, puesto que no se utilizan como
combustible, pero sin ellas el organismo no es capaz de aprovechar los elementos
constructivos y energéticos suministrados por la alimentacién. Normalmente se
utilizan en el interior de las células como precursoras de las coenzimas, a partir de los
cuales se elaboran los miles de enzimas que regulan las reacciones quimicas de las
que viven las células.l

Tener una buena alimentacién es indispensable para el desarrollo de todas nuestras
habilidades fisicas y mentales; ademas la deficiencia de vitaminas puede llevarnos a
contraer enfermedades graves como el beri-beri deficiencia de tiamina, el escorbuto y
problemas o6seos y dentales, la debilidad de los vasos sanguineos por deficiencia de
vitamina C , problemas de huesos y dentales, desarrollo anormal del tejido
cartilaginoso, pérdida de fuerza muscular por deficiencia de vitamina D, etc .Que
podriamos corregir con una alimentacién balanceada. La carencia de vitaminas se
denomina Hipovitaminosis y el exceso de alguna de ellas puede producir

Hipervitaminosis.


http://www.monografias.com/Salud/Nutricion/
http://www.monografias.com/trabajos12/desorgan/desorgan.shtml
http://www.monografias.com/Salud/Enfermedades/

"http:// www.monografias.com/ trabajos11/lasvitam/lasvitam.shtml

IL.- JUSTIFICACION.-

El proposito del presente trabajo de investigaciéon del Laboratorio de Bromatologia
del Instituto de Servicios de Laboratorio de Diagnéstico e Investigacion en salud
“SELADIS”es la de implementar nuevas técnicas analiticas que sean confiables,
sencillas y de bajo costo, para la prestacién de servicios, que serdn puestas en
beneficio de toda la comunidad.

Ademads para que un método analitico nuevo sea aplicado en un laboratorio debe
cumplir con los requisitos del programa de control de calidad, en la cual indica que
un método debe cumplir con los parametros de precision, exactitud, linealidad y
especificidad del método. Se estandariza estas dos técnicas analiticas para la
determinacion de Tiamina y Riboflavina en tres muestras de harinas de trigo, soya y
platano, porque son alimentos que tienen diferentes caracteristicas, lo cual nos
permite ver que la técnica es aplicable para diferentes tipos de harinas.

Las vitaminas al ser micro nutriente importante y esencial para nuestro equilibrio
tisiolégico por todas las propiedades funcionales y metabdlicas que tienen en nuestro
organismo. En respuesta a la demanda de necesidad que existe en nuestro medio
especificamente si nos referimos a la poblaciéon infantil que requiere de estos
nutrientes esenciales para su crecimiento, su buen desarrollo de sus habilidades
tisicas y psicomotoras, que actualmente serian de preocupacién en ser atendidas por
el gobierno Municipal a través del Desayuno escolar.

Se debe realizar un control de calidad en harinas, para valorar su contenido de
vitaminas como la Tiamina (vitamina B1) y la Riboflavina (vitamina B2) que es un
pardmetro nutritivo de calidad. Para brindar un alimento rico en nutrientes que
cumpla con las normas de calidad y sea apto para el consumo humano.

Por esta razén es que en el presente trabajo se estandariza y se determina la

concentraciéon de Tiamina y Riboflavina por el método fluorométrico en muestras de


http://www.monografias.com/trabajos11/lasvitam/lasvitam.shtml

harinas de: trigo, soya y pladtano. Ademdas se implementard como técnicas en el
laboratorio de Bromatologia, para realizar el control de calidad de muestras de
diferentes clases de harinas que llegan al laboratorio.
IIL.- OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GENERAL.
- Determinar cuantitativamente Tiamina y Riboflavina en harinas de trigo, de soya de
platano por el método fluorométrico.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.-
- Estandarizar el método fluorométrico para Tiamina, tomando en cuenta los
pardmetros: Precision, exactitud, linealidad y especificidad del método.
- Estandarizar el método fluorométrico para Riboflavina, tomando en cuenta los
parametros: Precision, exactitud, linealidad y especificidad del método.
- Determinar la concentracién de tiamina en harinas de trigo, de soya y harina de
platano por el método fluorométrico.
- Determinar la concentracion de riboflavina en harinas de trigo, de soya y harina de
platano por el método fluorométrico.
IV.- DISENO TEORICO.-
A.- MARCO REFENCIAL

1. ANTECEDENTES.-

1.1 HARINA DE TRIGO
Se denomina harina de trigo al producto preparado de granos de trigo (triticum
vulgaris) mediante procedimientos de trituraciéon y molienda en los que se elimina
gran parte del salvado y germen y el resto se desmenuza hasta que tenga un grado
adecuado de finura igual o menor a 180um. 24
El trigo es una planta graminea, herbacea, anual, del género triticum, que comprende
un namero considerable de especies silvestres y cultivadas. Es el cereal maés
importante, constituye la fuente principal de la harina panificable en todo el mundo,

debido a la presencia en ella de sustancias proteicas y amildceas. 22



24 NB 680 Norma que reemplaza a la NB680-99.
2 Ines Bernal de Ramirez ANALISIS DE ALIMENTOS,Academia Colombiana de Ciencias Exactas Fisicas y Naturales, Santa Fé
de Bogota D.C. 1994.

Se cultivé primero en el medio Oriente, pero en la actualidad se cultiva en todo el
mundo 2

Se cultivan muchos tipos de trigo, pero en la alimentaciéon se emplean dos tipos:
Triticum vulgare y Triticum durum, el primero se usa para obtener pan y en
pasteleria; y el segundo para la fabricacién de fideos y similares.3

La harina de trigo posee constituyentes aptos para la formacién de masas (proteina -
gluten), pues la harina y agua mezclados en determinadas proporciones, producen
una masa consistente. Esta es una masa tenaz, con ligazc’)n entre si, que ofrece una
determinada resistencia, a la que puede darse la forma deseada, y que resiste la
presion de los gases producidos por la fermentacién (levado con levadura, leudado
quimico) para obtener el levantamiento de la masa y un adecuado desarrollo de
volumen.

1.1.2 Obtencidn y clases de harina de trigo.-

La molienda del trigo tiene como finalidad basica la obtencién de harinas a partir de
los granos de trigo, para la fabricacién de pan, pastas alimenticias o galletas.
Los pasos que se siguen para obtener la harina son:

1. Limpieza preliminar de los granos, mediante corrientes de aire que separan el
polvo, la paja y los granos vacios.

2. Escogido de los granos, mediante cilindros cribados que separan los granos por su
tamafio y forma.

3. Despuntado y descascarillado, en esta fase se eliminan el embrién y las cubiertas
del grano.

4. Cepillado de la superficie de los granos, para que queden totalmente limpios.



3HARINA DE TRIGO http:/ /www.alimentacionsana.com.ar/informaciones/Chef/harina.htm
2 Ronald S. Kira, Ronald Sawyer, Harold Egan, COMPOSICION Y ANALISIS DE ALIMENTOS DE PEARSON, 2da Ediciéon
Meéxico 1996,Editorial Continental S.A. México.

5. Molturacién, finalmente se pasa a lamolienda por medio de unos rodillos
metalicos de superficie aspera o lisa, que van triturando el grano y obteniendo la
6. Refinado, una vez obtenida la harina pasa a través de una serie de tamices que van
separando las diferentes calidades de la harina. Este constituira la harina de primera
extraccion.

El resto retenido por el tamiz pasa a una segunda trituracién esta vez ligeramente
mas intensa y nuevamente se separa y tamiza esta harina se llamara de segunda
extraccion.?

Quedaran otros restos para ser sometidos a una nueva trituracién cada vez con
mayor presion por la menor distancia entre los rodillos. La operacién se repite hasta
conseguir una harina blanca que posee un indice de aprovechamiento medio del 72%
respecto de la cantidad inicial de grano. Cuando el porcentaje global extraido supera
esta cifra, se obtienen las denominadas harinas integrales y oscuras, que contienen la
cascara del grano ademas de su meollo. 3

1.1.3 TIPIFICACION DE LAS HARINAS.-

Comercialmente las harinas son tipificadas con las denominaciones de:

Cuatro ceros (0000), tres ceros (000) dos ceros (00), cero (0) Medio cero Y2 (0), harinilla
de primera y harinilla de segunda corresponderan a los productos que se obtienen de
la molienda gradual y metddica del endospermo en cantidad de 70-80% del grano
limpio.

La harina 000 se utiliza siempre en la elaboracion de panes, ya que su alto contenido
de proteinas posibilita la formacion de gluten y se consigue un buen leudado sin que

las piezas pierdan su forma.


http://www.alimentacionsana.com.ar/informaciones/Chef/harina.htm

2Rolando Salinas, ALIMENTOS Y NUTRICION BROMATOLOGIA APLICADA A LA SALUD, editorial el Ateneo 2da edicion
editorial Buenos Aires1993
20CODIGO ALIMENTARIO ARENTINO tomo I - A Buenos Aires 1992

La 0000 es més refinada y mas blanca, al tener escasa formacién de gluten no es un
buen contenedor de gas y los panes pierden forma. Por ese motivo soélo se utiliza en

panes de molde y en pasteleria, en batido de tortas, hojaldres, etc.

1.1.4 Composicién de la harina de trigo:

Su composicion debe ser: 3

Glacidos................... 74-76%
Protidos......ccoeveeee. 9-11%
Lipidos......ccoocveeiene e 1-2%
Agua......ccevieinn 11-14%
Minerales.........c.cccccuue... 1-2%

Gluacidos: Almidén

Es el componente principal dela harina. Es un polisacarido de glucosa, insoluble
en agua fria, pero aumentando la temperatura experimenta un ligero hinchamiento
de sus granos. El almidoén esta constituido por dos tipos de cadena:

- Amilosa: polimero de cadena lineal.

- Amilopectina: polimero de cadena ramificada.

Junto con el almidén, vamos a encontrar unas enzimas que van a degradar un 10%
del almidén hasta aztcares simples, son la alfa y la beta amilasa.

1. Protidos: Gluten

La cantidad de proteinas varia mucho segtn el tipo de trigo, la época de recoleccién y
la tasa de extraccion.

El gluten es un complejo de proteinas insoluble s en agua, que le confiere a la harina

de trigo la cualidad de ser panificable. Esta formado por:



3HARINA DE TRIGO http:/ /www.alimentacionsana.com.ar/informaciones/Chef/harina.htm
* Glutenina, proteina encargada de la fuerza o tenacidad de la masa.

* Gliadina, proteina responsable de la elasticidad de la masa.

La cantidad de gluten presente en una harina es lo que determina que la harina sea
"fuerte" o "floja".

La harina fuerte es rica en gluten, tiene la capacidad de retener mucha agua, dando
masas consistentes y eldsticas, panes de buen aspecto, textura y volumen
satisfactorios. La harina floja es pobre en gluten, absorbe poca agua, forma masas
flojas y con tendencia a fluir durante la fermentacién, dando panes bajos y de textura
deficiente.

2.- Lipidos:

las grasas de la harina proceden de los residuos de las envolturas y de particulas del
germen. El contenido de grasas depende por tanto del grado de extracciéon de la
harina. Mientras mayor sea su contenido en grasa mas facilmente se enranciara.

3.- Agua:

la humedad de una harina, segtun la legislacién espafiola, no puede sobrepasar el
15%, es decir que 100 kilos de harina pueden contener, como maximo, 15 litros de
agua. Naturalmente la harina puede estar més seca.

4.- Minerales: Cenizas

Casi todos los paises han clasificado sus harinas segtin la materia mineral que
contienen, determinando el contenido méximo de cenizas para cada tipo. Las cenizas
estan formadas principalmente por calcio, magnesio, sodio, potasio, etc., procedentes
de la parte externa del grano, que se incorporan a la harina segtn su tasa de

extraccion.

Vitaminas: Contiene vitaminas B1, B2, PPy E. 3


http://www.alimentacionsana.com.ar/informaciones/Chef/harina.htm

Tabla de composicion de harinas de trigo sin reforzar a diferentes relaciones de

extraccion
Componente Harina Harina Harina integral
(72%)mg/100g (80%) mg/100g (9-100%) mg/100g
Hierro 1,2 1,7 2,5
Vitamina B1 0,10 0,25 0,40
Vitamina B2 0,03 0,05 1,12
Acido nicotinico 6 | 0,8 1,3 6
B3

BRonald S. Kira, Ronald Sawyer, Harold Egan,COMPOSICION Y ANALISIS DE ALIMENTOS DE PEARSON, 2da Edicién
Meéxico 1996,Editorial Continental S.A. México.

1.2 CLASIFICACION DE LAS HARINAS.-

Segiin Normas sanitarias de Alimentos, las harinas de trigo se clasifican en:

- Harina Integral o de Graham: Es una harina oscura que se obtiene de la molienda
del grano de trigo con todas sus envolturas celuldsicas, obtenida por la molienda
integral de maximo 95% del peso total del cereal limpio. 5

Seguin el grado de molienda se admiten 3 tipos: grueso, mediano y fino. Esta harina
puede utilizarse sola.

- Harina de primera, es la harina més blanca y maés libre de salvado.

- Harina de segunda, es de calidad inferior, su color debe ser blanco mas o menos
amarillento, pudiendo presentar puntuaciones amarillentas muy pequefas
provenientes de la pulverizacién de la cascara.

- Harina tercera, es la queresta de las harinas obtenidas de la molienda del trigo
después de la separaciéon de las harinas de primera y de segunda , su color puede ser
amarillenta mas o menos oscuro pero no azulado o gris y las puntuaciones que se
observen deberdn proceder de los fragmentos envoltorios.

- Harina mixta constituida por la mezcla de harina de trigo con otras harinas.



Karla Abuday Yafiez, CONTROL BROMATOLOGICO Y USO DEL BROMATO DE POTASIO EN HARINAS Y PAN
CONSUMIDO EN LA CIUDAD DE LA PAZ .Tesis de Grado, UMSA facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas, 1992.

- Harina de gluten: se extrae industrialmente del grano de trigo, estd compuesta por
gluten seco y se emplea como mejorador para enriquecer una harina pobre en gluten.
- Harina enriquecida, aquella que ha sido afiadida de vitaminas, sales minerales y

otras sustancias de valor biolégico especifico.

Sustancias fortificantes:

La harina de trigo fortificada debe contener: Tiamina, Riboflavina, Niacina, Acido
Foélico y Hierro en forma asimilable e inocuo, en proporciones que se indica en la
siguiente tabla de acuerdo al reglamento del decreto supremo de fortificacion de la

harina de trigo de ultima publicacién en vigencia. 24

SUSTANCIAS FORTIFICANTES Y NIVELES DE FORTIFICACION DE LA

HARINA DE TRIGO
NUTRIENTE FORMA VITAMINICA NIVEL DE ADICION
mg/Kg
Vitamina B1 Tiamina mononitrato 44
Vitamina B2 Riboflavina 2.6
Niacina Nicotinamida 35.6
Folato Acido Félico 1.5
Hierro Hierro reducido electrolitico 60.0
1.3 Otros tipos de harinas

Harina de maiz: Se obtiene de la molienda de los granos de maiz, es el cereal que

contiene més almidon, si se utiliza sola, no se aglutina la masa.

Harina de centeno: es la harina mas utilizada en la panificacién después de la de
trigo. Es muy pobre en gluten, por ese motivo es necesario afiadir un 50% de harina
de trigo para conseguir un buen proceso de fermentacién. 3

Las harinas de soja, arroz, avena, mijo y de cebada: Estas harinas deben
complementarse con un porcentaje de harina de trigo para poder amasarlas y

conseguir formacién de gluten.



2NB 680 Norma que reemplaza a la NB680-99.

1.3.1 HARINA DE SOYA.-

Una de las explotaciones del poroto soya, es su industrializacién en los molinos para
la obtencién de la harina. Este producto esta frecuentemente entre los lideres en el
mercado de cotizaciones. Y es por esta causa que cada vez es mas amplio el sector
agropecuario que destina sus tierras en la época de siembra y cosecha gruesa, al
cultivo de la soya .

La harina de se extrae de las hojuelas del poroto de soya, descascarado seco y su
molienda, con una textura similar a la harina corriente. Es muy nutritiva, tiene 3 veces
mas proteinas que la carne, no contiene gluten. Es una excelente fuente proteinas,
vitaminas y minerales. La harina de soya sin grasa, es también una fuente importante
de fibra. Contiene isoflavones, que acttan como antioxidantes. La harina de soya
debe de ser almacenada en refrigeraciéon o en el congelador. Puede durar hasta 12
meses.

1.3.1.1 SOYA.-

Nombre cientifico: Glycine max. La Soya es la legumbre de mayor importancia y
consumo a nivel mundial, a partir de ella se elaboran un sin fin de productos.

Es un poroto oleaginoso que es originario de China y usada en Japén hace mas de
2000 afios. El nombre que se ha dado al la soya, proviene del vocablo antiguo usado
por los chinos: sou, asi la denominaban en tiempos remotos, en la actualidad se la
conoce como Ta Tou (Gran Frijol), pero que se estd cultivando en grandes
proporciones actualmente en América.”

La soya es reconocida por su elevada concentracién de proteinas, minerales y
vitaminas, a tal grado que puede ser un excelente sustituto de la carne, el pescado, los
huevos y cualquier producto lacteo (sobre todo en personas vegetarianas).

Es la tinica que contiene todos los aminoacidos esenciales para el organismo y que a



°LA SOJA O SOYA: http:/ /www.wikilearning.com/la_soja_o_soya-wkccp-5440-63.htm
7 Instituto de Estudios Salud Natural de Chile. IESN-Chile http:/ /www.geocities.com/iesnchile
http:/ /www.geocities.com/ ceniuschile/ AlimentosOriente.html

diferencia de los alimentos proteicos de origen animal, tiene un alto contenido de
tibra (4.5%), no presenta colesterol, y su grasa presente contiene una gran cantidad de
lecitina, un fosfolipido vital para las membranas celulares, el cerebro y el sistema
nervioso.

La lecitina de soya es un aceite que se extrae del porotito de soya, rico en substancias
que necesitan las neuronas del cerebro, tales como colina e inositol.

Por estas propiedades mejora la memoria y ayuda a todo el sistema nervioso,
incluyendo la piel. También constituye un buen colaborante hepatico porque
emulsiona eficazmente las grasas y es muy usada para reducir el colesterol malo. Es
buena para el corazén, presion sanguinea alta, ademadas presenta isoflavones
(sustancias similares a la hormona femenina estrégeno), vitaminas (tiamina, niacina,
riboflavina y piridoxina), minerales (calcio, zinc, hierro), flavonoides (ayudan en la
funcion de la vitamina C, antioxidantes) terpenos, saponinas, fitoesteroles
(propiedades anticancer). 7

En cuanto a calidad proteinica para preescolares y nifios mas grandes ademas las
férmulas de soya pueden producir menos alergias que las de la leche de vaca pues
carecen de lactosa y tienen grasa digestible.

1.3.1.2 NUTRIENTES CONTENIDOS EN EL POROTO DE SOYA.

Aminoacidos (AA): El porotito de soja (Glycine max) proporciona proteinas de alto
valor biolégico y los 8 aminodcidos esenciales (aminoécidos que el cuerpo humano
no puede sintetizar y por lo que debemos recurrir a obtenerlos directamente de los
alimentos: fhenilalanina,  isoleucina, leucina, lysina, metionina, threonina,
tryptophano y wvalina. También posee una buena proporcion de los otros 12
aminodcidos denominados esenciales. La FAO (Organizacion de la Agricultura y
Alimentacién, ONU) y la OMS (Organizacion Mundial de la Salud, ONU) le han
conferido a la soya la calificacion de PDCAAS1, valor méaximo que puede alcanzar

un alimento proteico, por su contenido de aminoacidos necesarios para el
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crecimiento. 7

Perfil de AA: %AA/100¢er de proteinas: 7

Triptofano ......cccecceeeveens e 1,01.
LiSINa weeeeeeeeen 5,05
Histidina ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 1,16
Arginina .......cccecevivveiiiniennnn. 10,95
Acido aspartico .......cceeeeeee. 13,95
Treonina ......cceeeevvvveeeeereeeennnnn, 6,88
SETINA weveeeeee s 4,19
Acido Glutdmico ......ccceun...... 18,53
Prolina .....eeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeen. 5,61
GlCINA oo, 3,52
Alanina ..eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 2,84
Valina ..ooooveeeeeeeeeieeeeeeeeeeeen 5,08
Metionina .......cooeeeeeeeeveeeeereennnn. 0,92
Isoleucina ....ccoveeveeveeeeeeeeeeene. 4,77
Leucina .....ccccovvvevevvveveeevenenenens . 8,13
TIroCiNa .coeveveveveveeeeeeeeeeeeeeeeenenes 1,68
Fenilalanina.......ccooeeeevveeeeeenn.. 4,21

Vitaminas :

Perfil de vitaminas en 100 gr: 7

Vitamina A .....coooveveevvieeeennen. 1.500 UI
Vitamina D ....cccccoooveiviiiiiiiees 400 UI
Vitamina E ........cccoovveiiiiiieiin, 2UI
Vitamina B ..., 0,50 mg
Vitamina B2 ....coooevvvvveveeeenn. 0,8 mg
Vitamina PP ......ovvvvvvvvvinnnan... 90mg
Vitamina B12 ...cccooveveeeeeeenn . 09mg
Vitamina C .....oooevvvvvivieiiinnnnnn 20,0 mg
Acido fOlico .......cccoeeiiiininnne 100 mcg

Minerales: Calcio, fésforo, hierro, magnesio y potasio.”
Perfil de Minerales en 100 gr:




Otros nutrientes: Ademas la soya posee un Interesante contenido de isoflavonas
(fitoestrogenos), estudiadas actualmente por sus propiedades anti-cancerigenas, sus
funciones anti-oxidantes, y un rol en la mejoria de la mineralizacién 6sea . También

contiene saponinas.

Perfil de otros pardmetros en100gr: 7

| 54 0] 1< - N 30,0 gr
Aceites ... 26,0 gr
Fibras ......ccccooviiiiiiiiicis 0,5 gr
Cenizas ......ccoevviviciiiniiiiinee, 50 gr
Carbohidratos .........cccccceuvuneeee. 35,5 gr
Humedad .....oooeeeeeeeeeeeeeeeee 3,0 gr

1.3.1.3 ALIMENTOS EN BASE A SOYA -

Puede ser preparada tanto como porotito, germinada (brotes) y en una variedad de
subproductos. Actualmente puede encontrar bebidas lacteas y jugos que contienen
soya: texturizada para utilizarse en guisados, harina para hot cakes, harina integral y
harina desgrasada y sus variedades, barras de granola de arroz con soya; leche de
soya; queso de soya ;salsa de soya; papillas infantiles; atoles; gelatinas; chocolate en
polvo; alimentos infantiles y pastas; entre muchas opciones. La industria farmacéutica
y de alimentos también ha desarrollado férmulas de alimentacion especial para
lactantes intolerantes a la lactosa.?

1.3.1.4 UTILIZACION DE LA SOYA EN PANADERIA

La harina de soya y las proteinas de soya mejoran el valor nutritivo de galletas, panes,
pasteles, pasteles y otros productos de panaderia.’

- Se usa harina desgrasada de soya de 50 % de proteina para enriquecer la harina de

trigo.

7Instituto de Estudios Salud Natural de Chile. IESN-Chile http:/ / www.geocities.com/iesnchile
http/fwww.geocities.com/ceniuschile/AlimentosOriente.html
8http:/ / www.conocimientosweb.net/ portal/article784.html

9Desarrollo de Productos de Soya en Panaderia
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- El porcentaje de harina de soya usado dependeré del tipo de pan o galleta y puede
ser desde un 3 % hasta un 15 %

- La harina de soya se mezcla con la de trigo y luego con esa mezcla de harinas se
hace la masay el pan o galleta con ajustes minimos

- El producto final es mas nutritivo, sabroso y duradero. Efectos debidos a la proteina
de soya.

1.3.2 HARINA DE PLATANO.-

El platano (genero Musa paradisiaca) es u fruto que representa la 4ta fuente de

energia para paises en vias de desarrollo después del maiz, arroz y trigo.1°

Los bananos son el cuarto producto agricola mas importante en el mundo, después
del arroz, trigo y maiz en términos de produccién. Son una fuente barata y de facil

produccioén de energia. 10
También contiene: Calcio, potasio, hierro y vitaminas: tiamina, riboflavina y niacina.

Debido a la alta concentracion de almidon el procesamiento de platano verde como
harina y almidén es de interés como una posible fuente de importancia para la

alimentacién con propésitos industriales.

Se entiende el producto obtenido por la desecacién y pulverizacion de los frutos
maduros y pelados de diversa especies de banano (en especial de musa paradisiaca)
.Su color debe ser ligeramente grisicea su sabor acido vy astringente y no debe

aglutinarse.?0

La composicion quimica del platano caracterizada por la presencia de almidones y
escasez de acidos, lo hace un producto extremadamente sensible al oxigeno al igual

que al calor.

10 EVALUACION NUTRICIONAL, FISICA Y SENSORIAL DE PANES DE TRIGO Y PLATANO VERDE
http://72.14.209.104/ search?q=cache:rWtKF9fqoEo]:www .scielo.org.ve/scielo.php %3Fpid %3DS0378-
18442005000500011 %26script%3Dsci_arttext%26tlng %3Des+harina+de+platano&hl=es&gl=bo&ct=cInké&cd=8
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2CODIGO ALIMENTARIO ARENTINO tomo I - A Buenos Aires 1992
El almidén es un factor importante para la salud humana, la fraccion denominada

almidén resistente no degradada por las enzimas digestivas del hombre,
investigaciones muestran que este almidén disminuye la curva posprandial y el
indice glicémico.

La harina de platano obtiene 86 % de almidon del cual 40.7 es de amilasa y ademas
8,6 % de fibra dietética.l0

Las frutas que son inapropiadas para los muy exactos estandares del mercado de
exportacion pueden ser procesadas en diferentes formas. Se puede utilizar en su
estado verde o maduro, de ahi la importancia de promocionar sus caracteristicas
culinarias a los comerciantes para educar al consumidor y evitar su confusién con los
bananos.

En cuanto a procesos industriales, uno de los pasos que han sido dificiles de agilizar
es el pelado, pues por ser de forma alargada, arqueado, blando y de dimensiones
variables, han sido obstaculos insuperables en la realizacion de sistemas mecanicos de
pelado.

2 LAS VITAMINAS.-

Las vitaminas son nutrientes organicos imprescindibles en los procesos metabdlicos
que tienen lugar en la nutricién de los seres vivos. Sin ellas el organismo no es capaz
de aprovechar los elementos constructivos y energéticos suministrados por la
alimentacion. Normalmente se utilizan en el interior de las células como precursoras
de las coenzimas, a partir de los cuales se elaboran las miles de enzimas que regulan
las reacciones quimicas de las que viven las células.

Se puede hacer una clasificacion de ellas, dependiendo de su solubilidad.

Las vitaminas A, D, E y K son liposolubles, se absorben en nuestro organismo con la
ayuda de las grasas y aceites, y las vitaminas del complejo B y C son hidrosolubles, no

necesitan grasa para su absorcion.



Las vitaminas liposolubles pueden almacenarse en cantidades muy abundantes, y
esta propiedad les confiere un potencial de toxicidad grave que excede mucho la del
grupo hidrosoluble. 11

2.1 Vitaminas del grupo B.-

Son hidrosolubles, se caracterizan porque se disuelven en agua, por lo que pueden
pasarse al agua del lavado o de la coccion de los alimentos. Sélo se almacenan en una
cantidad limitada y se requiere consumo frecuente para conservar la saturacién de los
tejidos. 1

Participan como coenzimas en numerosos sistemas enzimaticos. Se diferencian de las
demas vitaminas por el hecho de que sus moléculas contienen atomos de nitrégeno.
2.1.1 Vitamina B1: tiamina

Es una de las vitaminas del complejo B, un grupo de vitaminas hidrosolubles que
participa en muchas de las reacciones quimicas del organismo.

Propiedades quimicas, contiene un ntcleo pirimidina y uno tiazol enlazados por un
puente metileno. La tiamina funciona en el organismo en forma de coenzima

tiaminpirofosfato (TPP).Las estructuras de la tiamina y el tiaminpirofosfato son como

sigue:
CH; 0 Q i
NK; al I :
: —1 CHx-CH;- 0- IT" 00— FT OH .
CHy—N. OH !
é\/r N . ;
' Hg.C . .
I I |
- Tiamina - |
;- Tiaminpirofosfato

Estructura de la tiamina y el tiaminpirofosfato.
Tomado de Goodman y Gilman. Las bases farmacolégicas de la terapéutica.



1T http:/ /www.biopsicologia.net/fichas/page_1101.html
Thttp:/ /www.monografias.com/ trabajos11/lasvitam/lasvitam.shtml

2.1.1.2 Funciones .-

La tiamina (vitamina B1) ayuda a las células del organismo a convertir en energia.
También es esencial para el funcionamiento del corazén, musculos y sistema

nervioso.

- El pirofosfato de tiamina actta como coenzima en el metabolismo vital para la
respiracion tisular

- Tiene un efecto benéfico sobre el sistema nervioso en la conduccién nerviosay la
actitud mental. Ayuda en casos de depresion, irritabilidad, pérdida de memoria,
pérdida de concentracién y agotamiento.

- Favorece el crecimiento.

- Aunque es necesaria para el metabolismo de grasas, proteinas y acidos nucleicos,
esta relacionada mas firmemente con el metabolismo de carbohidratos, ayuda en la
sintesis de las pentosas.

- Interviene en el metabolismo del alcohol

- Aunque es necesaria para el metabolismo de grasas, proteinas y acidos
nucleicos, esta relacionada maés firmemente con el metabolismo de carbohidratos,
ayuda en la sintesis de las pentosas.

- Interviene en el metabolismo del alcohol.

Esta vitamina en su forma de éster pirofosférico participa en el desarrollo de los
hidratos de carbono.

Es necesaria para desintegrar los hidratos de carbono y poder aprovechar sus
principios nutritivos.

2.1.1.3 Deficiencia

Las carencias de tiamina no son comunes, observandose con mayor frecuencia en

alcoholicos. En los alcoholicos generalmente el consumo alimentario es inadecuado,


http://www.biopsicologia.net/fichas/page_1101.html
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deteriorandose la absorcién y el almacenamiento. 11

Los signos clinicos de deficiencia de tiamina incluyen trastornos en el sistema
nervioso y cardiovascular y finalmente se expresa la enfermedad llamada Beri-Beri.
Los sintomas son confusiéon mental, desgaste muscular, desgano, edema, paralisis
periférica, taquicardia y cardiomegalia. En sus dos tipos seco y hamedo, llegando
incluso a la muerte.

Al estar la tiamina muy ligada al transporte de energia, su necesidad varia en funcién
de la dieta, por lo que es recomendable una mayor cantidad para aquellos que
ingieran muchos carbohidratos refinados, tales como el pan y arroz blanco, pasta'y
azucar; para personas de avanzada edad y para aquellos con una dieta reducida.
También para fumadores y personas que beben alcohol.

El déficit de tiamina se asocia a la polineuropatia periférica, al sindrome de Wernicke-
Korsakoff, a la degeneraciéon cortical cerebelosa y a la ambliopia nutricional .La
manifestacion mdés importante es una pérdida de la memoria reciente. Como
consecuencia el enfermo es incapaz de aprender, dando lugar a una desorientaciéon en

el tiempo y el espacio y a una aparente incoherencia en el lenguaje y comportamiento.

2.1.1.4 Consumo dietético diario.- 12
Nifios 1-3 afios 0.5mg

4-8 afios 0.6 mg

Adolescentes 14-18 afios 1-1,2mg

Adultos: Varones 1,2 mg
Mujeres 1,1 mg
Embarazo y lactancia: 1,4 mg

2.1.1.5 Fuentes alimenticias ricas en tiamina.-
Se encuentra en el reino animal y vegetal. En grandes concentraciones en la levadura

de cerveza, en el pericarpio y el germen de los cereales como en el germen de trigo



12Miriam Mufioz de Chavez José Ledesma Solano, LOS ALIMENTOS SUS NUTRIENTES Tablas de valor nutritivo de
alimentos,Edicion Internacional, Editorial McGraw-Hill

(Img media taza) y la carne de cerdo (1,25mg cada 100g). Todas las visceras, carnes
magras, pescado (0,3mg cada 100g), aves (0,11mg cada 100g), yema de huevo (0,2mg
en 100g), legumbres, granos enteros, mani (0,48mg media taza), avena, panes
enriquecidos o fortificados y cereales que son fuentes excelentes, pastas, granos
secos, frijoles , granos de soya y también en la leche.

2.1.2 Vitamina B2: riboflavina.-

Es una de las vitaminas del complejo B, un grupo de vitaminas hidrosolubles que
participa en varias reacciones quimicas del organismo.!!

2.1.2.1 Funciones.-

La vitamina B2 participa en los procesos de respiracion celular, desintoxicaciéon
hepatica, desarrollo del embrién y mantenimiento de la envoltura de los nervios.
También ayuda al crecimiento y la reproduccién, y mejora el estado de la piel, las
ufias y el cabello. Se encuentra principalmente en las carnes, pescados y alimentos
ricos en proteinas en general. Su carencia se manifiesta como lesiones en la piel, las
mucosas y los ojos. Suelen ser deficitarios los bebedores o fumadores crénicos y las
personas que siguen una dieta vegetariana estricta (sin huevos ni leche) y no toman
suplementos de levadura de cerveza o germen de trigo.

La riboflavina lleva a cabo sus funciones en el organismo en forma de una u otra de
dos coenzimas, riboflavina fosfato, que suele llamarse flavina mononucleétido (FMN)
y flavina adenina dinucleétido (FAD). 11

La riboflavina se convierte en flavina mononucleétido y flavina adenina dinucleétido

mediante dos reacciones catalizadas por enzimas, que se muestran como:(fig.1)



11 http:/ /www.biopsicologia.net/fichas/page_1101.html
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q=— Flavina adenina dinucledtido (FAD)

Fig (1) Estructura de la riboflavina, FMN y FAD.

Tomado de Goodman y Gilman. Las bases farmacolégicas de la terapéutica.

La flavina mononucledtido y el FDA, las formas de riboflavina con actividad
tisiolégica desempefian una funcién vital en el metabolismo como coenzimas para
una amplia variedad de flavoproteinas respiratorias, algunas de las cuales contienen
metales (p. j., xantinoxidasa).

2.1.2.2 Deficiencia.-

Los sintomas de la deficiencia suelen aparecer en personas que toman una
alimentacion exenta de proteinas, se suele dar en los vegetarianos y también los

fumadores crénicos y bebedores, y se manifiesta con sintomas de piel, dermatitis
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seborreica y acné, lesiones de las mucosas, queilosis, estomatitis angular y lesiones
oculares, trastornos de la vision, vascularizacion de la cérnea. El conjunto de sintomas
se llama arriboflavinosis.

Por lo general, aparecen primero mal de garganta y estomatitis angular. Més tarde,
sobrevienen glositis, queilosis (labios denudados y rojos), dermatitis seborreica de la
cara, y dermatitis sobre el tronco y las extremidades, seguidas por anemia y
neuropatia. En algunos sujetos, son notorias la vascularizacion corneal y la formacién
de cataratas.

La anemia que aparece en la deficiencia de riboflavina es normocrémica y
normocitica y se relaciona con reticulocitopenia; los leucocitos y las plaquetas suelen
ser normales. 11

2.1.2.3 Consumo dietético diario.- 12
Nifios 1-3 afios 0.5 mg
4-8 afos 0.6 mg

Adolescentes 14-18 afios  1-1,3 mg

Adultos: Varones 1,3 mg
Mujeres 1,1 mg
Embarazo y lactancia: 1,4-16 mg

2.1.2.4 Fuentes alimentarias.-

Levadura de cerveza, visceras y despojos carnicos, germen de trigo, almendras, cocos,
queso grasos, mijo, salvado, huevos y lentejas.

B.- MARCO TEORICO

1. FLUOROMETRIA.- Determina la cantidad de luz que desprende una solucion
que contiene una sustancia fluorescente bajo la accién de la luz UV, o de cualquier
otra longitud de onda. 13

1.1 FUNDAMENTO DE LA FLUORESCENCIA MOLECULAR



La fluorescencia se realiza en dos etapas: excitaciéon y emisiéon la molécula excitada

pasa de un estado electrénico superior al minimo nivel vibracional, dentro de su

13 http:/ / www.quimika.com/materias/quimica_analitica/conceptos.htm
estado electrénico excitado , mediante una serie de relajaciones vibracionales.

Cuando las moléculas alcanzan el minimo nivel vibracional del menor estado
singulete excitado, se puede producir radiacion de fluorescencia cuando el electrén
regresa a cualquiera de los niveles vibracionales del estado electrénico basal. La
perdida de energia se realiza en dos pasos primero en un estado meta estable y
luego vuelve al estado fundamental. Cada transicién involucra la produccién de
radiaciéon de longitudes de onda especifica. 14

Podriamos considerar que la emision fluorescente resulta ser el proceso opuesto a la
absorcion.

1.2 ESPECTROS DE EXCITACION Y EMISION.-

En fluorescencia se obtienen dos espectros uno de excitacion y uno de emisién. Por
ejemplo cuando en una molécula de quinina la radiacién UV que excita a la quinina,
recibe el nombre de espectro de excitacion. La radiacién que emite la quinina excitada
recibe el nombre de espectro de emision fluorescente o espectro de fluorescencia.l*

Las radiaciones fluorescentes emitidas por los compuestos orgénicos suelen estar
comprendidas en el intervalo de 300 a 650 nm. El mayor interés radica en las
moléculas aromaticas y transiciones en las cuales se hallan implicados electrones B,
pero también puede tener lugar debajo de los 300 nm en le UV. Al igual que las
sustancias en solucién absorben en un intervalo de longitud de onda, los iones y
moléculas fluorescentes en soluciéon emiten en un intervalo de longitud de onda.

1.3 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA FLUORESCENCIA MOLECULAR.

La intensidad de la emision fluorescente se puede modificar por diversos factores
internos y externos .Entre los internos podemos sefialar los siguientes:

a) Presencia de grupos cromoéforos. La mayor fluorescencia de las moléculas esta

ligada entre otras causas con su capacidad absorbente de determinadas radiaciones.



De aqui que los compuestos fuertemente conjugados muestren frecuentemente

14 Dra. Mercedes Morales Vaca M.Sc, ANALISIS POR INSTRUMENTACION APUNTES DE CATEDRA UMSA
fluorescencia nativa. En principio, los métodos fluorimétricos son validos para

aquellos compuestos que poseen un sistema de dobles enlaces conjugados, sin
embargo, la presencia de un cromdforo no es suficiente para esperar que tras excitar
con una radiacién electromagnética apropiada, se emita fluorescencia nativa.

b) Estructura quimica. No se puede establecer correlaciones definitivas entre la

estructura quimica y la fluorescencia, sin embrago se han aportado algunas de
interés.

Se ha observado experimentalmente la notable influencia de la geometria molecular
sobre los procesos luminiscentes asi cualquier factor que favorezca la planaridad y
rigidez de la molécula favorece la fluorescencia .La rigidez molecular reduce las
interacciones de una molécula con su medio circundante y, consecuentemente
reduce la velocidad de desactivacion por colisiones .Por ejemplo la fluoresceina y la
eosina son fuertemente fluorescentes ,pero un compuesto similar, la fenolftaleina,
que no es rigida y cuyo sistema conjugado estd interrumpido, no es fluorescente. Se
puede afirmar que la planaridad es un factor que afecta a los procesos de emision,
principalmente, en tanto que afecta a la geometria y simetria molecular, ya que los
procesos de emisiéon van acompafados por procesos de transferencia de carga
modificando la simetria molecular.

a) Influencia de los sustituyentes. El estudio de los espectros de fluorescencia tras

la modificacion de la estructura base por introducciéon de distintos sustituyentes
puede dar informacién acerca de las caracteristicas quimicas del estado excitado.
Los efectos de los sustituyentes sobre la energia de emision se hacen mas
pronunciadas en la fluorescencia que en la fosforescencia. Es decir los procesos
de fluorescencia son mucho mas sensibles a las modificaciones en el anillo por

introducciéon de distintos sustituyentes. En general se puede afirmar que los



sustituyentes que actian como electrodonadores incrementan el rendimiento de

luminiscencia del sistema aromaéatico.

Los factores externos que modifican la fluorescencia pueden ser:

a)

La temperatura cuando estd aumentada la intensidad de la fluorescencia
disminuye, por que el aumento de la frecuencia de choques a temperatura
elevada mejora la probabilidad de desactivacion por conversion externa.

La viscosidad favorece la fluorescencia ya que permite que la molécula se mueva
menos, la probabilidad que se produzcan desactivaciones es menor.

El pH tiene sus efectos algunas veces favoreciendo el proceso y en otras
dificultdndolo. Asi mismo el fenol como el anisol presentan fluorescencia a pH 7
pero a pH 12, el fenol se convierte en un anién no fluorescente, mientras que el
anisol se mantiene sin cambios .De igual forma la anilina tiene fluorescencia en la
region visible a pH 7 y PH12, pero el catién pro tonado a PH 2 no es fluorescente.

Los solventes pueden modificar la intensidad y las longitudes de onda de
excitacion y de emision de la fluorescencia. La fluorescencia de un compuesto se
reduce por sustancia que contienen &tomos pesados u otros solutos con tales
atomos en sus estructuras. Los solventes que tienen sustituyentes moleculares
tales como los grupos Br, I, NO2, -N=N- son poco convenientes.

La concentracion afecta también, es mejor trabajar a bajas concentraciones .La
potencia o intensidad fluorescente es proporcional al nimero de moléculas en
estados excitados, el cual a su vez es proporcional a la apotencia o intensidad
radiante absorbida por la muestra. La fluorescencia responde también a la ley de
Lamberth-Beer siempre que las concentraciones sean muy diluidas, a mayores

concentraciones la relaciéon se hace lineal.

1.4 INSTRUMENTACION.-

La caracteristica fundamental de los instrumentos para mediciones fluorimétricas

reside en la incorporacién de dos selectores de radiaciones situados antes y después

de la cubeta porta muestras y dispuestos generalmente en angulo de 90°.



Es necesario distinguir entre un fluorémetro (de filtros) y un Espectrofluorimetro. El

primero emplea como selectores filtros y generalmente no dispone de registrador. El

espectrofluorimetro, ademés de tener incorporado un registrador, como selectores
emplea habitualmente redes de difracciéon. Un instrumento de fluorescencia consta
de los siguientes componentes:

1) Una fuente de radiacion continua muy intensa, habitualmente es una lampara de
arco de vapor de Xenén, emite espectro continuo entre 250 y 780 nm. En los
fluorémetros a filtro se emplea una lampara de vapor de mercurio.

2) Un selector que puede ser un filtro primario o0 monocromador de excitacion, los
tiltros son menos verséatiles que los monocromadores, pero su ventaja es que la
perdida de intensidad es menor.

3) Una cubeta portamuestras, las cubetas pueden ser de vidrio, siempre de caras
paralelas o de cuarzo.

4) Un filtro secundario o monocromador de emisién que selecciona la longitud de
onda de emision.

5) Un detector, que pueden ser fotocélulas o foto multiplicadores, a éste debe llegar
exclusivamente la intensidad de radiaciéon que ha producido la fluorescencia (el
mas usado es de tipo 90°).

6) Registrador, puede ser digital o analégico, mejor si es del tipo de registro grafico,
donde se pueden obtener los dos espectros uno de excitacion y otro de emision.
Para hacer el barrido espectral o la curva de calibracién es necesario fijar tanto
la longitud de onda de excitacién como de emisién.

1.5 APLICACIONES.-

La fluorimetria es una técnica en continuo desarrollo .Las caracteristicas de
selectividad y reproducibilidad que posee la fluorimetria la hacen indispensable en
muchos analisis de farmacos o sus metabolitos.

Se aplica en la determinacién de quinina, de aluminio, de vitaminas B1, B2 y B12.

La espectroscopia de fluorescencia ha tomado un papel mas importante en el analisis,

particularmente en la determinacién de contaminantes a nivel de trazas en el medio



ambiente, porque los compuestos usados en fluorescencia dan mayor sensibilidad
detecta cantidades en ppb, y mayor especificidad. Muchos fdrmacos o drogas tienen
eficiencias cuanticas bastante elevadas para la fluorescencia, por ejemplo la quinina y
la dietilamida del acido LSD. Carcinégenos como el benzopireno se determinan
fluorimétricamente con facilidad en andlisis de contaminacién del aire .medicamentos
como los salicilatos, las fenotiacinas, las vitaminas, las determinaciones fluorimétricas
de tiamina y riboflavina constituyen los ejemplos clasicos de la aplicaciéon de esta
técnica en el campo farmacéutico. Numerosos plaguicidas, 6rganos clorados se

determinan facilmente también por esta técnica.

Comparacion entre las tres técnicas de absorcion*®

UV-VIS FLUOROM. FOSFORIM.
SENSIBILIDAD + ++ 4
LINEALIDAD + ++ F++
SELECTIVIDAD +++ ++ ot
VERSATILIDAD +++ ++ +
PRESICION +++ ++ +
SENCILLEZ +++ ++ +

*Dra. Mercedes Morales Vaca M.Sc, ANALISIS POR INSTRUMENTACION APUNTES DE CATEDRA UMSA CARRERA DE
QUIMICA FARMACEUTICA, LA PAZ 2002.

2.- CONTROL DE CALIDAD.

Conjunto de métodos y actividades de caracter operativo que se utiliza para satisfacer
el cumplimiento de los requisitos de calidad establecidos en un contrato, norma,
sistema u otro similar.

Es el estudio de aquellas causas de variaciéon de los cuales es responsable el
laboratorio y de los procedimientos utilizados para identificar y minimizar dichas
variaciones incluyendo todos los errores que se producen en el laboratorio entre le
momento en que se recibe las muestras y la entrega de resultados. 1>

2.1 PROGRAMA DE GARANTIA DE CALIDAD:

El sistema de control disefiado para asegurar que los estudios, ensayos o andlisis se

llevan de acuerdo a los principios de las buenas practicas de laboratorio.




Esto se logra mediante el cumplimiento de los siguientes objetivos:
-Estandarizar los métodos analiticos.
-Lograr un funcionamiento comparable no solo entre analistas individuales dentro de
un mismo laboratorio sino también entre laboratorios que realizan el mismo tipo de
analisis. 1
2.2 PROCEDIMIENTOS NORMALIZADOS DE OPERACION
Los procedimientos normalizados de operacién, es una informacién sencilla, simple
queda a lector inducciones paso a paso de como realizar una determinada actividad
en el laboratorio.
Los PNO son documentos que describen minuciosamente la manera de realizar
ciertas operaciones de rutina o actividad en proceso de estudio. Estas pruebas de
ensayo deben seguirse con esmero para asegurar la calidad de los datos. Aprobados
por el director o jefe de laboratorio.
2.3 CONTROL INTERNO DE CALIDAD ANALITICA EN EL LABORATORIO
El control interno en el laboratorio representa la base para lograr resultados analiticos
exactos y por ende la comparabilidad de resultados en el laboratorio.
Etapas:

- Seleccién del método de anadlisis: sustancialmente libre de errores sistematicos

que incluye una descripcion clara y precisa del mismo.

- Comprobacion de la precision satisfactoria del método.
Elaboracién de un grafico de control que sirva como prueba continta de la precisiéon
y de la localizaciéon de alguna fuente de errores sistematicos.
2.4 ESTANDARIZACION.-
La estandarizacion es ajustar un método analitico a determinadas normas y formas.
En la metodologia empleada en el proceso de la estandarizacién se utiliza la norma
gufa ISO 5725 que fija las pautas para determinar la exactitud de un método de
ensayo y sus resultados, tomando como referencia la REPETIBILIDAD Y
REPRODUCIBILIDAD que permite calcular la precision y exactitud de un método. 4



15 Dra. Mercedes Morales Vaca M.Sc, ANALISIS POR INSTRUMENTACION GUIA DE PRACTICAS DE LABORATORIO UMSA
CARRERA DE QUIMICA FARMACEUTICA, LA PAZ 2002.
2.5 PRECISION ANALITICA.-
Representa el grado de concordancia entre medidas repetidas efectuadas sobre la
misma muestra en condiciones constantes y determinadas.
Su calidad se evalta estadisticamente mediante la desviacion estandar (SD) y
coeficiente de variaciéon (CV), permite detectar errores fortuitos es decir aquellos
errores producidos por diferentes causas y que afectan al valor analitico y son
dificiles de identificar.16
2.6 EXACTITUD ANALITICA.-
Concordancia de valor medido y valor verdadero en ausencia de todo error fortuito.
Es importante su evaluacion porque:
- Evalta el rendimiento del método.
- Evalta la capacidad del método para proporcionar o determinar resultados
proximos al valor verdadero.
- Permite detectar errores sistematicos.
3. DESCRIPCION DE LA POBLACION EN ESTUDIO
El presente trabajo se realiza en muestras de harina de trigo integral, harina de soya y
harina de platano.
El nimero de muestras fueron seis:

- harina de trigo fortificada tipo 000 marca FAMOSA procedencia Santa Cruz-

Bolivia

- harina de trigo tipo 000 marca FLORENCIA procedencia Argentina

- harina de trigo marca IRUPANA procedencia La Paz

- harina de soya marca IRUPANA procedencia La Paz

- harina de platano sin marca *

- harina de platano dulce sin marca, procedencia el Alto

4ESTANDARIZACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS EN EL LABORATORIO DE SALUD PUBLICA, Bogots, junio del
2002



http:/ /www .saludcapital.gov.co/secsalud /navleft/investigaciones/ articulos/ resumen13.doc
16 CURSO DE ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD EN LABORATORIOS DE ALIMENTOS, Responsable DBA- Senasag ,
Cochabamba junio 2003.

Las muestras fueron adquiridas al azar de diferentes puntos de venta de la ciudad de
La Paz.

*Con excepcién de la harina de platano, que se elaboré en el laboratorio de
Bromatologia.

4. DESCRIPCION DEL AMBITO DE ESTUDIO.-

El procesamiento y Andlisis de las muestras se realizaron en el laboratorio de
Bromatologia del INSTITUTO DE SERVICIOS DE LABORATORIO DE
DIAGNOSTICO E INVESTIGACION EN SALUD “SELADIS”.

V DISENO METODOLGICO.-

ESTANDARIZACION DE LOS 2
METODOS

'

RECOLECCION DE MUESTRAS

'

DETERMINACION CUANTITATIVA DE
LAS VITAMINAS :TIAMINA Y
RIBOFLAVINA

.

PROCESAMIENTO DE DATOS

.

INFORMACION FINAL

1. METODOS DE ANALISIS.-
1.1 DETERMINACION DE LA VITAMINA B; (TTAMINA)


http://www.saludcapital.gov.co/secsalud/navleft/investigaciones/articulos/resumen13.doc

Método Fluorométrico o del Tiocromo

FUNDAMENTO

El método se basa en la extracciéon de la tiamina presente en la muestra por
calentamiento en medio &cido, seguida de una oxidacién de ésta a tiocromo,
mediante una solucién alcalina de ferricianuro de potasio al 1 % dando el
producto una intensa fluorescencia azul y posterior mediciéon de la fluorescencia
del tiocromo formado.

Es el método mas especifico de los métodos empleados normalmente para la

determinacion de vitamina B1. 17,18
REACTIVOS.-

Todos los reactivos deben ser de grado analitico o de la mayor pureza posible
Clorhidrato de Tiamina (C12H;17Cl N4 OS. HC)

- Solucién stock 100 ug/ml.

Disolver en solucién al 20 % de metanol acidificado a pH 3.5-4.5 con HCl
concentrado.

- Solucion intermedia 10 ug/ml

Diluir con metanol al 20 % ajustado a pH 3.5-4.5

- Solucién de trabajo 0.2 ug/ml
Diluir la solucién con HCI 0.1 N. Antes de enrasar agregar 5 g de NaClL

- Cloruro de sodio

- Sulfato de sodio anhidro

- Isobutanol

- Acido clorhidrico concentrado
- Solucion de HCI 1N

- Soluciéon de HC1 0.1 N

- Solucion de NaOH al 15 %

- Solucién de ferricianuro de potasio al 1 % preparada en el momento de usar



17 Norma Chilena Nch de 1227 of .77 Instituto Nacional de Normalizacién.
18 A.O.A.C. oficial Methods of Analylis. 14 Edition - 1984
- Reactivo oxidante

Tomar 4 ml de la solucién de ferricianuro de potasio al 1 % y diluir a 100 ml con la
solucion de NaOH al 15 %.
- Solucién de metanol al 20 % ajustada a pH 3.5-4.5 con HCI concentrado
- Sulfato de quinina
Solucién stock de sulfato de quinina de 1 mg % en H2SO4 0.1 N
Solucién de trabajo de 4 ug %.
MATERIAL Y EQUIPOS
Balanza analitica
Fluorémetro con lampara de cuarzo- hal6geno con filtro de excitacion de 360 nm
y emisién 430 nm (fluorémetro SEQUIA - TURNER MODELO 450)
Bafio Maria
Centrifuga
Tubos con tapa rosca de 30 ml
Matraz aforado de 25 ml
Tubos de centrifuga
Papel filtro
Material usual de laboratorio
Cronémetro
PROCEDIMIENTO
a) Preparacion de la muestra
- Pesar 0,75 gramos de muestra previamente homogenizada en un tubo de 30
ml con tapa rosca, agregar 1.25 g de NaCl y mezclar
- Agregar 17.5 ml de la solucién de HCI 0.1 N agitando vigorosamente.
- Colocar el tubo en un bafio de agua hirviente durante 30 minutos,
agitando cada 10 a 15 minutos.

- Enfriar y diluir en un matraz aforado de 25 ml con solucién de HCI 0.1 N.



Centrifugar a 1500rpm por 5minutos hasta que el liquido sobrenadante

esté claro y filtrarlo a través de papel filtro, descartando los primeros 1 a 2

ml del filtrado.

b) Preparacion del estandar

Curva de calibracion

A partir de las siguientes soluciones de trabajo 0.05,0.1, 0.2, 0.3y 0.4 ug/ml.

Tomar en duplicado alicuotas de 5 ml de cada solucién estandar, para asi obtener

las siguientes concentraciones 0.25 ug/5ml, 0.5 ug/5ml ,1 ug/5ml ,1.5 ug/5ml ,2

ug/5ml

Obtenido de la solucién de trabajo de 0.2 ug/ml, alternativa de rutina, en

reemplazo de la curva de calibracion.

c) Oxidacién de tiamina a tiocromo

Efectuar los ensayos en duplicado. El ensayo debe realizarse al abrigo A
cada uno de dos tubos agregar 5 ml de la solucién de la muestra y de los
respectivos estandares de la curva de calibracion.

A la primera serie de tubos (muestra y estandares) agregar 3 ml del reactivo
oxidante agitando vigorosamente.

A la segunda serie de tubos (blanco de la muestra y de los estandares)
agregar en reemplazo del reactivo oxidante 3 ml de la solucién de NaOH al
15 % y agitar vigorosamente.

A todos los tubos agregar 15 ml de isobutanol. Agitar durante 2 minutos
agregar unos 0.05 g de sulfato de sodio anhidro para eliminar el resto de
agua y los, hasta obtener un extracto sobrenadante claro.

De cada tubo extraer la parte superior o fase isobultandlica . La parte

acuosa inferior es la mezcla de alcali y agua se debe eliminarla.

Medicién de la fluorescencia del Tiocromo

Medir la fluorescencia del extracto isobutanélico de la muestra con NaOH

al 15 % (blanco). Registrar lectura ,llevar a 0



- Medir la fluorescencia del extracto isobutandlico de la muestra con reactivo
oxidante. Registrar lectura (a).

- Medir la fluorescencia del extracto isobutandlico del o los estdndares con
Na OH al 15 % (blancos). Registrar lectura , llevar a 0

- Medir la fluorescencia del extracto isobutandlico del o los estdndares con

reactivo oxidante. Registrar lectura. (b).

CALCULOS
Utilizando la curva de calibracion
- Graficar la curva o hacer el célculo de regresion lineal. Interpolar los valores de
la muestra y asi obtener la concentracion de la muestra en ug de tiamina / 5 ml
(A).
T: Ax20
M
T : concentracién de tiamina en mg/kg
A: concentracién de tiamina en ug/5 ml obtenido de la curva

m: peso de la muestra

Utilizando un solo estandar

T x lug x
5

3 8

=a
b

T: concentracion de tiamina en mg/kg
a: fluorescencia de la muestra

b: fluorescencia del estandar

m: peso de la muestra

lug: concentracion del estandar / 5 ml



1.2 DETERMINACION DE RIBOFLAVINA

Método Fluorométrico

FUNDAMENTO

El método se basa en la extraccion de la riboflavina presente en la muestra por
calentamiento en medio acido y posterior medicion de la fluorescencia verdosa

propia de la riboflavina en un fluoré metro. 17,18

REACTIVOS
Todos los reactivos deben ser de grado analitico o de la mayor pureza posible.

1. Riboflavina estandar (C17H20N1Oy7).
2. Solucién stock de riboflavina de 100 ug/ml

Disolver con la solucion de acido acético 0.02 N.

3. Soluciéon N°1 de riboflavina de 10 ug/ml
Guardar a una temperatura aproximada de 10 °C.

4. Soluciéon N° 2 de riboflavina de 1 ug/ml

5. Acido acético glacial

6. Solucion de acido acético 0.02 N

7. Solucién de H2Oz al 3 %

8. Solucién de KMnOs al 4 %

9. Soluciéon de NaOH 1 N

10. Solucion de HC1 0.1 N

11. Fluoresceina : fluorescein-5-isothiocyanat (FITC I)
Solucioén stock de fluoresceina de 2 mg %

Solucién de trabajo de fluoresceina 0.2 ug/ml

MATERIAL Y EQUIPOS
Balanza Analitica
Fluorémetro con lampara de cuarzo- halégeno con filtro de excitacion de 440 nm

y emisién 535 nm (fluorémetro SEQUIA - TURNER MODELO 450)



Centrifuga

Frascos &mbar

Matraz aforado de 100 ml &mbar

Peachimetro

Papel filtro libre de impurezas

Bafio de agua

Tubos de centrifuga de 10 ml

Cronémetro

PROCEDIMIENTO

Preparacién de la muestra

a.

Pesar exactamente 4 g de muestra previamente homogenizada y colocarla en
un frasco ambar de plastico de 100 a 200 ml.

Agregar 35 ml de la soluciéon de HCI 0.1 N y agitar. Colocar en bafio de agua
hirviente por una hora, agitando cada 10 a 15 minutos.

Enfriar y agitar la mezcla hasta que las particulas estén dispersas

homogéneamente.

. Ajustar el pH a 6.0-6.5 con soluciéon de NaOH 1 N agitando fuertemente y

agregar inmediatamente la solucion de HCl 0.1 N hasta pH 4.5

Transferir a un matraz aforado &mbar de 50 ml y enrasar con agua destilada.
Centrifugar, filtrar y asi obtener la solucion de la muestra.

Tomar alicuotas del filtrado claro y verificar la disolucién de proteinas
agregando gotas de soluciéon de HC1 0.1 N

Si precipita, ésta es la soluciéon de muestra que se usa para la determinacion
fluorométrica.

Si no precipita se hace necesario iniciar nuevamente el andlisis, pero con el
doble de muestra, y en la etapa en que no se precipita con HCl diluido se debe
hacer lo siguiente: sacar 50 ml de la solucién, ajustar nuevamente a pH 6.0-6.5
con soluciéon de NaOH 1 N agitando fuertemente y luego con HCI 0.1 N hasta
pH 4.5 y enrasar a 100 ml con agua destilada.



Determinacion

a. Tomar 2 tubos de ensayo y agregar 5 ml la solucién de muestra a cada uno.

b. Agregar 0.5 ml de la solucién N° 2 de riboflavina a uno de los tubos y mezclar.

c. Al otro tubo agregar 0.5 ml de agua y mezclar.

d. A cada uno de los tubos agregar 0.5 ml de acido acético glacial, mezclar y
afadir agitando 0,25 ml de la soluciéon de KMnOs al 4 %. Dejar reposar 2
minutos.

Nota: la cantidad de KMnOq debe ser aumentada para muestras que tengan exceso de
materia oxidable.

e. Agregar a cada tubo 0,25 ml de la solucion de HO; al 3 % y agitar. El color del

KMnOy deberé desaparecer en 10 segundos.

Medicién de la fluorescencia de la riboflavina

a. Medir la fluorescencia de la soluciéon de la muestra que contiene 0.5 ml de
solucién N° 2 de riboflavina. Registrar lectura X.
b. Medir la fluorescencia de la solucién de la muestra que contiene 0.5 ml de
agua. Registrar B.
CALCULOS
Validos cuando no es necesario aumentar la cantidad de muestra
R=B) x05x50
X-B) 5 CM
R = concentracién de riboflavina en mg/kg
B = fluorescencia de la muestra
X = fluorescencia de la muestra + estindar N° 2

CM = peso de la muestra



VI.- RESULTADOS
GRAFICO No 1
RESULTADOS OBTENIDOS DE LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE TIAMINA EN 6 MUESTRAS DE HARINAS
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En el grafico No 1 se observa que la harina de trigo “FLORENCIA” tiene 6.1 mg/Kg
de tiamina que constituye la mayor concentracién en relacién a las otras muestras.

GRAFICO No 2
RESULTADOS OBTENIDOS DE LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE RIBOFLAVINA EN 6 MUESTRAS DE HARINAS
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En el grafico No2 se observa que la harina de platano tiene 8.2 mg/Kg de Riboflavina

que constituye la mayor concentracion en relacién a las otras muestras.

CUADRO Nol.-

COMPARACION DE RESULTADOS OBTENIDOS DE LA CONCENTRACION
DE TIAMINA EN 6 MUESTRAS DE HARINAS CON DATOS DE REFERENCIA

No MUESTRA VALORES VALOR DE
OBTENIDOS | REFERENCIA
mg/Kg mg/Kg

1.- Harina de trigo 4.15 4.4*
Fortificada
“FAMOSA”

2.- Harina de trigo 6.1 6.3*

“FLORENCIA”

3.- Harina de trigo 3.47 2.0 **
“Irupana”

4.- Harina de Soya 3.43 3.9**
“ IRUPANA”

5.-
Harina de 0.72 0.5%**
platano




6.- Harina de 0.82 0.6%**
platano dulce

Se observa que todos los resultados obtenidos son aceptables y se demuestra que

existe relacion con los datos de referencia.

CUADRO No2.-

COMPARACION DE RESULTADOS OBTENIDOS DE LA CONCENTRACION
DE RIBOFLAVINA EN 6 MUESTRAS DE HARINAS CON DATOS DE
REFERENCIA

VALORES VALOR DE

No MUESTRA OBTENIDOS | REFERENCIA
mg/Kg mg /Kg
Harina de trigo
1.- Fortificada 24 2.6*
“FAMOSA”
Harina de trigo .
2'- ”FLORENCIA” 1.07 1.3
3. E—Iarma dS trigo 1.59 3.3 #**
[rupana
Harina de Soya
4- “ IRUPANA” 269 2.7

5.- Harina de platano 8.2 1.5%**




dulce

Harina de platano

6.6 2.4%**

Se observa que todos los datos obtenidos en las muestras analizadas son aceptables y

pero en las dos tltimas muestras no existe relacion con los datos de referencia.

* Valor declarado en la etiqueta del producto.

**19(TABLA DE COMPOSICION DE ALIMENTOS BOLIVIANOS, Ministerio de prevision social y salud publica, divisién

nacional de nutricién La Paz Bolivia, tercera edicion 1984.)

***4TABLA BOLIVIANA DE COMPOSICION DE ALIMENTOS Ministerio de Salud y Deportes Serie DOCUMENTOS

TECNICOS, La paz- Bolivia noviembre 2005 ,4ta Edicion agosto 2005.

CUADRO No3

CURVA DE CALIBRACION PARA TIAMINA

SPAN 40
X (ug/ml) Y (fluorescencia)
0.05 26
0.1 51
0.2 100
0.3 150
0.4 199

r =0.996; b=493.02; a = 1.66
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En el grafico No 3, Para la estandarizaciéon de la técnica se procedié con pruebas
preliminares, para obtener resultados 6ptimos que nos permitan ver la relacién entre
concentraciéon y lectura y poder demostrar que el procedimiento es adecuado. Se
pudo ver que la curva de calibracion tiene linealidad y relacién proporcional entre
concentraciones y lecturas.

LINEALIDAD.- Se analizé en patrén estandar que es clorhidrato de tiamina en las
siguientes concentraciones 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ug/ml, se procedi6 a la oxidaciéon a
tiocromo para su posterior lectura. La prueba se realizo 5 veces, los resultados
obtenidos se procesaron segin el método estadistico de regresién lineal, con un
coeficiente de correlaciéon r =0.996, a=1.66 y b= 493.02 determinando linealidad y
proporcionalidad.

ESPECIFICIDAD DEL METODO. -

Este método es especifico para la determinacién de vitamina Bl (tiamina) porque
extrae la tiamina clorhidrato que solo este componente es oxidado a tiocromo, no

habiendo otro componente que se oxide.

CUADRO No 4
CUADRO DE CONTROL DE EXACTITUD Y PRECISION

LABORATORIO: BROMATOLOGIA -SELADIS

PRUEBA: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE TIAMINA
METODO: FLUOROMETRICO

MUESTRA: HARINA DE TRIGO MARCA “FAMOSA”
PROCEDENCIA: Santa Cruz -Bolivia

% DE % DE
DESVIACION |EXACTITUD
VALOR VALOR DEL VALOR
DiA TEORICO HALLADO TEORICO
1 4.4 4,5 -2.27 102.27




2 4.4 4,1 6.818 93.182
3 4.4 4,4 0 100
4 4.4 4,6 -4.545 104.545
5 4.4 4,4 0 100
6 4.4 4,1 6.818 93.182
7 4.4 4,2 4.545 95.455
8 4.4 4,3 2.27 97.73
9 4.4 4 9.09 90.91
10 44 3,9 11.36 88.64
PROMEDIO 4.4 4.29 2.5 97.5

PROMEDIO 4.29

DESVIACION ESTANDAR 0.2

C.V. 4.73 %

LIMITE SUPERIOR 4.69

LIMITE INFERIOR 3.88

CONFIABILIDAD 95.27 %

GRAFICO No4

RESULTADOS OBTENIDOS EN 10 REPETICIONES DE LA DETERMINACION
DE LA CONCENTRACION DE TIAMINA EN HARINA DE TRIGO MARCA
“FAMOSA”
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EXACTITUD.-

El analisis comprendi6 10 repeticiones, durante 10 dias consecutivos obteniéndose un
promedio de 4.15 mg/Kg que corresponde un porcentaje de exactitud de 94.3%.
PRECISION.-

La precision es la concordancia de valores medidos en torno a una zona definida y
efectuada sobre una misma muestra en condiciones constantes y determinadas.

Es un criterio estadistico se expresa en desviacién estandar y coeficiente de variacion.
Este ensayo se determino mediante ensayos de reproducibilidad y repetibilidad .El
andlisis se realiz6 en una muestra de harina de trigo durante 10 dias, en la cual se
obtuvo un promedio de 4.15 mg/Kg. Todos lo datos son aceptables ya que se
encuentran dentro del limite superior y del limite inferior, resultando con un indice
de confiabilidad de 95.27 % y un rango de variacién de 4.73%, que nos indica que
existe errores sistematicos bdasicamente condicionados por factores intrinseco
(inestabilidad del analito en estudio) por factores extrinsecos (Luz) que resultan

factores no controlables.

CUADRO No 5



RESULTADOS OBTENIDOS DE LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE TIAMINA EN HARINA DE TRIGO MARCA

“IRUPANA”
(INDUSTRIA BOLIVIANA)
DIA mg/Kg
1 3,78
2 3,4
3 3,39
4 3,82
5 3,6
6 2,87
PROMEDIO 3,48
DESVIACION ESTANDAR 0,35
[eAY 10,02 %
LIMITE SUPERIOR 417
LIMITE INFERIOR 2,78
CONFIABILIDAD 89,98 %

GRAFICO No5

RESULTADOS OBTENIDOS EN 6 REPETICIONES DE LA DETERMINACION
DE LA CONCENTRACION DE TIAMINA EN HARINA DE TRIGO MARCA
“IRUPANA”
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Segun los datos obtenidos podemos indicar que la muestra de harina de trigo de
marca “IRUPANA “tiene 3,48 mg/Kg.

PRECISION.-

Este ensayo se determino mediante ensayos de reproducibilidad y repetibilidad Se
realizo el analisis de la muestra harina de trigo “IRUPANA”, durante 6 djias,
consecutivos en la cual se obtuvo un promedio de 3.48 mg/Kg. Todos lo datos son
aceptables ya que se encuentran dentro del limite superior y del limite inferior ,
resultando con un indice de confiabilidad de 90 % y un rango de variaciéon de 10%
lo cual nos indica que nos indica que existe errores sistematicos béasicamente
condicionados por factores intrinsecos ( inestabilidad del analito en estudio) por

factores extrinsecos ( Luz).

CUADRO No 6

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE TIAMINA EN HARINA DE SOYA MARCA
“IRUPANA”
(INDUSTRIA BOLIVIANA)

=A
>

Mg/kg
3,8

3,6
3,5
3,3
3,5

Q=W




6 3,3
7 3,4
8 2,9
9 3,6
10 3

PROMEDIO 3,43

DESVIACION ESTANDAR 0,25

CV 7.43 %

LIMITE SUPERIOR 3,94

LIMITE INFERIOR 2,92

CONFIABILIDAD 92,57 %

GRAFICO No 6

RESULTADOS OBTENIDOS EN 10 REPETICIONES DE LA DETERMINACION
DE LA CONCENTRACION DE TIAMINA EN HARINA DE SOYA MARCA
“IRUPANA”
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Segan los datos obtenidos podemos indicar que la muestra de harina de soya de
marca “IRUPANA “tiene 3,43 mg/Kg.

PRECISION.-

Este ensayo se determino mediante ensayos de reproducibilidad y repetibilidad Se
realizo el andlisis de la muestra harina de soya “IRUPANA” durante 10 dias,
consecutivos en la cual se obtuvo un promedio de 3.43 mg/Kg. Todos lo datos son
aceptables con excepciéon de dato 8 que se encuentra fuera del limite inferior,
resultando con un indice de confiabilidad de 92.57 % y un rango de variaciéon de
7.43%, que nos indica que existe errores sistematicos basicamente condicionados por
factores intrinsecos (inestabilidad del analito en estudio) por factores extrinsecos

(Luz) que resultan factores no controlables.

CUADRO 7

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE TIAMINA EN HARINA DE HARINA DE TRIGO
MARCA “FLORENCIA”



TIPO DE 1ra prueba 2ra prueba 3ra prueba Promedio
HARINA mg/kg
HARINA DE 6.0 5.8 6.5 6.1
TRIGO
“FLORENCIA”

En el cuadro 7 se observa el nimero de pruebas realizadas para la muestra de harina
de trigo marca “FLORENCIA”, se realiz6 tres pruebas obteniéndose un promedio de

6,1 mg/Kg,

CUADRO 8

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE TIAMINA EN HARINA DE PLATANO S/M Y DE

PLATANO DULCE S/M
TIPO DE Ira prueba 2ra prueba 3ra prueba Promedio
HARINA mg/kg
HARINA DE 0.7 0.78 0.68 0.72
PLATANO
HARINA DE 0.9 0.7 0.86 0.82
PLATANO
DULCE

En el cuadro 7 se observa el nimero de pruebas realizadas para cada muestra, para la
harina de platano se realiz6 tres pruebas obteniéndose un promedio de 0,72 mg/Kg,
para la harina de platano dulce se realiz6 tres pruebas, obteniéndose un promedio de

0.82 mg/Kg.

CUADRO No 9
CUADRO DE CONTROL DE EXACTITUD Y PRECISION

LABORATORIO: BROMATOLOGIA -SELADIS
PRUEBA: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE RIBOFLAVINA



METODO: FLUOROMETRICO
MUESTRA: HARINA DE TRIGO MARCA “FLORENCIA”
PROCEDENCIA : BUENOS AIRES- ARGENTINA

VALOR % DE % DE
TEORICO DESVIACION | EXACTITUD
) Mg/Kg VALOR DEL VALOR
DIA HALLADO Mg/Kg | TEORICO

1 1.3 1,22 6.5 93.5
2 1.3 1,09 16.15 83.85
3 1.3 1,25 3.85 96.15
4 1.3 1.08 16.92 83.08
5 1.3 1,1 15.38 84.62
6 1.3 1,02 21.54 78.46
7 1.3 1,03 20.77 79.23
8 1.3 1,08 16.92 83.08
9 1.3 0,98 24.62 75.38
10 1.3 0,94 27.69 72.31

PROMEDIO 1.3 1.09 16.15 83.85

PROMEDIO 1,09

DESVIACION ESTANDAR 0,09

C.V. 8,12 %

LIMITE SUPERIOR 1,27

LIMITE INFERIOR 0,92

CONFIABILIDAD 91,88 %

GRAFICO No 7

RESULTADOS OBTENIDOS EN 10 REPETICIONES DE LA DETERMINACION
DE LA CONCENTRACION DE RIBOFLAVINA EN HARINA DE TRIGO
MARCA “FLORENCIA”
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EXACTITUD.-

Se realiz¢ el andlisis de la muestra harina de trigo “FLORENCIA” que comprendi6
10 repeticiones , durante 10 dias consecutivos en la cual se obtuvo un promedio de
1.09 mg/Kg obteniendo un porcentaje de exactitud de 83.85%.

PRECISION.-

Es un criterio estadistico se expresa en desviacion estandar y coeficiente de variacion.
Este ensayo se determino mediante ensayos de reproducibilidad y repetibilidad Se
realiz6 el andlisis de la muestra harina de trigo marca “FLORENCIA” durante 10
dias, consecutivos en la cual se obtuvo un promedio de 1.09 mg/Kg. Todos lo datos
son aceptables ya que se encuentran dentro del limite superior y del limite inferior ,
resultando con un indice de confiabilidad de 92 % y un rango de variacion de 8% ,
que nos indica que existe errores sistematicos basicamente condicionados por factores

intrinsecos (inestabilidad del analito en estudio) por factores extrinsecos ( Luz).

ESPECIFICIDAD DEL METODO.-

El método se basa en la extraccion de la riboflavina presente en la muestra por

calentamiento en medio acido y posterior mediciéon de la fluorescencia verdosa



propia de la riboflavina en un fluoré metro. Es el mas especifico de los métodos
empleados para esta determinacion, por la fluorescencia propia o caracteristica de la

riboflavina.

CUADRO No 10

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE RIBOFLAVINA EN HARINA DE TRIGO MARCA

“IRUPANA”
(INDUSTRIA BOLIVIANA)
DIA Mg/Kg

1 1,2

2 1,8

3 1,4

4 1,6

5 1,7

6 1,65
PROMEDIO 1,56
DESVIACION ESTANDART 0,22
CV 14,12 %
LIMITE SUPERIOR 2,00
LIMITE INFERIOR 1,12
CONFIABILIDAD 85,88 %

GRAFICO No8
RESULTADOS OBTENIDOS EN 6 REPETICIONES DE LA DETERMINACION
DE LA CONCENTRACION DE RIBOFLAVINA EN HARINA DE TRIGO
MARCA “IRUPANA”
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Segan los datos obtenidos podemos indicar que la muestra de harina de trigo de
marca “IRUPANA “tiene 1.56 mg/Kg.

PRECISION.-

Este ensayo se determiné mediante ensayos de reproducibilidad y repetibilidad Se
realizd el andlisis de la muestra harina de trigo “IRUPANA” durante 6 dias,
consecutivos en la cual se obtuvo un promedio de 1.56 mg/Kg. Todos lo datos son
aceptables ya que se encuentran dentro del limite superior y del limite inferior ,
resultando con un indice de confiabilidad de 86 % y un rango de variacion de 14%,
que nos indica que existe errores sistematicos basicamente condicionados por factores
intrinsecos ( inestabilidad del analito en estudio) por factores extrinsecos ( Luz) que

resultan factores no controlables.

CUADRO No 11

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE RIBOFLAVINA EN HARINA DE SOYA MARCA
“IRUPANA”

(INDUSTRIA BOLIVIANA)



DIA Mg/kg

1 24
2 2.8
3 2,7
4 29
5 2,5
6 27
7 29
8 2,6
9 2,7
10 2,9

PROMEDIO 2,69

DESVIACION ESTANDAR 0,17

CV 6,29 %

LIMITE SUPERIOR 3,03

LIMITE INFERIOR 235

CONFIABILIDAD 93,7 %

GRAFICO No9

RESULTADOS OBTENIDOS EN 10 REPETICIONES DE LA DETERMINACION
DE LA CONCENTRACION DE RIBOFLAVINA EN HARINA DE SOYA
MARCA “IRUPANA”
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El analisis comprendi6 10 repeticiones, durante 10 dias consecutivos obteniéndose un
promedio de 2.69 mg/Kg.

PRECISION.-

Este ensayo se determiné mediante ensayos de reproducibilidad y repetibilidad Se
realiz6 el andlisis de la muestra harina soya “IRUPANA” durante 10 dias,
consecutivos en la cual se obtuvo un promedio de 2.69 mg/Kg. Todos lo datos son
aceptables ya que se encuentran dentro del limite superior y del limite inferior,
resultando con un indice de confiabilidad de 93.7 % y un rango de variacion de
6.29%, que nos indica que existe errores sistemdticos basicamente condicionados por
factores intrinsecos (inestabilidad del analito en estudio) por factores extrinsecos

(Luz).

CUADRO 12

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE RIBOFLAVINA EN HARINA DE TRIGO MARCA
“FAMOSA”



TIPO DE 1ra prueba 2ra prueba 3ra prueba Promedio
HARINA mg/kg
HARINA DE 21 2.8 23 24
TRIGO
“FAMOSA”

En el cuadro 12 se observa el nimero de pruebas realizadas para la muestra de harina

de trigo marca “FAMOSA”, se realiz6 tres pruebas obteniéndose un promedio de 2,4
mg/Kg,
CUADRO 13

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE RIBOFLAVINA EN HARINAS DE PLATANO S/MY

DE PLATANO DULCE S/M
TIPO DE 1ra prueba 2ra prueba 3ra prueba Promedio
HARINA mg/kg
HARINA DE 8.2 8.0 8.5 8.2
PLATANO
HARINA DE 7.0 6.5 6.3 6.6
PLATANO
DULCE

En el cuadro 13 se observa el nimero de pruebas realizadas para cada muestra, para
la harina de platano se realiz6 tres pruebas obteniéndose un promedio de 8,2 mg/Kg,
para la harina de platano dulce se realiz6 tres pruebas, obteniéndose un promedio de

6.6 mg/Kg.

VII CONCLUSIONES.-
Después de haber realizado el presente trabajo se ha llegado a las siguientes

conclusiones:



1.- Por la importancia que tienen las vitaminas en el funcionamiento de nuestro
organismo, se debe contar con métodos de analisis confiables, sensibles, precisos,
sencillos y de bajo costo para su determinacion.

2.- En busca del proceso de mejoramiento contintio de los procedimientos analiticos y
cumpliendo con los requisitos del programa de control de calidad analitica, para que
un método analitico sea aplicado en un laboratorio debe cumplir con ciertos
requisitos que indica, realizar un control interno de calidad analitica en el
laboratorio. Cumpliendo con estos, se estandarizé dos métodos analiticos para la
determinacién cuantitativa de tiamina (vitamina B1) y riboflavina (vitamina B2) en
harinas de trigo, soya y platano.

3.- Los resultados de la estandarizacion del método fluorométrico para la
determinacién de vitamina B1 (tiamina), para lo cual se realizaron varias repeticiones
para cada muestra, para cumplir los pardmetros de exactitud y precision que son
parametros importantes para la confiabilidad del método y de los resultados, los
cuales son aceptables, en las muestras analizadas de harina de trigo, de soya y de
platano. Detallado en los cuadros 4 a 8 y graficos 4 a 6. En esta técnica analitica, se
determiné que existe linealidad, exactitud, precision y especificidad del método de
acuerdo a las consideraciones técnicas que se tiene para cada parametro. Se consideré
las caracteristicas propias de esta vitamina que nos indica que existen errores
sistemdticos bédsicamente condicionados por factores intrinsecos (inestabilidad del
analito en estudio) por factores extrinsecos (Luz).Que hacen que los valores obtenidos
tengan un coeficiente de variacién un poco alta.

4.- Los resultados de la estandarizacion del método fluorométrico para la
determinacién de riboflavina (vitamina B2) son aceptables, en las muestras analizadas
de harina de trigo, de soya y platano. Los resultados demostraron que existe
linealidad, exactitud, precisiéon de acuerdo a las consideraciones que se tiene para
cada parametro. Detallado en los cuadros 9 a 13 y gréficos 7 a 9). Por las
caracteristicas propias de esta vitamina se observa que existen errores sistematicos

basicamente condicionados por factores intrinsecos (inestabilidad del analito en



estudio) por factores extrinsecos (Luz).Que hacen que los valores de coeficiente de
variacion sea mayor a 5 %.Ademas que para la muestra de harina de platano se tuvo
problemas en cuanto a la extracciéon por la presencia del alto contenido de almidén el
cual fue extraido con solventes organicos.

5.- Se hizo la comparacién de los datos obtenidos para tiamina y riboflavina con los
de referencia (cuadro Nol y cuadro No2) lo cual demuestra aceptabilidad y
confiabilidad del método de analisis, demostrando que es altamente sensible y
adecuado para la determinacion de estas dos vitaminas por las caracteristicas propias
que estas presentan y porque son los métodos mas especificos para su determinacion
y cuantificacion.

6.- Los valores obtenidos del andlisis, realizado de las diferentes muestras de harinas
en estudio servirdn de referencia para el laboratorio para posteriores muestras.

7.- Se observ6 que la harina de soya en el departamento de La Paz no cuenta con un
etiquetado que indique la cantidad y composicién de los componentes que constituye

dicho alimento.

VIIL- RECOMENDACIONES.-
1.- Para que un método de ensayo tenga validez reconocida es preciso que se evalué

estadisticamente y se determine la precisiéon (repetibilidad, reproducibilidad) y



exactitud para asegurar que los resultados finales sean los suficientemente confiables
y adecuados.

2.- Se recomienda proseguir con el estudio del proceso de estandarizacién para
tiamina y riboflavina en otros productos para asi tener mayor cobertura sobre otros
tipos de alimentos.

3.- Se debe tener mucho cuidado en la determinacién de tiamina y riboflavina ya que
son componentes muy sensibles a la luz siempre realizar el andlisis al abrigo de la luz.
Ya que se puede llegar a perder cantidades significativas de estas vitaminas, que

alteren los resultados obtenidos.
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INSTITUTO SELADIS
LABORATORIO DE BROMATOLOGIA
MANE]JO DEL FLUOROMETRO SEQUIOA TURNER MODELO 450

1) Encender el fluoré metro y dejar que se estabilice durante 20- 30 minutos.



2) empezar con un valor de GAIN (ganancia) de 200.
3) utilizar los filtros de la siguiente manera:

Excitacion: 360 nm (ranura del lado izquierdo)

Emisién: 450 nm (ranura frontal)
4) Correr todo el SPAN HACIA LA DERECHA.
5) Ajustar la lectura a cero con la perilla ZERO.
6) Colocar el blanco de la sustancia calibradora ajustar el valor leido a cero utilizando
la perilla ZERO.
7) colocar la sustancia calibradora ejemplo en el caso de tiamina es el sulfato de
quinina, en caso de la riboflavina es la fluoresceina) en el porta celda y cerrar la tapa.
8) Ajustar el valor leido a 40 por medio de la perilla SPAN (si no se puede alcanzar
este valor, ajustar la ganancia y volver a realizar la calibracion desde el paso 4).
9) Debe dar la lectura blanco cero y al sustancia calibradora 40 u otro valor deseado
pero la lectura debe ser constante.
10) Una vez calibrado el equipo sacar la cubeta e introducir la cubeta del blanco de la
muestra y ajustar a cero con la perilla ZERO, proceder a leer las muestras y registrar
las lecturas.
11) Sacar los filtros, guardarlos adecuadamente, apagar el equipo y desenchufar y

cubrirlo con su cobertor correspondiente.

DESCRIPCION DEL PROCESO BASICO DE ELABORACION DE HARINA DE
PLATANO
La harina de platano es un producto importante de considerar para ser

industrializado.



Materia prima.- Los platanos verdes se adquirieron del mercado de alto tejar de la
ciudad de La Paz proveniente de los Yungas en estado de maduracion grado 1
(verde) y calidad externa de consumo aceptable.

Obtencién de la harina deshidratada en una estufa.- Seguidamente se presenta una
descripcién del procedimiento bésico para obtenerla.

1.- Seleccionar los més adecuados que no estén dafiados, maltratados

2.- Pelado.-El pelado se realiza en forma manual.

3.- Cortarlos con cuchillo o maquinas troceadotas para obtener trozos mas pequenos
que pueden ser en forma de cubos o rodajas. Este paso es necesario para aligerar el
proceso de secado.

4.- Inmersion Esta inmersion en solucién de acido citrico al 0,15 % por 30 minutos se
hace con el fin de evitar para evitar el pardeamiento enzimético (oxidacién) del
platano y los posteriores cambios de color no deseados que se podrian dar.
Escurrirlos en una coladera y ponerlos sobre papel estafiado y colocarlos a la estufa

6. Tratamiento térmico: Este tratamiento se hace con el fin de extraer humedad. La
deshidratacion se lleva a cabo en una estufa a una temperatura de 30 -45° C. por2a 3
dias, también se puede hacer secar con el calor del sol sin la exposicién directa al sol.
6.- Molienda: Se puede utilizar un molino de martillos, por el cual se pasan los trozos
de producto seco para ser finamente divididos hasta particulas pequenas,
formandose asf la harina.

6. Cernido: La harina que se obtiene tiene diferentes tamafios de particula y particulas
extrafas, por lo que la totalidad del producto se debe hacer pasar por un tamiz para
obtener las diferentes fracciones por separado. De esta forma se llega a obtener un
producto mas fino.

7. Empaque: Una vez lista la harina se puede empacar en bolsas, preferiblemente de
polipropileno o celofan.

8. Almacenamiento: Una vez listas las bolsas, se sellan debidamente para evitar que
entre humedad del medio al producto y también que se vaya a contaminar con

insectos o materias extranas.



PROCESAMENTO DE LA HARINA DE PLATANO
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PORCENTAJE DE OBTENCION DE HARINA EN RELACION A LA CASCARA
Y PRODUCTO FINAL:

Platano:



Peso de un platano entero mas cascara = 232.59 g

Peso de un platano pelado = 140.94g

Peso de la cascara de un platano = 232.59-140.94 = 91.65 g
Peso de un platano transformado en harina =59.52¢g

Rendimiento para la obtenciéon de un 1 kg de harina de platano se necesita 16.8
platanos.

PREPARACION DE REACTIVOS:

DETERMINACION DE TTAMINA



- Hidréxido de Sodio Na OH al 15%

15 g--mmmmmmmme- 100ml
G ———— 50ml
x=7,5 g OHNa.

- Acido clorhidrico HC1 0.1 N para 1000 ml a partir de HCI al 37%, densidad 1.19

Fa= Eq-N PM *N*vol
1000 1000

Fa= 36.5*0.1 N= 3.65*10 g/ml *1000 = 3.65g HCl(p)

1000
37 g HCl —-ormmemeeee 100 g HCI comercial

CXR & (@ RE— X

X =9.865 g HCl

V=m= 09.865g= 829 mlHCI (puro)
d  1.19g/ml

- Sulfato de quinina

1mg------100 ml
X wmmmmmee 10 ml
X=0.1mg

- Acido sulfarico H2504 0.1 N a partir de H2504 comercial al 98%, densidad 1.84

Fa= 0.1*98/2=4,9*103g/ml

1000
49*103 ----mmmm- 1ml
Xrmmmmmmmmem 1000 ML
X=49¢
98g H2504-------- 100 H2504 comercial
49 g - X
X=bg



DETERMINACION DE RIBOFLAVINA
- Acido acético 0.02N 100ml a partir de 99.5 %, densidad=1.049

Fa = 60*0.02N*100= 0.12 g

1000
SIe) A— 100 g
1 o — X
X=0.1206

V=m 0.1206=0.1149 ml
D 1.049
- Solucién de peroxido de hidrégeno H202 al 3%, concentracién comercial al 30 %

||/ p— 100ml
L/ J— X
X=10 ml

- OHNa 1 N 100ml , PM= 39.9=40

Fa = 40*1N*100ml = 4g
1000

- Solucién de fluoresceina: fluorescein-5-isothiocyanat (FITC I)

- Solucion Stock 2mg%

- Solucién de trabajo 0.2 ug/ml
Tomar 1ml de la solucién stock y disolver a 100 ml con agua destilada



1t ICM

ELABORACION DE LA HARINA DE PLATANO



1.-En primer lugar, se cortan los dos extremos de la banana.
2.- Se aplica un corte por una de las aristas, empezando por un extremo
3.- Se introduce un dedo en el corte y se va abriéndolo a lo largo de la banana.

TRATAMIENTO TERMICO DE LAS RODAJAS | MOLINO
DE PLATANO




HARINA DE TRIGO MARCA “ FAMOSA” , HARINA DE TRIGO MARCA “FLORENCIA”

HARINA TRIGO MARCA “IRUPANA” Y HARINA DE SOYA MARCA “IRUPANA”



PROCEDIMIENTO DE HIDROLISIS




FLUOROMETRO SEQUIOA TURNER MODELO 450
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