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RESUMEN

El siguiente trabajo de investigacion se realizO en dos etapas; la primera,
presenta la evaluacion del contenido de tiamina basandose en el método
fluorimétrico del tiocromo del AOAC 953.17, en cuatro marcas (Del Comal®,
Dofia Blanca®, DANY®, MASECA®) de harina maiz nixtamalizado vy fortificadas,
comercializadas en El Salvador. Por marca se utilizaron cuatro muestras
obteniendo un total de 16 muestras.

La segunda etapa de la evaluacién consisti6 en comparar los valores
experimentales con el valor expresado en la Norma Salvadoreiia Obligatoria
67.03.02:03. Harina. Harinas de Maiz., el cual es de 2,2 miligramos de tiamina
por cada kilogramo de harina de maiz nixtamalizado y fortificada.

Como resultado se obtuvo que las marcas de harina de maiz nixtamalizado y
fortificadas DANY® y MASECA® cumplen con el valor establecido en la norma.
De las marcas Del Comal® y Dofia Blanca®, se obtuvo valores inferiores al valor
normado. Finalmente se recomienda una evalucion constante sobre el
contenido de tiamina en las harinas de maiz nixtamalizado, fortificadas vy

comercializadas en El Salvador.
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1.0 INTRODUCCION

Un problema comun en los paises de Centroamérica en la ingesta de alimentos,
es la falta de micronutrientes como yodo, acido fdlico, vitamina A, hierro y
vitaminas del grupo B. Como una forma de contrarrestar la falta de
micronutrientes en los alimentos y la deficiencia en las personas, se ha
implementado la fortificacion de alimentos a nivel regional ().

El Salvador cuenta con un Programa Nacional de Fortificacion de Alimentos a
cargo del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social. El objetivo del
programa es mejorar el estado nutricional de la poblacion; a través de la ingesta
de alimentos basicos, como: sal, azucar, harina de trigo y harina de maiz
nixtamalizado; fortificados cada uno de la siguiente forma: sal con yodo, azUlcar
con vitamina A, harina de maiz nixtamalizado y harina de trigo con hierro, acido
folico y vitaminas del grupo B (2y).

Es importante mencionar que para lograr el éxito del Programa Nacional de
Fortificacion de Alimentos, este debe ser vigilado y evaluado constantemente.
Y para su desarrollo debe contar con un marco legal que incluya reglamentos y
normas tecnicas de cada uno de los alimentos fortificados (,y).

En el afio 2003 se inicio la fortificacion de la harina de maiz nixtamalizado, con
hierro, acido folico y otras vitaminas del complejo “B”; dicha fortificacién cuenta
con la Norma Salvadorefia Obligatoria, Harinas. Harina de Maiz Nixtamalizado

NSO 67.03.02:03, como instrumento juridico. La Norma establece las
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caracteristicas y especificaciones sanitarias y nutricionales que debe de cumplir
la harina de maiz nixtamalizado fortificada (g, 27).

La Norma debe ser aplicada a todas las harinas de maiz nixtamalizado las
cuales deben estar fortificadas con hierro, niacina, tiamina, riboflavina y acido
félico, que se utilizan en el pais para consumo humano, sean éstas de
produccion nacional, importacion o donacion (7).

Este trabajo presenta la evaluacion del contenido de tiamina en cuatro marcas
de Harina de Maiz Nixtamalizado, fortificadas y comercializadas en El Salvador,
las cuales son: DONA BLANCA®, DANY®, DEL COMAL® y MASECA®. La
evaluacion se realizdé en dos partes: la primera fue una determinacién quimica
de tiamina basandose en la oxidacion de esta a tiocromo, luego se midid la
fluorescencia del tiocromo utilizando el método de espectroscopia de
fluorescencia molecular. Dicha parte experimental se llevd a cabo en el
Laboratorio de control de calidad fisico-quimico de medicamentos, cosméticos y
alimentos del centro de investigacion y desarrollo en salud, de la Universidad de
El Salvador.

La segunda parte de la evaluacion consistié en comparar los valores obtenidos
de forma experimental con el valor del nivel minimo de tiamina que se
encuentra en la NSO 67.03.02:03, el cual es de 2,2 mg de tiamina por
kilogramo de HMNF Los resultados indican que las marcas DANY® y MASECA®
superan el valor establecido en la norma a diferencia de las marcas Doia

Blanca® y Del Comal® que no superan el valor normado.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el contenido de tiamina en cuatro marcas de harinas de maiz

nixtamalizado, y fortificadas comercializadas en El Salvador.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.2.1 Seleccionar cuatro marcas representativas de un universo de harinas
de maiz nixtamalizado y fortificadas, de forma dirigida no aleatoria; en

cuatro centros de comercializacion seleccionados aleatoriamente.

2.2.2 Determinar el contenido de tiamina en harinas de maiz nixtamalizado

fortificadas, por medio del método fluorimétrico del Tiocromo.

2.2.3 Verificar mediante un analisis de varianza (ANOVA), si existe
diferencia significativa entre los resultados obtenidos de miligramos
de tiamina por kilogramo de harina de maiz nixtamalizado y

fortificada, para los lotes de una misma marca.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 MAiz

3.1.1 Generalidades

Maiz, palabra de origen indio caribefio, significa literalmente «lo que sustenta la
vida». ElI maiz al igual que el trigo y el arroz es uno de los cereales mas
importantes del mundo, ya que suministra elementos nutritivos a los seres
humanos y a los animales y es una materia prima basica de la industria de
transformacién con la que se produce almidon, aceite y proteinas, bebidas

alcohdlicas, edulcorantes alimenticios y, desde hace poco, combustible (10).

3.1.2 Descripcién botanica del maiz

El maiz (Zea mais L.) (Ver Figura N° 1) pertenece a la familia de las gramineas,
es una planta anual, de tallo erecto que puede llegar a medir 2 6 3 metros de
altura, provisto de una serie de nudos de los que se arrancan las hojas alternas
lanceoladas, con pequefas ligulas. Las flores unisexuales se disponen en la
misma planta; las masculinas formando espigas y las femeninas se relnen en
una mazorca apical en donde sobresalen los estilos que son pelitos de color
café. La flor femenina o mazorca se llama cariopsis y se forma de 8 a 30 filas

de semillas ().
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Figura N° 1. Planta de maiz (Zea mais L.)

3.1.3 Estructura, composicién quimicay valor nutritivo del grano de maiz
3.1.3.1 Estructura del grano de maiz

Los granos de maiz se desarrollan mediante la acumulacion de los productos
de la fotosintesis, la absorcién a través de las raices y el metabolismo de la
planta de maiz en la inflorescencia femenina denominada espiga. Esta
estructura puede contener de 300 a 1,000 granos segun el numero de hileras y
el diametro y longitud de la mazorca. El peso del grano puede variar mucho, de
aproximadamente 19 a 30 g por cada 100 granos (io).

Las partes principales del grano de maiz son: la cubierta de la semilla o
pericarpio que protege la semilla de la entrada de hongos y bacterias, antes y
después de la siembra; el endospermo amildceo es la estructura de

almacenamiento del grano que constituye su principal reserva energética y el
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embridn o germen que es el responsable de formar una nueva planta (Ver

Figura N° 2) ().

*—— Testa

<— Epidermis
*— Mesocarpio
<+ Celulas Transversales | pericarpIO
+— Células Tubulares
= Envoltura de la Semilla
j Capa de Aleurona

™ Endosperma

Endosperma Harinosa

Almidon ENDOSPERMO
Paredes Celulares  __|

Escutelo ]

Racicus

Figura N° 2. Corte transversal de un grano de maiz (x4

El pericarpio se caracteriza por un elevado contenido de fibra cruda,
aproximadamente el 87%, la que estd formada fundamentalmente por
hemicelulosa (67%), celulosa (23%) y lignina (0,1%). El endospermo contiene
un nivel elevado de almidén (88%), aproximadamente 8% de proteina y un
contenido de grasa cruda relativamente bajo. EI germen se caracteriza por un
elevado contenido de grasa cruda (33% en término medio) y un nivel
relativamente elevado de proteina (proximo al 20%) y minerales

(Ver Cuadro N° 1) (10)-
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Cuadro N° 1. Composicion quimica proximal de las partes principales de
los granos de maiz (%) (o)

COMPONENTE PERICARPIO ENDOSPERMO GERMEN
QUIMICO
Proteina (%) 3,7 8,0 18,4
Fibra cruda (%) 86,7 2,7 8,8
Cenizas (%) 0,8 0,3 10,5
Almidén (%) 7,3 87,6 8,3
Azucar (%) 0,3 0,6 10,8

De acuerdo a los datos del Cuadro N° 1 se establece que es en el germen
donde se encuentra la mayor cantidad de grasas crudas y un nivel elevado de
proteinas, en el endospermo se encuentra la mayor cantidad de almidon y la
mayor cantidad de fibra cruda se encuentra en el pericarpio.

3.1.3.2 Composicién quimica del grano

Puede haber variedad tanto genética como ambiental y puede influir en la
distribucion ponderal y en la composicidén quimica especifica del endospermo, el
germen y la cascara de los granos (g). En general, la composicion quimica es la
siguiente:

- Almidon

El componente quimico principal del grano de maiz es el almidén, al que
corresponde hasta el 72-73% del peso del grano. Otros hidratos de carbono son
azucares sencillos en forma de glucosa, sacarosa y fructosa, en cantidades que
varian del 1-3% del grano. El almidén esta formado por dos polimeros de
glucosa: amilosa y amilopectina. La amilosa es una molécula esencialmente
lineal de unidades de glucosa, que constituye hasta el 25-30% del almidén. El

polimero amilopectina también consiste de unidades de glucosa, pero en forma
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ramificada y constituye hasta el 70-75% del almidon. La composicion del
almidon viene determinada genéticamente ().

- Proteinas

Después del almidon, las proteinas constituyen el siguiente componente
quimico del grano por orden de importancia. En las variedades comunes, el
contenido de proteinas puede oscilar entre el 8-11% del peso del grano, y en su
mayor parte se encuentran en el endospermo. La calidad nutritiva del maiz
como alimento viene determinada por la composicién de aminoacidos de sus
proteinas (1o).

El valor nutritivo de las proteinas vegetales es menor que el de la mayoria de
las proteinas de origen animal ya que éstas son deficientes en uno o varios
aminodacidos. El balance adecuado de aminoacidos desempefia un papel muy
importante en la calidad de las proteinas, ya que la deficiencia o el exceso de
alguno de ellos, puede traer como consecuencia una reduccion en el valor
nutritivo del alimento (»7).

- Aceites y acidos grasos

El aceite del grano de maiz estd fundamentalmente en el germen y esta
determinado genéticamente, con valores que van del 3-18%. El aceite de maiz
tiene un bajo nivel de acidos grasos saturados: acido palmitico y esteérico, con
valores medios del 11% y el 2%, respectivamente. En cambio, contiene niveles
relativamente elevados de acidos grasos poliinsaturados, fundamentalmente

acido linoléico, con un valor medio de cerca del 24%. S6lo se han encontrado
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cantidades reducidas de acidos linolénico y araquidénico. Ademas, el aceite de
maiz es relativamente estable por contener Unicamente pequefias cantidades
de &cido linolénico (0,7%) y niveles elevados de antioxidantes naturales. El
aceite de maiz contiene una buena distribucion de sus acidos grasos,
fundamentalmente acido oléico y linoléico (7).

- Fibra dietética

Después de los carbohidratos (principalmente almidén), las proteinas y las
grasas, la fibra dietética es el componente quimico del maiz que se encuentra
en cantidades mayores. Los carbohidratos complejos del grano de maiz se
encuentran en el pericarpio y la pilorriza, aunque también en las paredes
celulares del endospermo y, en menor medida, en las del germen (1.

- Otros hidratos de carbono

El grano maduro contiene pequefas cantidades de otros hidratos de carbono,
ademas de almiddn. El total de azucares del grano varia entre el 1-3%, y la
sucrosa, el elemento mas importante, se halla esencialmente en el germen. En
los granos en vias de maduracion hay niveles méas elevados de monosacéridos,
disacaridos y trisacaridos (10).

- Minerales

El germen es relativamente rico en minerales, con un valor medio del 11%,
frente a menos del 1% en el endospermo. El germen proporciona cerca del 78%
de todos los minerales del grano. El mineral que mas abunda es el fésforo, en

forma de fitato de potasio y magnesio, encontrdndose en su totalidad en el
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embridn con valores de aproximadamente 0,90% en el maiz comun y cerca del
0,92% en el maiz opaco-2. Como sucede con la mayoria de los granos de
cereal, el maiz tiene un bajo contenido de calcio y de oligoelementos (is).

- Vitaminas liposolubles

El grano de maiz contiene dos vitaminas solubles en grasa, la provitamina A o
carotenoides, y la vitamina E. El maiz blanco contiene un escaso 0 nulo
contenido de carotenoides. La mayoria de los carotenoides se encuentran en el
endospermo duro del grano y Unicamente pequefias cantidades en el germen.
La otra vitamina liposoluble, la vitamina E se halla principalmente en el germen.
La fuente de la vitamina E son cuatro tocoferoles; el mas activo biolégicamente
es el tocoferol-alfa; aunque el tocoferol-gamma es probablemente mas activo
como antioxidante (7).

- Vitaminas hidrosolubles

Las vitaminas solubles en agua se encuentran sobre todo en la capa de
aleurona del grano de maiz, y en menor medida en el germen y el endospermo.
Esta distribucion tiene importancia al elaborar el cereal pues, la elaboracion da
lugar a pérdidas considerables de vitaminas. Se han encontrado cantidades
variables de tiamina y riboflavina en el grano del maiz; su contenido esta
determinado en mayor medida por el medio ambiente y las practicas de cultivo
gue por la estructura genética, aunque se han encontrado diferencias en el
contenido de estas vitaminas entre las distintas variedades. La vitamina soluble

en agua a la cual se han dedicado més investigaciones es el acido nicotinico, a
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causa de su asociacion con la deficiencia de niacina, o pelagra, fendbmeno muy
difundido en las poblaciones que consumen grandes cantidades de maiz (27).
El maiz no tiene vitamina Bi, y el grano maduro contiene solo pequefias

cantidades -en caso de que las haya- de acido ascorbico (1q).

3.1.4 Molienda del maiz y pérdida de nutrimentos

El grano de maiz se transforma en alimentos y productos industriales utiles
mediante dos procedimientos: la molienda en seco y la molienda hiumeda. Con
la primera se extraen, como productos primarios, sémolas y harinas corrientes y
finas. La segunda produce almiddén, dextrina, fécula de maiz, miel de maiz,
aceite refinado, confituras, colorantes para caramelos, glucosa liquida vy

sélida (14,10)-

3.1.4.1 Molienda en seco

Se obtienen sémolas y productos de molienda con diferentes granulometrias.
La industria de la molienda de maiz en seco se basa en dos procesos basicos:
meétodos en los cuales se separa el germen y métodos en donde no se separa
el germen. El proceso de desgerminacion separa los elementos basicos: hollejo,
germen y endospermo antes de la molienda. Los productos resultantes son:
maiz quebrado, hojuelas, harina, aceite y forraje, los cuales se utilizan en la
fabricacion de cereales para desayuno, productos germinados, bebidas
fermentadas como la cerveza y la malta, bocadillos y alimentos para

animales (Ver Figura N° 3).
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El método de no desgerminacion simplemente muele el maiz entero,
convirtiéndolo en una harina de maiz rica en aceite que se utiliza en productos

horneados.

GRANO DE MAIZz

v

LIMPIEZA

v

ACONDICIONAMIENTO
/| TEMPLADO

v

DESGERMINACION |——| HOJUELAS

v

TAMIZADO/
ASPIRADO

v

MOLIENDA

v

TAMIZADO/
ASPIRADO

v

SEMOLAS

ACEITE [¢ GERMEN

Figura N° 3. Molienda en seco usando el proceso de desgerminacion ()

3.1.4.2 Molienda humeda

La mayor parte de la produccion de maiz, se procesa mediante molienda
hameda para obtener almidon y otros subproductos valiosos, como gluten y
piensos. El almidon es materia prima de una amplia gama de productos
alimentarios y no alimentarios. Su elaboracion consiste fundamentalmente en

utilizar maiz limpio que se macera en corrientes de agua y acido sulfuroso
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durante 28 a 48 horas a 52°C, lo que prepara al maiz para la molienda y la
posterior separacion de sus elementos mediante tamizado, centrifugacion y
lavado para obtener almidon del endospermo, aceite del germen y productos
alimentarios de los residuos. El almidon se utiliza industrialmente como tal y
también para producir alcohol y edulcorantes alimentarios, ya sea por hidrolisis
acida o enzimatica. Esta ultima se realiza mediante alfa-amilasa, glucoamilasas,
beta-amilasa y pululanasa de bacterias o de hongos. Se liberan los sacaridos
de diversos pesos moleculares produciendo edulcorantes con diferentes
propiedades funcionales: dextrosa liquida o cristalina, jarabes de maiz con
elevada proporcion de fructosa, jarabes ordinarios de maiz y maltodextrinas, los
que tienen multiples aplicaciones en la elaboracion de alimentos (1. En la

Figura N° 4 se ilustra el proceso de refinacion del maiz.
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Figura N° 4. Proceso de refinacion del maiz
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3.1.4.3 Pérdida de nutrimentos en el proceso de molienda

La molienda reduce el valor nutritivo del maiz, tal como ocurre con otros
cereales. Los nutrimentos que se encuentran en el grano presentan un patron
de distribuciéon dentro de los diferentes componentes del mismo: el
endospermo, el germen y el pericarpio ().

El maiz altamente refinado ha perdido la mayoria del germen y las capas
externas (pericarpio) con ello la mayoria de las vitaminas B y algo de proteinas
y minerales ). En el Cuadro N° 2 se presenta el contenido de nutrimentos de un
grano de maiz entero, descascarado (eliminacibn de pericarpio) Yy
desgerminado.

Cuadro N° 2. Efecto de la molienda en el contenido de nutrimentos

del maiz (6)
. MAIZ MAIZ SIN
MAIZ ENTERO DESCASCARADO GERMEN
Proteina 9,9 10,1 8,7
Nutrimento Almidén y azucar 76,0 80,9 89,2
(%) G_rasa 5,2 3,9 1,4
Fibra cruda 12,8 8,6 4,0
Cenizas 1,4 1,1 0,4
Cisteina 2,2 2,2 2,3
Aminoacidos “S".‘a . 3.0 2,6 1.9
(g/16gN) M(_atlomna 2,1 2,2 2,3
Triptofano 0,8 0,7 0,5
Treonina 3,5 3,5 3,3
Calcio (mg/g) 30,8 26,7 14,5
Fosforo (mg/g) 3,1 2,5 0,8
Minerales  Zinc (ppm) 21,0 17,1 4,4
Hierro (ppm) 23,3 19,7 10,8
Cobre (ppm) 1,8 1,4 0,7
Tiamina 47 4.4 1,3
Riboflavina 0,9 0,7 0,4
Vitaminas Niacina 16,2 13,9 9,8
(ug/g) Piridoxina (Bg) 54 54 1,9
Folato 0,3 0,2 0,1

Biotina (ng/qg) 73,0 55,0 14,0




36

El proceso para obtener harinas refinadas de maiz reduce en forma significativa
el contenido de vitaminas y minerales; en algunos casos, la disminucién es
superior al 70% del contenido en grano original ).

En el Cuadro N° 3 se indica como se ve afectado especialmente el contenido de
vitaminas B, en un grano entero de maiz, uno ligeramente refinado y uno

altamente refinado.

Cuadro N° 3. Efecto de la molienda en el contenido de vitamina B del maiz
(mg por 100 g) @9

EIIQ\/(_)EIéE[)SiMIENTO TIAMINA RIBOFLAVINA NIACINA
DEL MAIZ (mg/100 g) (Mg/100 g) (Mg/100 g)
Grano entero 0,35 0,13 2.0
Ligeramente refinado 0,30 0,13 15

Altamente refinado
(65 % de extraccion) 0,05 0,03 0,6

Para obtener la cantidad de tiamina que se encuentra en un grano entero, se
necesita consumir 700 g de maiz altamente refinado (65% de extraccion). El
indice de extraccion es el porcentaje del grano original que permanece en la
harina después de la molienda. Por lo tanto una harina de extraccién de 65 %
contiene 65 % (por peso) del grano entero, un 35% se ha removido. Los
constituyentes de vitamina B que se pierden en la molienda se pueden restituir

en la harina de maiz por medio de la fortificacion (1g).
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3.1.5 Maiz Nixtamalizado

La palabra nixtamalizacién deriva del ndhuatl nextil: cenizas o cal y tamali:
masa de maiz. La nixtamalizacion es un proceso muy antiguo desarrollado por
las culturas Mesoamericanas y aun es utilizado para la produccion de tortillas.
El maiz nixtamalizado no es mas que el maiz cocido con agua y cal (hidroxido
de calcio), con el fin de quitar el pericarpio o cascara del grano (1.

3.1.5.1 Maiz nixtamalizado en forma artesanal

El proceso de coccién del maiz en agua de cal es propio de México y América
Central. Consiste en mezclar una parte de maiz integral con dos partes de una
solucion de cal aproximadamente al 1%. La mezcla se calienta a 80°C durante
un lapso de 20 a 45 minutos y luego se deja reposar toda la noche. Al dia
siguiente, se decanta el liquido cocido y el maiz, denominado entonces
nixtamal, se lava dos o tres veces con agua para eliminar las cubiertas
seminales, las pilorrizas, la cal sobrante y las impurezas del grano. La
afiadidura de cal en las fases de coccion y de remojo contribuye a eliminar las
cubiertas seminales; los subproductos se desechan o bien sirven para alimentar
ganado porcino (ip).

3.1.5.2 Maiz nixtamalizado en forma industrial

La transformacién industrial a gran escala del maiz en harina instantdnea se
basa en el método utilizado tradicionalmente en las zonas rurales, la diferencia

es que se debe contar con maquinaria capaz de realizar las siguientes
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operaciones: coccion en agua de cal, molienda, secado y cernido, asi como una
capacidad de produccion diaria de 30 a 80 toneladas de harina (10).

El proceso de producciéon de la harina de maiz nixtamalizada comienza con la
recepcion, limpieza y almacenamiento de maiz. Se pesa el lote de maiz a ser
nixtamalizado y comienza la nixtamalizacion que se lleva a cabo de la siguiente
forma: el maiz pesado se transporta a las instalaciones de elaboracion para su
coccion en agua de cal, convirtiéndolo en nixtamal. Tras su coccién y
macerado, el maiz tratado en agua de cal se lava con agua a presion o
pulverizacion y se tritura hasta que forme una masa que se lleva a un secador y
se convierte en harina de maiz nixtmalizada (g). En la Figura N° 5 se describe,
con un esquema, las operaciones unitarias del proceso de produccion de harina

de maiz nixtmalizada en donde se incluye el proceso de nixtmalizacion.
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Figura N° 5. Proceso de produccion de harina de maiz nixtamalizada ()



40

3.2 HARINA DE MAIZ NIXTAMALIZADO FORTIFICADA

3.2.1 Fortificacion. Definicion, Métodos de Fortificacion y alimentos
apropiados

La fortificacibn de alimentos se define como la préctica de aumentar
deliberadamente el contenido de micronutrientes esenciales -es decir, vitaminas
y minerales (incluidos los oligoelementos)- en un alimento, a fin de mejorar la
calidad nutricional del suministro de alimentos y proporcionar un beneficio para

la salud publica con un minimo riesgo para la salud ().

En la actualidad hay muchas técnicas distintas en uso; la eleccion del método
depende del nutriente y del alimento. 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
este fluye en una de las etapas del proceso. Se requiere una mezcla completa.
Este método es apto para molinos y grandes plantas de procesamiento. Para
las instalaciones pequefas o inclusive en ciudades pequefias, se suministra
paquetes de la premezcla con instrucciones en las que se indica las
proporciones a utilizar y los métodos necesarios para garantizar una buena
mezcla (19). En el Cuadro N° 4 se muestran algunos alimentos utilizados como

vehiculos en programas de fortificacion.
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Cuadro N° 4. Algunos alimentos utilizados como vehiculos en programas

de fortificacion* (14

NUTRIENTE TIPO DE ALIMENTO COMENTARIOS
Frutas y bebidas enlatadas, El acido ascoérbico debe protegerse del
Acido congeladas y secas, productos aire, si se encuentra en solucién neutra.
Ascorbico lacteos enlatados y secos,
productos de cereales secos.
Arroz y granos similares pueden ser
Tiamina, . impregnados o recubiertos con el
. . Cereales secos, harina, pan, : . .
Riboflavina y . nutriente. La riboflavina puede colorear al
I pasta, productos lacteos. ; L . .
Niacina alimento. La nicotinamida se prefiere
generalmente al acido nicotinico.
La vitamina A debe protegerse del aire y
mezclarse en agua, a productos no
rasos (puede agregarse como perlas a
Productos de cereales secos, 9 (p - agrega P
. base de gelatina, conjuntamente con un
. . harina, pan, pasta, productos . -
Vitamina A o . ; ) estabilizador como recubrimiento del
Betacaroteno lacteos, margarinas, aceites roducto alimentario o mezclado en un
vegetales, azucar, té, chocolate, b .
- granulo simulado, como el arroz). El
glutamato monosadico.
caroteno puede colorear los productos.
Las pérdidas debidas al calor pueden ser
significativas en los aceites de comida.
Productos lacteos, margarina, Ver comentarios en la relacién con la
o productos de cereales secos, Vitamina A. Multiples fuentes de esta
Vitamina D : ; . . ;
aceites vegetales, bebidas de vitamina pueden ser indeseables.
frutas.
La cantidad que se debe agregar
Calcio Productos de cereales, pan. generalmente limita el rango de
vehiculos, que pueden utilizarse.
La disponibilidad varia con la forma en la
Hierro Productos de cereales, pan, gue se adiciona el hierro. El hierro puede
leche en polvo enlatada causar cambios de color o de sabor en
los alimentos.
Generalmente se utiliza yoduro. El
Yodo Sal .
yodato es mas estable en sal cruda.
Se utilizan generalmente concentrados
Proteina Productos de cereales, pany de proteina de diversos tipo. La cantidad
harina de yuca gue debe agregarse generalmente limita
vehiculos que se pueden utilizar
Se han propuesto otros vehiculos. El uso
de lisina, cisteina o metionina se han
S, Cereales, pan y sustitutos de la  autorizado en algunas regiones. El
Aminoécidos

carne

interés de fortificar con aminoacidos
disminuyo desde principios de la década
delos 70's

* Ademas, una amplia gama de nutrientes se han agregado a las formulas lacteas y alimentos

para bebés.




42

3.2.2 Harina de maiz nixtamalizado fortificada. Definiciones, Resefa
histérica'y marco legal

3.2.2.1 Definiciones (17

Harina de maiz nixtamalizado: Es el producto deshidratado que se obtiene de la
molienda de los granos de maiz (Zea mais L.) sometido a coccion parcial con
agua en presencia de hidréxido de calcio.

Harina de maiz nixtamalizado fortificada: Es la harina de maiz nixtamalizado a
la que se han agregado micronutrientes para obtener un producto con mayor
valor nutricional, en las proporciones establecidas en la Norma Salvadorefia

Obligatoria 67.03.02:03. Harinas. Harina de Maiz Nixtamalizado.

3.2.2.2 Resefia historica

Con el propésito de disminuir las enfermedades ocasionadas por las
deficiencias de micronutrientes el Ministerio de Salud y Asistencia Social ha
implementado el Programa Nacional de Fortificacion de Alimentos que incluye
la yodacion de la sal, la fortificacion del azucar con vitamina “A” 'y fortificacion
de las harinas de trigo y de maiz nixtamalizado con hierro y vitaminas del

complejo “B”, incluyendo el acido félico (17).

La fortificacion de los alimentos procesados inicia en el pais en el afio 1968, con
la fortificacién de la sal con yodo. En 1990 se inicia la fortificacion del azucar
con vitamina “A”. En 1995, la fortificacion de harina de trigo con hierro, acido

félico y otras vitaminas del complejo “B” y en el afio 2003, inicia la fortificacion
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de harina de maiz nixtamalizado, con hierro, acido folico y otras vitaminas del

complejo “B” (17).

El objetivo del Programa Nacional de Fortificacion de Alimentos es mejorar el
estado nutricional de la poblacion a través de la ingesta de alimentos como la
harina de maiz fortificada con hierro, acido félico y otras vitaminas del complejo
“B”. Para el desarrollo del programa se debe contar con un marco legal el cual
incluya: Leyes, Reglamentos y Normas técnicas de cada uno de los alimentos

fortificados (oy).

3.2.2.3 Marco Legal (7

A nivel nacional los organismos encargados de realizar el estudio de las normas
son los Comités Técnicos de Normalizacién del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia, CONACYT. Estos comités estan integrados por representantes de
la Empresa Privada, Gobierno, Organismo de Proteccion al Consumidor y
Académico Universitario.

El estudio de la Norma Salvadoreiia Obligatoria 67.03.02:03 HARINAS.
HARINA DE MAIZ NIXTAMALIZADO fue aprobado por el Comité Técnico de
Normalizacién 03. La oficializacion de la norma conlleva la ratificacion por la
Junta Directiva y el Acuerdo Ejecutivo del Ministerio de Economia.

La Norma se aplica a todas las harinas de maiz nixtamalizado las cuales deben

estar fortificadas con hierro, niacina, tiamina, riboflavina y acido félico, que se
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utilizan en el pais para consumo humano, sean éstas de produccion nacional,
importacion o donacion.

Cabe mencionar que dentro de la Norma antes citada, en el numeral ocho
denominado Fortificacion (Ver Anexo N° 1), se enumera los niveles minimos de
micronutrientes expresados en mg/kg de harina que se deben de encontrar en
la harina de maiz nixtamalizado ya fortificada. Ver Cuadro N° 5.

Cuadro N° 5. Niveles minimos de micronutrientes en harinas de maiz (7

MICRONUTRIENTES NIVEL MINIMO
(mg/kg de harina)
Hierro 25,0
Niacina 25,0
Tiamina (vitamina B;) 2,2
Riboflavina (Vitamina B,) 1,4
Acido félico 0,8

También se menciona en la Norma, los niveles de adicién para cumplir con los
niveles de fortificacion (mencionados en el Cuadro N° 5).

Se pueden utilizar una o varias mezclas de fortificantes de manera que luego de
la mezcla recomendada, los niveles de adicion de micronutrientes en la harina
de maiz sea como a continuacion se indican en el Cuadro N° 6

Cuadro N° 6. Niveles de adicion de micronutrientes en harina de maiz (7

MICRONUTRIENTES NIVEL DE ADICION
(mg/kg de harina)
Hierro 27,30
Niacina 30,50
Tiamina (vitamina B;) 3,30
Riboflavina (Vitamina B5) 2,20
Acido félico 0,92
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3.2.3 Proceso industrial de la elaboracion de harina de maiz
nixtamalizado fortificada (g

El proceso comienza con la recepcion del maiz, donde se pesa la carga, se
toma una muestra y se analiza la muestra. Luego del analisis de las muestras y
aceptado el maiz como materia prima, este se descarga en silos de
almacenamiento  donde permanece un promedio de 45 dias hasta su
maduracion. Temperatura y humedad homogéneas aseguran buena calidad.
Cuando el maiz ha alcanzado su madurez, se separa el olote y el maiz
guebrado del grano entero. El maiz limpio se guarda en silos de dia donde
permanecera como maximo 24 horas. Luego pasara al proceso de
nixtamalizacion. El proceso en general consiste en mezclar el maiz con cal; la
mezcla se deposita en un macerador para su cocimiento inyectando vapor.
Después de cocido se lava el nixtamal y se deja reposar. Luego el nixtamal
pasa por un molino. La harina obtenida se deshidrata a 200°C, esta se enfria
por movimiento. Se dosifican aditivos y vitamina, se separa la harina fina y se
almacena en silos. De los silos se transporta la harina a tolvas de empaque. Se
llenan los sacos o paquetes, se verifica el peso, se toma una muestra de la
harina para los analisis de laboratorio que certifican su calidad. Se cosen los
sacos Yy se obtiene el producto terminado. Se almacena por lotes. Se procede a
la liberacion del lote para ser distribuidos y comercializados. El proceso se

ilustra en la Figura N° 6.
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Se analizan las muestras

Descarga del maiz
Almacenamiento en silos
(En los silos permanecera un promedio de
45 dias hasta su maduracion. Temperatura 'y
humedad homogéneas aseguran buena calidad.)

Se separa el olote y el maiz

quebrado del grano entero

Permanece en los
silos de dia
un maxime de 24 hrs.

El maiz limpio se guarda en los silos
de dia
(Permanece en los silos de dia
un maximo de 24 horas)

El maiz se mezcla con cal

Se coce el maiz inyectando vapor

Se coce el maiz

inyectando vapor =

Figura N°6.

Se lava el nixtamal y se deja reposar

El nixtamal pasa por un molino

La harina de deshidrata a 200°C.
La harina se enfria por movimiento.

Se dosifican aditivos y vitaminas
Se separa la harina fina
La harina se almacena en silos

Se transporta la harina a tolvas de
empaque
Se llenan los sacos o paquetes. Se
realizan pruebas de calidad y se
cosen los sacos.

AOALISIS
OE CALIDAD

Se almacenan por lotes. Se liberan
los lotes para comercializarse.

==

Proceso industrial de la elaboracién de harina de maiz
nixtamalizado fortificada (g
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3.2.4 Proceso de adicion y estabilidad de los micronutrientes (24

El proceso de agregar micronutrientes a la harina refinada de maiz vy la
seleccion del equipo a nivel industrial deben ser estudiados cuidadosamente
para asegurar la distribucion uniforme de los nutrientes en el producto en la
etapa de molienda, durante el almacenamiento, y en los alimentos después de
gue estos son preparados. Se deberan calcular y tomar en cuenta las pérdidas
experimentadas durante el procesamiento, el almacenamiento y la coccion al
determinar el nivel de micronutrientes que se agregara.

Los micronutrientes pueden ser agregados en forma individual o combinados en
una premezcla en una proporcion especificada. Es importante mezclar bien la
harina refinada después de agregar los micronutrientes.

Los dos lugares mas comunes para agregar los micronutrientes son:

- Antes de envasar en un transportador tipo tornillo (se obtiene un mezclado
apropiado).

- El lugar donde convergen las harinas refinadas o las harinas integrales
provenientes de diferentes lotes (se obtiene un mezclado excelente).

Para minimizar los errores en la tasa de agregado, los micronutrientes deben
fluir libremente y, para evitar que se separen de la harina refinada o de la harina
integral, el tamafio de la particula debe ser similar a la del producto final.
Algunos factores que influyen sobre la estabilidad de las vitaminas y los

minerales agregados durante el almacenamiento y la preparacion de la harina
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refinada de maiz o harina integral de maiz son los que se muestran en el

Cuadro N° 7 que aparece a continuacion:

Cuadro N° 7. Factores que influyen en la estabilidad de micronutrientes (24

ALMACENAMIENTO PREPARACION
Temperatura Temperatura
Contenido de humedad Tipo de preparacion
Presencia/ausencia de luz Tiempo de coccién
pH del sistema Proceso

Presencia de oxigeno
Duracion del almacenamiento
Envase

Los micronutrientes de la harina refinada de maiz fortificada almacenada a
temperatura ambiente, tienen buena estabilidad como se puede observar en el
Cuadro N° 8.

Un estudio demostrd que la harina refinada de maiz amarillo conservaba toda la
actividad de su vitamina Bg, mas del 95 por ciento de las vitaminas A, B1y By, y
alrededor del 85 por ciento del acido félico después de seis meses de
almacenado a temperatura ambiente.

Cuadro N° 8. Estabilidad de la premezcla de vitaminas y hierro
almacenadas a temperatura ambiente (o4

CANTIDAD CANTIDAD CANTIDAD
NUTRIENTE ~ UNIDADES INICIAL EN 3 MESES EN 6 MESES
Vitamina A ul 6,000 5,820 5,880
Vitamina B4 mg 3,2 3,2 3,1
Vitamina B, mg 2.0 1,8 1,9
Niacina mg 26.0 25,7 ND
Vitamina B6 mg 4.5 4,0 4,5
Acido Folico mg 0.6 0,5 0,5
Hierro mg 41.0 39,0 40,0

ND = no disponible
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3.3 MICRONUTRIENTES. TIAMINA.

El término micronutrientes se refiere a las vitaminas y minerales cuyo
requerimiento diario es relativamente pequefio pero indispensable para los
diferentes procesos bioquimicos y metabdlicos del organismo y en
consecuencia para el buen funcionamiento del cuerpo humano.
Unos de los mas importantes micronutrientes son el yodo, el hierro y la vitamina
A que son esenciales para el crecimiento fisico, el desarrollo de las funciones
cognitivas y fisioldgicas y la resistencia a las infecciones. Existen otros
micronutrientes como el zinc, el acido folico, el calcio y todas las vitaminas y

minerales (o).

3.3.1 Tiamina (Vitamina B ;)

3.3.1.1 Estructura y propiedades generales

La tiamina es una pirimidina sustituida unida por un grupo metileno (-CH,-) a un
tiazol sustituido. La tiamina estd ampliamente distribuida en los tejidos
vegetales y animales. La forma mas comldn que existe naturalmente es el
pirofosfato de tiamina (ver Figura N° 7) y en menor extension la tiamina
monofosforilada, el monofosfato de tiamina y el trifosfato de tiamina. El
pirofosfato de tiamina funciona como una coenzima de diversas a-cetoacido
deshidrogenadas, a-cetoacido descarboxilasas, fosfocetolasas y

transcetolasas (11).
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La tiamina existe comercialmente en forma de sales de mononitrato vy
clorhidrato, las cuales se utilizan ampliamente para la fortificacion de los

alimentos y como suplementos nutricionales (11).

H3G HaC o 0
+ fay CH2CH20H CHyCHy=0—P—0—P-0-
N7 CHy N z CH N (_!) (5
IS GR e G
X N
CHz™ 'N” "NH CH3 ™ N7 “NH,

2 Tiamina Pirofosfato de liamina

HsC
3 HaC

cr cr, }%(CHchon NOg" ):HYCHQCHEOH
H{ CH
)N\f I E_N\.J—S NﬁICHTN\\,-S
>~
\

Clorhidrato de tiamina Mononitrato de tiamina

Figura N° 7. Estructura de diversas formas de tiamina. Todas ellas poseen
actividad Tiamina (Vitamina B1) (11

La tiamina es una de las vitaminas mas inestables. Tiene una estructura de
uniones débiles y se descompone con facilidad en un medio alcalino. La tiamina
es muy soluble en agua. Resiste temperaturas de hasta 100°C, pero tiende a
destruirse si se calienta en exceso (por ejemplo, si se frie en sartén caliente o si
se cuece a presion) (1g).

La tiamina tiene una funcion muy importante en el metabolismo de los
carbohidratos, interviniendo en el complejo mecanismo de la ruptura u oxidacion

de los carbohidratos y en el metabolismo del acido pirGvico (1.
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La energia que emplea el sistema nervioso deriva por completo de los
carbohidratos y una carencia de tiamina bloquea la utilizacion final de ellos y
lleva a un déficit de energia y a lesiones en los tejidos nerviosos y el cerebro.
Por este motivo, las necesidades de tiamina se expresan en relacién con el

consumo de carbohidratos (19).

3.3.1.2 Estabilidad y formas de degradacion

3.3.1.2.1 Propiedades de estabilidad (11

Las pérdidas de tiamina en los alimentos se ven potenciadas cuando: (a) Las
condiciones favorecen la lixiviacion de la vitamina en los medios acuosos del
entorno, (b) El pH es proximo a la neutralidad o superior y/o (c) Cuando ocurre
una exposicion a agentes sulfitantes. Las pérdidas de tiamina pueden
producirse en alimentos totalmente hidratados durante el almacenamiento a
temperaturas moderadas a velocidades mas bajas que a las observadas
durante los tratamientos térmicos.

La tiamina exhibe una excelente estabilidad a temperatura ambiente bajo
condiciones de baja actividad del agua. Los taninos pueden inactivar la tiamina,
aparentemente mediante la formacion de diversos compuestos biolégicamente
inactivos. Diversos flavonoides pueden alterar la molécula de tiamina pero el
producto que aparentemente se forma durante la oxidacion de los flavonoides
en presencia de tiamina es disulfuro de tiamina, una sustancia que posee

actividad vitaminica. Las proteinas y los carbohidratos pueden reducir la
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velocidad de degradacion en la tiamina durante el calentamiento o en presencia
del bisulfito. Sin embargo, la magnitud de este efecto es dificil de predecir en los

complejos sistemas alimentarios.

3.3.1.2.2 Mecanismo de degradacion

El pH del medio de reaccion influye poderosamente en la velocidad y el
mecanismo de degradacion térmica de la tiamina; a pH neutro o alcalino, hay
desdoblamiento del puente metileno al calentarse en presencia de humedad. En
condiciones acidas (es decir, pH < 6), la degradacién térmica de la tiamina
ocurre lentamente e implica la rotura del puente metilénico liberandose los
restos de pirimidina y tiazol, en gran parte intactos. Entre valores de pH 6y 7 se
acelera la degradacién de la tiamina con un gran aumento en el grado de
fragmentacién del anillo de tiazol y a pH 8 no se encuentra el anillo de tiazol

entre los productos de degradacion (11).

3.3.1.3 Fuentes alimentarias

La tiamina se distribuye con amplitud en los alimentos de origen vegetal y
animal. Esta presente en todos los vegetales y es sintetizada por algunos
microorganismos. Las fuentes mas ricas son los granos de cereales y semillas.
Las hortalizas verdes, pescado, carne, fruta y leche, todos contienen cantidades
tiles. Tanto en semillas como en cereales, la tiamina se encuentra sobre todo

en el germen y en las capas externas; por lo tanto, gran parte se puede perder
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durante la molienda. Los salvados de arroz, trigo y otros cereales tienden a ser
ricos de modo natural en tiamina (12,19).

La pérdida de tiamina en la coccion casera no se considera excesiva, excepto
en los alimentos cocidos en grandes volumenes de agua que después se
descarta. Por la solubilidad, el contenido de tiamina del agua de coccién
siempre es apreciable (1.

Los cereales y semillas mantendran la tiamina durante un afilo o0 mas si se
almacenan bien, pero si los atacan bacterias, insectos u hongos el contenido de

tiamina disminuye en forma gradual (9).

3.3.1.4 Absorcion y almacenamiento corporal

La tiamina se absorbe con facilidad en solucion acuosa tanto del intestino
delgado como del grueso, y después se transporta al higado por la circulacién
portal. En el higado, asi como en todas las células vivas se combina
normalmente con fosfato para formar cocarboxilasa. Se puede almacenar en el
higado como cocarbolxilasa o se puede combinar ademas con manganeso y
proteinas especificas para convertirse en enzimas activas conocidas como

Carboxilasas (12).

3.3.1.5 Necesidades en los humanos
Como la tiamina es esencial para el metabolismo energético, especialmente de
los hidratos de carbono, la necesidad de tiamina se relaciona comunmente con

la ingesta calorica (13).
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En sujetos moderadamente activos, un consumo diario de 1 mg de tiamina para
hombres y 0.8 mg para mujeres, es lo necesario. Durante el embarazo y la
lactancia se recomienda una ingesta adicional de 0,6 mg/1,000 kcal. La FAO y
la OMS recomienda consumir 0.4 mg/1000 Kcal., para la mayoria de las

personas (1319).

3.3.1.6 Carencia de tiamina

La deficiencia severa de tiamina lleva al estado llamado Beriberi. Los sintomas
principales de la deficiencia de tiamina se relacionan con el sistema nervioso
(beriberi seco) y con el sistema cardiovascular (beriberi humedo). En los
alcohodlicos, la carencia de tiamina produce el sindrome de

Wernicke-Korsakoff (13, 19).

3.3.1.6.1 Beriberi

El beriberi es una enfermedad grave que tuvo una alta prevalencia hacia finales
del siglo XIX y comienzos del siglo XX, particularmente en personas pobres de
Asia (ver Figura N° 8), cuyo alimento basico era el arroz. El Beriberi, que se
representa de diversas formas clinicas, se debe sobre todo a la carencia de

tiamina (19).
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Figura N° 8. Persona Asiatica con Beriberi

Caracteristicas clinicas

Beriberi himedo

Los sintomas cardiovasculares pueden ser prominentes e incluyen disnea de
esfuerzo, palpitacion, taquicardia y otras anomalias cardiacas; hay un gran
edema, debido en gran parte a hipoproteinemia por ingesta insuficiente de
proteinas, junto con insuficiencia de la funcidon ventricular. Un paciente con
beriberi humedo, aunque se vea bien, se encuentra en peligro de sufrir un
deterioro fisico rapido con enfriamiento repentino de la piel, cianosis, aumento
del edema, disnea grave, falla circulatoria aguda y muerte (13, 19).

Beriberi seco

Muchos de los signos y sintomas neuroldgicos son caracteristicos de la neuritis
periférica, con trastornos sensitivos en las extremidades, incluso areas

localizadas de hiperestesia 0 anestesia. La fuerza muscular se pierde
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gradualmente y esto puede llegar a la “mano péndula” o a la paralisis total de
una extremidad. La enfermedad casi siempre es cronica, pero en cualquier
etapa se puede presentar una mejoria si se consume una dieta balanceada o si
se comienza un tratamiento (13, 19).

Beriberi infantil

El beriberi infantil casi siempre se presenta entre los dos y los seis meses de
edad. En forma aguda, el bebé desarrolla disnea y cianosis y pronto fallece por
falla cardiaca. El nifio se desgasta y se torna delgado, presenta vomito y
diarrea, y ocasionalmente se observan edema y convulsiones, cuando ya se
encuentra en las etapas terminales (19).

Prevencion

Se debe cumplir con una dieta bien equilibrada, completa desde el punto de
vista nutricional. Una buena dieta es esencial, porque en la mayoria de los
casos el beriberi se debe a una deficiencia compleja o multiple (12).

La tiamina deberia ser administrada en alimentos naturales, productos basados
en levadura, arroz pulido o en tabletas a ciertos grupos vulnerables de la
comunidad. Es importante luchar para que se haga un diagndstico precoz de los
casos de carencia de tiamina asi como ejecutar medidas apropiadas de

tratamiento y prevencion (ig).
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3.3.1.6.2 Sindrome de Wernicke-Korsakoff ()

El sindrome se caracteriza por sintomas oftalmolégicos, como nistagmus
(oscilacion rapida e involuntaria del ojo), diplopia (visiébn doble por contraccion
desigual de los musculos del ojo), paralisis del recto externo (uno de los
musculos del o0jo) y algunas veces oftalmoplejia (paralisis de los musculos del
0jo). Ademas hay también ataxia (pérdida de coordinacién de los movimientos
corporales) y cambios mentales. La psicosis de korsakoff incluye una pérdida
de memoria del pasado inmediato y a menudo complicadas confabulaciones
gue tienden a enmascarar la amnesia.

Prevencion

Se han sugerido varias posibles medidas, entre las cuales se menciona:

a) La inmunizacion de los alcohdlicos con grandes dosis de tiamina a intervalos
regulares (desarrollar un producto de liberacion lenta para reducir la frecuencia
de las inyecciones).

b) La fortificacion de bebidas alcohdlicas con tiamina.

3.3.1.6.3 Otros estados de carencia de tiamina

Una neuritis éptica o retrobulbar, conocida ademas como ambliopia nutricional,
gue ocurrié en los campos de prisioneros durante la Segunda Guerra Mundial,
probablemente se debid, por lo menos en parte, a carencia de tiamina no
asociada con alcoholismo. Este cuadro puede ser semejante al serio brote de

enfermedad neuropatia que se present6 en Cuba en 1993 ().
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3.3.1.7. Determinacion quimica de tiamina (12

La determinacion de tiamina en los alimentos, materiales biolégicos y productos
farmaceéuticos, se efectia casi con exclusividad mediante el método
fluorimétrico del tiocromo. Al oxidarse con ferricianuro en solucion alcalina, la
tiamina se transforma en tiocromo, que tiene una fluorescencia azul intensa. Es
un método muy sensible y se correlaciona bien con los resultados del analisis,
La secuencia de la determinacién implica extraccion de la vitamina, digestién de
la materia organica, oxidacion y extraccion del tiocromo, el cual se extrae con
isobutanol y se determina por fluorimetria (Ver apartado 3.4 Espectroscopia de

Fluorescencia molecular)
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3.4 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA MOLECULAR

3.4.1 Luminiscenciay Procesos Luminiscentes (i)

Luminiscencia es el proceso de emision de radiacion en forma de luz de
cualquier sustancia, y ocurre a partir de los estados excitados de cada especie
quimica. Desde el punto de vista de la naturaleza del estado excitado, la
luminiscencia fundamentalmente se puede clasificar en dos procesos

fotoluminiscentes: fluorescencia y fosforescencia.

3.4.1.1 Fluorescencia

3.4.1.1.1 Generalidades

La fluorescencia es un proceso fotoluminiscente de emision en el cual las
moléculas son excitadas por la absorcién de radiacién electromagnética. Las
especies excitadas se relajan al estado fundamental, liberando su exceso de
energia en forma de fotones (ver figura N° 9), por eso la fluorescencia presenta
dos tipos de espectros, que son: espectros de emisién y espectros de
absorcién. En fluorescencia la emisién es la imagen especular de la absorcién

de la energia que provoca la excitacion (z3).

La fluorescencia se considera un proceso de decaimiento, ya que se emite un
exceso de energia en forma de foton desde el estado singulete excitado hasta
llegar al estado singulete basal. La fluorescencia tiene lugar en sistemas

quimicos gaseosos, liquidos y solidos; tanto sencillos como complejos (i)



60

So=estado singulete basal.
Sz T Si:=estado singulete excitado
! Internal Ti=estado triplete excitado
1 . = i
1 Conversion hva=Energla
1 .
- hve= Enerai 5n fosf t
S, o — \\:I_ Intersys_tem v nerafa emisién fosforescente
= \[‘oss;ﬂg
Absorption ’ T
Fluorescence
P o N hv, 4
hVA hVA I NV
Phosphorescence,
2 !
l 4
So i L

Figura N° 9. Procesos Luminiscentes (i)

3.4.1.1.2 Caracteristicas de la fluorescencia

El fendmeno de fluorescencia presenta ciertas caracteristicas generales, las
cuales son regularmente frecuentes para toda sustancia que presenta
fluorescencia ya sea natural o modificada, las caracteristicas generales de la
fluorescencia son:

a) Desplazamiento de Stokes

Es la separacion entre las longitudes de onda de excitacién y emision en un
fluoréforo, lo cual incide en que la energia de emision es ligeramente menor que
la energia de excitacion y de forma inversamente proporcional la longitud de
onda de emision es mayor que la longitud de onda de excitacion, lo cual permite
en la practica la determinacion de la separacion entre dos grupos fluoroforos en
una misma muestra, dicha separacidon es particular en cada especie

quimica (ie).
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El rango del espectro de fluorescencia excitacion — emision ocurre entre 200

nm y 1000 nm 6 bien 50,000 cm™ y los 10,000 cm™ respectivamente (23)-

b) Independencia entre longitud de onda de excitacion y emision

Los procesos de relajacion de la energia absorbida provienen desde los
estados electronicos excitados, esencialmente corresponden a una relajacion
vibracional intramolecular (RVI), estos son mucho mas rapidos (del orden de los
de absorcién radiactiva, 107°-10"? s) que los correspondientes a la emisién
foténica, que oscilan entre los 10° s de los procesos permitidos por espin,
fluorescencia, a los tiempos mas largos de los prohibidos por espin,
fosforescencia, que pueden llegar a los minutos o las horas. Esto se debe a la
independencia que coexiste entre la radiacion de emision y la longitud de onda

de excitacion (s).

c) Alta sensibilidad

Esta caracteristica se conoce como “la ventaja de la fluorescencia”, ya que esta,
se puede determinar en soluciones diluidas, que van desde 10™° molar hasta
102 molar, esto se debe a que la radiacién que emitira la sustancia después de
excitar sus moléculas internas, varia en funcion de la cantidad de muestra, es

recomendable hacer lecturas de fluorescencia en soluciones diluidas (23).


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Relajaci%C3%B3n&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Energ%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Estado_excitado&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Relajaci%C3%B3n_vibracional_intramolecular&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Relajaci%C3%B3n_vibracional_intramolecular&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Emisi%C3%B3n_fot%C3%B3nica&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Emisi%C3%B3n_fot%C3%B3nica&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%ADn
http://es.wikipedia.org/wiki/Fluorescencia
http://es.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%ADn
http://es.wikipedia.org/wiki/Fosforescencia
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3.4.1.1.3 Medicién de fluorescenciags

Se define como la determinacion de la intensidad de fluorescencia (radiacion
emitida) con un Espectrofluorometro ajustado bajo ciertas condiciones
especiales.

La instrumentacion basica con la que debe contar un equipo de medicion de
fluorescencia es la siguiente (ver figura N° 10): fuente de radiacion de
excitacion, monocromador de excitacion, filtro de excitacion, celda o cubeta,
filtro de emisiébn, monocromador de emision, tubo fotomultiplicador, ordenador

(detector, amplificador) y ploteador.
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3.4.1.1.4 Factores que afectan la medida de fluorescencia
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<—|Lamp. de Xe

1 Fuente de
radiacion

La medicion de fluorescencia precisa una serie de controles desde la

preparacion de la muestra hasta la calibracion del equipo, siendo la etapa mas

critica, la preparacion de la muestra. Los factores que generalmente afectan la

medicion de la fluorescencia son:
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3.4.1.1.4.1 Naturalezay Rigidez de la molécula

Las sustancias que presentan fluorescencia natural cumplen con la cualidad de
ser muy voluminosas, presentan anillos aromaticos fusionados, incluso una
serie de dobles enlaces conjugados, precisan interacciones 1T enlazante con 1™
antienlazante (11 — 1) (25).

La fusion de anillos aromaticos y/o anillos heterociclicos proporciona cierta
rigidez bidimensional a la molécula lo cual permite que al recibir radiaciéon de
excitacion dicha molécula sufra transiciones electrénicas a niveles superiores
sin desdoblar sus enlaces intramoleculares (ver figura N° 11), de esta manera la
molécula puede emitir el exceso de energia como luz cuantificable en forma de

fluorescencia (i)

N
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Figura N° 11. Fluordforos naturales y su forma de fluorescencia (¢
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3.4.1.1.4.2 Viscosidad del solvente s

El solvente juega un papel importante en el proceso de la medicién de la
fluorescencia, de tal manera que si se utiliza un solvente con muy baja
viscosidad se aumenta la probabilidad de conversidn externa (interaccion
electromagnética entre el fluoréforo y el disolvente en este caso) dando como
consecuencia una disminucion del rendimiento cuantico de la fluorescencia.

De forma analoga si en una determinacién se utiliza un solvente de alta
viscosidad se disminuye la posibilidad de conversion externa y se mantiene un
eficiente rendimiento cuantico de fluorescencia.

3.4.1.1.4.3 Particulas en suspension s

Los solidos en suspension provocan error en la deteccion de la intensidad de
fluorescencia, debido a que las particulas en suspension evitan una libre
disipacion de la radiacion de emisién. Es importante mencionar que para
soluciones que presentan turbidez es dispensable una filtracion exhaustiva.
3.4.1.1.44 Concentracion del analito ;s

La concentracion del analito tiene una incidencia directa sobre la intensidad de
fluorescencia de las soluciones de ese analito. Asi la energia de radiacion
fluorescente F es proporcional a la energia radiante del haz excitado absorbido
por el sistema, dando como consecuencia en un proceso controlado en
condiciones de longitudes de onda de absorcidbn y emisién, resultados
satisfactorios en soluciones de concentracion baja, y resultados no muy

favorables en concentraciones altas de un determinado analito.
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3.4.1.1.45 Arreglo geométrico de la celda o cubetas

El arreglo geométrico de la celda o cubeta tiene dos fundamentos principales:
Angulo igual a 90° y angulos mayores o menores a 90° (ver figura N° 12). Para
poder detectar la intensidad de fluorescencia en soluciones con
concentraciones en los intervalos de (10*?M y 10°M) se utilizara un angulo
igual a 90° respecto al haz de excitacion y el haz de emision.

Angulos inferiores o superiores a 90° son recomendados para soluciones que
presentan de forma constante concentraciones de moderadas a concentradas y
no pueden variarse, también se utilizan arreglos de angulos superiores a 90°
para la cuantificacion de sustancias biolégicas ya que necesitan de un haz de
excitacion mas disperso debido a lo voluminosa que pueden llegar a ser, tal
como en la secuenciacion del ADN. De forma independiente al arreglo que
tenga la cubeta la absorcién y emisién de radiaciéon se dara en un angulo de

90°.

& # &
T N

Figura N° 12. Arreglos diversos de la celda en un Espectrofluorémetro ().
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4.0DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de Estudio (g

-Bibliografico: Se emplearon fuentes de referencia tales como libros de métodos
oficiales de andlisis, publicaciones en revistas cientificas, publicaciones de
entidades de salud, publicaciones de periédicos, documentos oficiales (Normas
técnicas) y tesis de pregrado.

- Experimental: Se emplearon variables para la realizacion del estudio, unas se
mantienen constantes y otras se modifican dependiendo de las condiciones del
método a realizar y exigencias del estudio; generalmente la variable
independiente (cambios manipulados) genera la variacion en la variable
dependiente. EI método a realizar en la presente investigacion, esta basado en
el método 953.17 del AOAC “Determinacion de tiamina en productos de grano”,
en donde las concentraciones de tiamina varian con respecto a la naturaleza de
la(s) muestra(s), dejando de forma constante las condiciones de analisis tales
como tiempo y temperatura de digestion, pH, volimenes de oxidante y solvente.

4.2 Investigacion bibliogréfica

Se realizé por medio de visitas a los siguientes centros de documentacion
bibliografica:

- Biblioteca Central de la Universidad de El Salvador (UES).

- Biblioteca “Dr. Benjamin Orozco” Facultad de Quimica y Farmacia (UES).
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- Unidad Bibliotecaria de la Facultad de Ingenieria y Arquitectura de la

Universidad de El Salvador.

- Biblioteca “P. Florentino ldoate, S.J.” de la Universidad Centroamericana

“‘José Simedn Canas” (UCA).

Biblioteca del Jardin Botanico La Laguna.

Internet.

4.3 Investigacién de campo

Se realiz6 por medio de la verificacion de las marcas y presentaciones de
harinas de maiz nixtamalizado fortificadas comercializadas en los siguientes
establecimientos: Supermercados Selectos® sucursal “La Cafiada”, de ciudad
Merliot, Supermercado Selectos®, sucursal “La Cima”, de San Salvador,
Supermercados Selectos®, sucursal “San Luis”, ubicado en Centro Comercial
San Luis, Supermercado Selectos®, sucursal “Plaza Merliot”, de Ciudad Merliot.
Universo: Harinas de maiz nixtamalizado, fortificadas y comercializadas en El
Salvador, bajo las siguientes marcas: MASARICA®, TORTIMASA®, MINSA®,
DONA BLANCA®, DANY®, DEL COMAL® y MASECA®. En las siguientes
presentaciones: Paquete con 454 g de harina, paquete con 907 g de harina,

paquete con 5 libras de harina y quintal de harina.

Muestra: Del universo de harinas de maiz nixtamalizado fortificadas se tomaron

como muestra de forma dirigida aquellas marcas en la presentacion de 907 g,
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que por simple inspeccidén tienen mayor presencia en la estanteria de los 4
centros de comercializacién. Las marcas que resultaron con mayor presencia
en los supermercados (seleccionados al azar), se presentan en el cuadro N° 9.
(Ver anexo N° 2)

Cuadro N° 9. Harinas de maiz nixtamalizado fortificadas seleccionadas
para realizar la cuantificacion de tiamina

PRODUCTO cODIGO PRESENTACION

Harina defma_i; nixtamalizado HMNE-01-A Paquete de 907 g
ortificada

Harina def?r?iifzicn;gtaamalizado HMNF-02-A Paquete de 907 g

Harina def?r?iifzicnégtaamalizado HVNE-03-A Paquete de 907 g

Harina def?r?iifzicnégtaamalizado HVNE-04-A Paquete de 907 g

Las muestras se adquirieron en cada uno de los 4 centros de comercializacion
seleccionados; una muestra de cada una de las cuatro marcas por centro de
distribucion, obteniendo asi un total de 16 muestras; cuatro muestras por
marca; se tuvo el cuidado de que la presentacion de las muestras fueran
paquetes de 907 g y que cada muestra pertenezca a lotes de produccion
diferentes.

Disefio muestreal: No probabilistico o dirigido ya que no sigue el proceso
aleatorio, y aqui, el investigador opta en funcién de sus objetivos los elementos

que forman en si a la muestra ().
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4.4 Investigacién experimental

La parte experimental, se llevo a cabo en 2 etapas:

- Etapa 1: Preparacion de las muestras para el andlisis.

- Etapa 2: Determinacion cuantitativa de tiamina, basada en el método oficial
del AOAC 953.17 212 edicion; utilizando como equipo de medicién un

Espectrofluorimétro.
4.4.1Determinacion de tiamina

Tiamina en los productos de granos. Método fluorimétrico (rapido)

(Método oficial de la AOAC 953.17 212 edicion) (a).
Fundamento quimico del método (s).

El método estd basado en la oxidacién de tiamina en solucién alcalina a

tiocromo que florece en la luz ultravioleta.

H,C \
Y ¢
KsFe(CN N~ M
N AN o FeCNs /Q\L[/;:&CHzCHzOH
\H, CH, P > 12 HeC” N7 NTTS

Tiamina Tiocromo

Figura N° 13. Proceso de oxidacion de tiamina a tiocromo (s,
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Reactivos (Ver Anexo N° 3)
Equipo

- Tipo de equipo: Espectrédmetro de luminiscencia.

- Fabricante: Perkin Elmer ®

- Modelo: LS - 55.

- Ajustes de calibracion para reproducibilidad efectiva: Solucion de sulfato
de quinina 0,25 pg de sulfato de quinina/mL, Aexcitacisn 370 nm 'y
Aemision 400 nm.

- Ajustes de calibracién para cuantificacién de la tiamina, presente en la

solucion de muestra. Aexcitacisn = 365 NM Y Aemisisn = 435 nm.

Procedimiento (Ver Anexo N° 4)
Estandar
- Estandar USP: Tiamina clorhidrato USP, al 100% P/P de pureza.

- Condiciones del estandar: Anhidro.

Preparacion de la solucion estandar de clorhidrato de tiamina (0,2pug/mL)a)
Diluir 5,0 mL de una solucion de clorhidrato de tiamina cuya concentracion
sea de 10 pg/mL, a 250,0 mL con HCI 0,1N obteniendo una solucion tal que
1,0 mL = 0,2 pg de clorhidrato de tiamina. (Nombrar ésta como solucion
estandar de trabajo). En la figura N°14 se describe la cantidad de estandar

pesado, los volimenes aforados y alicuotas tomadas.
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50 mg de estandar
de tiamina HCI USP.

\4

500,0 mL
10,0 mL 100,0 mL
A
5,0 mL » 250,0 mL

Se obtiene una solucién de concentracion final de 0,2 pg de tiamina HCl USP por
cada 1,0 mL de solucidon del estandar.

Figura N°14. Esquema de dilucion del estandar de clorhidrato de tiamina

Muestra

De ser necesario agregar NaCl a la muestra para facilitar extraccion, agregar

2,5 g de NaCl a la solucién estandar de trabajo, antes de la dilucién final, para

obtener una concentracion final de 5% P/V de NaCl y con esta concentracién de

NaCl se satura por completo la parte acuosa de la mezcla, favoreciendo la

separacion ().

Extraccion (preparacion de la solucion de muestra)

Pesar suficiente muestra para obtener finalmente la solucién del ensayo, con

una concentracion de clorhidrato de tiamina de 0,2 pg/mL (por ejemplo 4,54 g

de harina fortificada por cada 100,0 mL o bien 9,07 g de la misma harina por

cada 200,0 mL de volumen final) y proceder por el siguiente método (ver anexo

NP 4).
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Digestion a 95 — 100 °C:

1) Colocar 4,54 g de muestra de HMNF pesados previamente en balanza
analitica, en un frasco volumétrico de 100,0 mL. Agregar 2,5 g NaCl al final para
obtener una solucion al 5% P/V, lo cual ayuda subsecuentemente en la
separacion de la solucion de ensayo. Mezclar completamente la harina y la sal
con agitacion antes de agregar el HCI 0,1N.

2) Agregar en 2 porciones, con agitacion vigorosa, volumétricamente HCI 0,1N
en la proporcion de 15,0 mL del &cido por 1,0 g de muestra, utilizando parte de
esas fracciones para lavar las paredes del recipiente.

3) Colocar el frasco volumétrico en un bafio de agua previamente calentado
entre 95 — 100°C. En el lapso de 30 minutos que dura el proceso de digestion,
agitar frecuentemente para mantener en fase los sélidos suspendidos, en
intervalos que duren de 5 a 8 minutos.

4) La solucién debe ser distintivamente roja (pH 1,0 — 1,2). Si no es lo suficiente
acida (indica presencia de sustancias basicas en la muestra), agregar HCI 1,0N
en porciones de 1,0 mL hasta lograr la acidez deseada. Anotar la cantidad de
HCIl 1,0N requerido para suplementar al HCI 0,1N. Realizar nuevamente la
digestién con nueva muestra pesada y mezclando las cantidades necesarias de
HCI 0,1N y HCI 1,0N.

5) Enfriar y diluir con HCI 0,1N de tal manera que se obtenga un volumen con

una concentracion de 0,2 pg de tiamina/mL.



75

6) Centrifugar hasta que quede transparente el sobrenadante vy filtrar en papel
conocido como “no adsorbente de tiamina” (se utilizé papel filtro Wathman poro
fino #3). Descartar la primer decima parte del filtrado y nombrar al remanente

del filtrado como “solucién de la muestra en ensayo”.

Oxidacion de la tiamina a tiocromo

Realizar el siguiente procedimiento en cuatro o mas tubos de 40 mL de
capacidad:

Tratamiento del estandar de clorhidrato de tiamina ()

1) Agregar 1,59 de NaCl o KCI y 5,0 mL de la solucion estandar de clorhidrato
de tiamina de concentracion 0.2 pg/mL. La precision de los resultados
dependen de la uniformidad de la técnica que permitira la oxidacién de la
tiamina, la solucion oxidada debe protegerse de la luz ya que podria destruirse
el tiocromo. Utilizar pipeta volumétrica de 3,0 mL y agregar a cada tubo el
reactivo oxidante en un lapso no superior entre 1 — 2 seg.

Colocar la punta de la pipeta conteniendo el reactivo oxidante, en el cuello del
tubo y sostener firmemente de tal manera que el reactivo oxidante no toque las
paredes del tubo. Suavemente rotar el tubo hasta producir un remolino, en ese
momento agregar 3,0 mL del reactivo oxidante.

2) Remover la pipeta y rotar el tubo otra vez hasta que se observe una mezcla
homogénea. Inmediatamente agregar 13,0 mL de alcohol isobutilico, tapar y
agitar vigorosamente un tiempo mayor o igual a 15 segundos.

3) Tratar de la misma manera los tubos restantes.
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4)En 2 o mas tubos de la misma capacidad tratarlos de forma similar,
cambiando la adicién del reactivo oxidante por solucion de NaOH al 15%.

(estos seran los blancos para el estandar)

Tratamiento de la muestra:
1) A cada uno de 4 o més tubos similares a los utilizados en el tratamiento del
estandar, agregar 5,0 mL de solucion de prueba. Tratar los tubos de la misma

manera como en el estandar.

2) Después de haber agregado el isobutanol a todos los tubos, agitar durante 2
minutos, esperar la formacién de 2 capas y pipetear 10,0 mL del extracto de

isobutanol (capa de arriba) en una celda y medir la fluorescencia del tiocromo.

Medida de la fluorescencia del Tiocromo:

El contenido de tiamina de la solucion de prueba ya oxidada es determinado
comparando la intensidad de fluorescencia del extracto de esta solucion con la
fluorescencia del extracto de la solucion estandar oxidada. La intensidad de
fluorescencia es proporcional a la cantidad de tiamina presente y puede
medirse con un fluorimétro calibrado.

Se obtienen resultados satisfactorios en la cuantificacion de la fluorescencia del
tiocromo al ajustar el equipo fluorimétro a 365 nm y 435 nm, maximos de
excitacion y emisién, respectivamente.

Utilizar la solucion estandar de sulfato de quinina (0,25 pg/mL) para mantener la

reproducibilidad del fluorimétro.
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Medir:

a) La fluorescencia del extracto con isobutanol de la solucion de prueba (I).

b) La fluorescencia del extracto con alcohol isobutilico de la solucion de prueba,
que se ha tratado con 3,0 mL de solucion de NaOH al 15% P/V (b). (Esta
solucion es el blanco de la muestra

c) La fluorescencia del extracto de la solucion estandar oxidada (S).

d) La fluorescencia del extracto de la solucion estandar que se ha tratado con
3,0 mL de solucién de NaOH al 15% (d). Esta solucién es el blanco del
estandar.

Calculos

Expresion para determinar los microgramos de tiamina presentes por
cada 5 mL de solucion de muestra. Ecuacién N° 1:

I-b
Z ug de tiamina /5,0 mL de solucién de prueba = ﬁ
En donde:
(1) es la medida de la fluorescencia del extracto con alcohol isobutilico de la
solucion de prueba.
(b) es la medida de fluorescencia del blanco de la muestra

(S) es la medida de la fluorescencia del estandar

(d) es la medida de la fluorescencia del blanco del estandar
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Sera necesario expresar los g de tiamina HCI por cada 5,0 mL de la solucién
de harina fortificada como mg de tiamina HCI por cada Kg de harina fortificada,

haciendo uso del factor de conversion N° 1:

Factor de conversidn para expresar de Ij9’/5 mL & mg/Kg:

Z g de tiamina volumen total en (mL) 1000 g de HMNF y 1mg
5,0 mL de soluciénXX g de muestra de HMNFX 1 Kg de HMNF 1000 ug

Los resultados deberan ser expresados en: mg de tiamina HCI/Kg de harina
fortificada + desviacion estandar.
Con los resultados obtenidos posteriores a la ejecucion del proyecto de
investigacion, se pretende entregar un documento a las autoridades encargadas
del programa de fortificacién de alimentos en El Salvador.
4.4.1.1 Condiciones fisicas y quimicas que permanecieron constantes,
durante el proceso de cuantificacion de tiamina en muestras de
harina de maiz nixtamalizado fortificadas.
- Peso de muestra de HMNF: 4,54 g
- Peso de NaCl sélido para saturar la fase acuosa de la solucion de
muestra de HMNF: 2,5 g
- Temperatura de digestién de la muestra en solucion: 95 — 100°C
- Tiempo de digestion de la muestra en solucion: 30 minutos (agitaciones
cada 6 minutos).
- Temperatura para llevar a volumen la solucion de la muestra de

HMNF: 25 — 30°C.

- Volumen de la solucién de muestra de HMNF: 50,0 mL
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Concentracion final de la solucion de muestra de HMNF: 0,2 ug de
tiamina HCI / mL de solucion de Mx.

pH de la solucién de muestra de HMNF: 1,0 — 1,2

Frecuencia y tiempo de centrifugacion de la solucion de muestra de
HMNF: 3500 — 4000 rpm durante 15 o 20 minutos, respectivamente
segun opalescencia.

Filtracion y papel filtro: Utilizar papel Whatman #3 vy filtrar hasta obtener
una solucion transparente y libre de particulas en suspension.

Alicuota a tomar de la solucion de muestra de HMNF: 5,0 mL.

Peso de NaCl para sobre saturar la solucién de muestra de HMNF: 1,5 g.
Volumen y condicién para adicionar el reactivo oxidante a los 5,0 mL de
la solucion de muestra de HMNF: 3,0 mL, protegiendo de la luz.

Volumen y condicién para adicionar NaOH de concentracion 15% P/V, a
los 5,0 mL de la solucion de muestra de HMNF (blanco de la muestra):
3,0 mL, no proteger de la luz.

Tiempo de agitacion tras la adicion del reactivo oxidante o del NaOH de
concentracion 15% P/V: 45 segundos, con agitador eléctrico.

Solvente de extraccion, volumen del solvente y condiciones: Alcohol
isobutilico; 13,0 mL; debe ser anhidro y calidad reactivo, se agrega
protegiendo de la luz para el caso de la muestra y sin proteccion de la luz

para el blanco de la muestra.
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Tiempo de agitacion tras la adicion del solvente: 1 minuto, con agitador
eléctrico.
Tiempo de separacion de la fase acuosa y la fase isobutilica: 30 minutos

a temperatura ambiente



CAPITULO V

RESULTADOS Y ANALISIS DE DATOS
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5.0 RESULTADOS Y ANALISIS DE DATOS

En este capitulo se detalla la recoleccion, clasificacion, presentacion y discusion
de los resultados obtenidos experimentalmente.
Pesos de muestra.

A continuacion se presenta en la tabla N° 1, los pesos de muestra de HMNF
obtenidos para la posterior preparacion de la solucion de muestra de HMNF.
Los pesos se reportan por marca y por lote, haciendo énfasis, que por cada lote
se realizaron 2 pesadas, a las cuales de una forma arbitraria se les nominé

peso muestra Ay B.

Tabla N° 1. Pesos (en gramos) de las muestras presentadas
por lote y por duplicado

[o]
,D:X Dofia Blanca® MASECA® DANY® Del Comal®
Lote Peso(g) Lote Peso(g) Lote Peso(g) Lote Peso(g)
A | 4,5405 A| 1,5000 A| 4,5406 3 | A] 45400
#1 #31 #le #45 3
B | 4,5406 B| 1,5003 B| 4,5401 ® | B| 4,5403
A | 4,5408 A| 2,5003 A| 45403 @ | Al 45401
#2 #52 #2e #51 <
B | 4,5407 B| 2,5000 B| 4,5408 ® | B| 45411
A | 4,5401 A| 2,5001 A| 45402 o | Al 45409
#3 #65 #3e #54 <
B| 45406 g| 7B B| 45400 S |B| 45402
' 2,5000 : * ’
A | 4,5408 A| 1,5008 A| 4,5400 S | Al 45405
#4 #78 #35 #84 <
B | 4,5407 B| 1,5007 B| 4,5409 ® | B| 45413
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De la marca MASECA® se reportan valores de peso inferiores a 4,54 g debido a
que al realizar el ensayo el equipo espectrometro de luminiscencia, este no fue
capaz de leer la solucion de tiamina en dicha marca, como consecuencia se
fueron analizando pesos de muestra que fueran capaces de sostener valores
constantes en las lecturas de fluorescencia que més adelante se detallan.

5.1 Célculos.

5.1.1Determinacién del volumen de la solucién de muestra.

Los paquetes de harina de maiz nixtamalizado fortificadas que se han tomado
como muestra rotulan en la etiqueta del informe nutricional, que estas
contienen: 2,2 mg de tiamina por cada kilogramo de harina de maiz
nixtamalizado. Partiendo de esta aseveracion y del valor del peso de muestra
de harina de maiz nixtamalizado fortificada que recomienda el AOAC en el
método 953.17 (4,54 g de HMNF) se puede estimar de forma tedrica la cantidad

de tiamina que contiene dicho peso de muestra, segun la siguiente relacion:

1Kg de Mx. de HMNF — 2,2 mg de tiamina HCI
4,54 g de Mx. de HMNF — X pg de tiamina HCI
Escrito de otra forma:
1000 g de Mx. de HMNF — 2200 pg de tiamina HCI
4,54 g de Mx. de HMNF — X pg de tiamina HCI

4,54 g de Mx. de HMNF x 2200 ug de tiamina HCI
1000 g de Mx. de HMNF

X g de tiamina HCI =
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Simplificando unidades y realizando las operaciones indicadas se obtiene:

X pg de tiamina HCI = 9,988 ug de tiamina HCI

Se empled en este ensayo el método del AOAC 953.17 (212 edicion), que exige
qgue la concentraciéon final de clorhidrato de tiamina tanto de la solucion de
muestra como de la solucién de estandar, deba ser 0,2 ug de clorhidrato de
tiamina por 1,0 mL de solucion de muestra y de estandar respectivamente. Esta
afirmacion y la cantidad de clorhidrato de tiamina contenido en el peso de las
muestras de HMNF, permite determinar el volumen de solucién de muestra a
preparar, segun la siguiente relacion:
0,2 ug de tiamina HCI — 1,0 mL de solucién de Mx. de HMNF

9,988 ug de tiamina HCl — X mL de solucion de Mx. de HMNF

9,988 ug de tiamina HCI x1,0 mL de solucion de Mx.

X mL de solucion de Mx.= 0.2 ug de tiamina HCI

Simplificando unidades y resolviendo las operaciones indicadas se obtiene:

X mL de soluciéon de Mx.= 49,94 mL = 50,0 mL de solucion de Mx. de HMNF.

El resultado anterior permite inferir que: Por cada 4,54 g de muestra de HMNF
hay un equivalente de 9,988 ug de clorhidrato de tiamina, que al diluirse a un
volumen de 50,0 mL con HCI 0,1N, se obtienen 50,0 mL de una solucion cuya
concentracion sera de 0,19976 ug (=0,2 ug) de tiamina HCI por cada 1,0 mL de

esa solucion.
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A partir de los calculos antes expuestos, las condiciones de concentracion, peso

y volumen establecidas para el desarrollo de la parte experimental fueron:

- Peso de muestra de HMNF: 4,5400 g
- Volumen de la solucién de muestra de HMNF: 50,0 mL

- Concentracion de la solucién: 0,2 pg de tiamina HCI / mL de solucién de Mx.

5.1.2Cuantificacion de la clorhidrato de tiamina en las muestras de HMNF.

Para cuantificar la cantidad de tiamina presente en las muestras de HMNF,
inicialmente se utiliza la ecuacién N°1 expresion que indica la cantidad (en pg)
de clorhidrato de tiamina presente por cada 5,0 mL de la solucion de muestra
de HMNF.

Para poder comparar los resultados obtenidos en el ensayo con el valor de la
NSO 67.03.02:03., es necesario realizar la conversion de Z pg de tiamina/ 5,0
mL de solucién a Z mg de tiamina/Kg de muestra de HMNF, segun la expresion
(Ecuacién N° 2):

Z ug de tiamina volumen de la solucién muestra (mL) 1000 g de HMUNF 1 mg
5 mL de soluciénx g de muestra de HMNF diluida X 1 Kg de HMNF 1000 pg

Los resultados obtenidos deben de expresarse como Z mg de tiamina/ Kg de
muestra de HMNF + desviacion estandar.

A continuacion en la tabla N° 2, se especifican los valores de las intensidades
de fluorescencia, por duplicado y por marca, de cada una de las soluciones de
muestra. En la tabla N° 3, se especifican los valores de las intensidades de

fluorescencia para los blancos de muestra, por lote y por marca, finalmente en
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la tabla N° 4, se especifica el valor de las intensidades de fluorescencia del

estandar de clorhidrato de tiamina asi como de los blancos del estandar.

Todos los datos reportados en las tablas N°2, N°3 y N°, son valores
correspondientes a lecturas directas del equipo Espectrémetro de
Luminiscencia, marca Perkin-Elmer® modelo LS-55, utilizado en la parte

experimental.

Es importante recalcar que los pesos mostrados en la Tabla N°1 se realizaron
en duplicado A y B por cada lote en cada marca. Asi mismo, para los
duplicados A y B de los pesos de las muestras, se realizaron lecturas de
fluorescencia por duplicado, teniendo para el duplicado A las lecturas A; y A,
de manera analoga para el duplicado B las lecturas B; y By, tal como se

muestran en la tabla N°2
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Tabla N° 2. Valores de las intensidades de fluorescencia de las soluciones de
muestras, presentadas por lote y por duplicado

Ne | [ DofmaBlanca® | | MASECA® | | DANY® | | Del Comal®
Mx
Lote Intensidad Lote Intensidad Lote Intensidad Lote Intensidad
A1 894,603 M| 684,266 ~ 1 903,653 - A1 788,921
A | 878,081 A | 660,511 A | 875,020 < | ~ | 735,111
#1 #31 |5 #le #45 Nl
|1 926,736 + | 743,097 ' 1 933,577 S| * | 787,783
B: | 870,080 B: | 714,338 B: | 871,188 ® | 8 | 737,136
~ 1 860,974 ~ 1 999,055 A 1922630 o A | 875,652
A | 876,693 A | 999 055 A | 899 444 % | ~ | 881,873
#2 #52 #2e [ #51 | Y &
816,456 999,055 859,484 10 834,546
B: | 927,591 B: | 999,055 B: | 800,234 ® | B | 888,582
A1 817,704 A | 955,022 "1 996,779 o A1 796,683
A | 811,342 A | 883,961 A | 979,654 r~ | ~ | 756,797
#3 | | #65 5 #3e 5 #54 5 I
795,422 948,190 996,779 10 811,071
B: | 791,902 B | 963,133 B | 996,779 ® | B | 795843
A A Ay As
891,585 609,794 846,477 o 726,845
A | 818,396 A | 667,048 A | 822 856 % | A | 761,845
#a | | #78 5 #35 5 #84 4 3 s
864,870 581,714 850,664 Q 728,841
B: | 827,004 B: | 556,336 B | 795,386 ® | B | 747481

A , A B yB sonlos valores de Tas intensidades obtenidas a partir de Tas Tecturas de fluorescencia por duplicado de

la solucién de muestra.

Tabla N° 3. Valores de las intensidades de fluorescencia de los blanco de

muestra
Ne Dofia Blanca® MASECA® DANY® Del Comal®
Mx Lote | Intensidad Lote | Intensidad Lote | Intensidad Lote | Intensidad
#1 | #31 | 284,346 | | #le | 91,922 | | #45 | 220,744 | | #04-14-1 | 233,226
#2 | #52 | 275,01 | | #2e | 150,895 | | #51 | 236,475 | | #05-09-3 | 169,980
#3 | #65 | 270,211 | | #3e | 203,073 | | #54 | 218,158 | | #05-17-2 | 211,582
4 | #78 | 298,801 | | #35 | 121,537 | | #84 | 237,022 | | #06-09-2 | 201,103
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Tabla N° 4. Valores de las intensidades de fluorescencia de las soluciones
estandar de clorhidrato de tiamina y blancos de estandar

Solucién Estandar de tiamina  Solucién blanco de Estandar
HCI (0,2 pg/mL)
Lectura Intensidad | Lectura | Intensidad |

L, 618,257
L 618,164 | L. | 15711 |
Ls 618,133
L, 618,164 | L, | 15,708 |
Ls 617,255
Le 618,232 | Ls | 15713 |
L, 618,023

Promedio (S)| 618,0325 Promedio (d) | 15,7106

Desviacion & | + 0,351065 Desviacion & | £ 0,002516

Todas las intensidades de fluorescencia presentadas en las tablas N° 2 y N° 3
se utilizan directamente en la (Ec. 1). En los datos de la tabla N° 4 se utilizara el
promedio tanto de la intensidad de fluorescencia de la solucién estandar como
de la intensidad del blanco del estandar.

A continuacion en la tabla N° 5, se presenta por marca y por lote, la cantidad de
clorhidrato de tiamina (Z pg) por cada 5,0 mL de solucion de muestra,
explicando de forma detallada el célculo de estas cantidades a partir de la (Ec.

1) y de los datos de las tablas N° 2, N° 3y N° 4,
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Ejemplo:

Para la Mx.1, de la marca Dofia Blanca®, en la tabla N° 2 se verifica el lote #31
y se observa que el duplicado A, proporciona una lectura de intensidad de
fluorescencia para la solucién de muestra (variable | en la Ec. 1) de (878,981),
seguln la tabla N° 3 para el lote #31 de la marca Dofia Blanca® el valor de la
intensidad de fluorescencia para el blanco de la muestra (variable b en la Ec. 1)
fue (284,346). Mientras que los valores de intensidad de fluorescencia para la
solucion de estandar de clorhidrato de tiamina (viable S en la Ec. 1) y blanco del
estandar (variable d en la Ec. 1) estan dados por los promedios mostrados en la
tabla N° 4, respectivamente. El calculo se desarrolla sustituyendo las variables
(I, b, Sy d. Ver paginaN° 14) de la (Ec. 1):

Z ug de clorhidrato de tiamina | - b
5 mL de solucion de Mx.oxidada S-d

|

Z |g de clorhidrato de tiamina _ 878,981 - 284,346
5 mL de solucion de Mx.oxidada 618,0325 - 15,7106

}

Z ug de clorhidrato de tiamina
5 mL de solucién de Mx.oxidada

=0,987237

Siendo estos los pg de clorhidrato de tiamina encontrados en los 5,0 mL de la
solucion de muestra de harina Dofa Blanca, para el peso duplicado A, del

lote #31.
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Tabla N° 5. Cantidad de clorhidrato de tiaminia presente en cada 5.0 ml de solucion
de muestra, presentadas por marcay por lote

Ne | [ DofaBlanca® | | MASECA® | | DANY® | Del Comal®
Mx
Lote Zug/5.0mL Lote Zug/5.0mL Lote Zug/5.0mL Lote Zug/5.0mL
A11,01317 A 10,98343 A11,13379 o | ™| 0,922587
A | 0,98723 A | 0,94399 A | 1,08625 < | ~ | 0,833250
#1 #31 5 #le 5 #45 < 5
| 1,06652 * 11,08110 +11,18347 S | * | 0,920698
B: | 0,97245 B | 1,03336 B | 1,07989 | B | 0,836612
~10,97284 A1 1,40815 A 11,13918 o A 11,171585
| 0,99893 A | 1,40815 A | 1,10068 % | A |1,181914
#2 #52 B, #2e B #51 B, ; B
0,89893 1,40815 1,03434 10 1,103340
B: | 1,08344 B | 1,40815 B | 0,03597 | B | 1,193052
"1 0,90897 Al 1,24841 A 11,29269 N A 10,971408
| 0,89840 A | 1,13043 A | 1,26426 ~ | ~ | 0,905188
#3 #65 B, #3e B #54 B . B
0,87197 1,23707 1,29269 10 0,995296
B | 0,86613 B: | 1,26188 B: | 1,29269 | B | 0,970014
"10,98416 A 10,81062 A 11,01184 o A 10,872858
" e ~ | 0,86265 s A | 0,90568 - A | 0,97262 % | # | 0,930967
® | 0,93981 ® 1 0,76400 ®11,01879 Q| | 0,876172
B: | 0,87694 B | 0,72187 B | 0,92701 ® | B | 0907119

Al, A2, Bly 82 son los valores de Tos céalculos obtenidos a partir de Tas lecturas de fluorescencia por duplicado de Ta

solucion de muestra.
Los valores de la tabla N° 5 deben ser expresados en Z mg de clorhidrato de
tiamina por Kg de muestra de HMNF, para lo cual se hace uso del factor de

conversiéon dado por la expresiéon (Factor de conversion N°1):

Z ug de tiamina volumen de la soluciéon muestra (mL) 1000 g de HMNF x 1mg
X X
5 mL de solucién g de muestra de HMNF diluida 1 Kg de HMNF 1000 ug

En la tabla N° 6, se hace referencia a los valores expresados en mg de tiamina

por cada Kg de muestra * la desviacion estandar por marca y por lote.
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Ejemplo:

Para la Mx.1, de la marca Dofia Blanca®, en la tabla N° 5 se verifica el lote #31,
se observa que el duplicado A, reporta 0,98723 ug de clorhidrato de tiamina por
cada 5,0 mL de solucién de muestra. En la tabla N°1 para la misma marca y el
mismo lote, el peso del duplicado A que se reportdé fue de 4,5405 g.
sustituyendo estos valores en la expresion (Factor de conversion N°1) se

obtiene el siguiente resultado:

Z ug de tiamina volumen de la solucién muestra (mL) 1000 g de HMNFx 1mg
5 mL de soluciénx g de muestra de HMNF diluida X 1 Kg de HMNF 1000 pg

l

0.98723 g de tiamina 50.0 mL de sIn. de muextra 1000 g de HMNF N 1 mg de tiamina
5.0 mL de solucién X 4.5405 g de HMNF X 1 Kg de HMNF 1000 pg de tiamina

l

49361,5 mg de clorhidrato de tiamina
22702,5 Kg de HMNF

l

2,1742 mg de clorhidrato de tiamina
Kg de HMNF
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Tabla N° 6.Valores del contenido de clorhidrato de tiamina (mg) por kg de

HMNF
Dofia Blanca® | MASECA® | | DANY® | Del Comal®
#Mx. | mg/Kg # MX. mg/Kg # MX. mg/Kg # MX. mg/Kg
1 2,231415 1 6,556227 1 2,497013 1 2,032131
2 2,174292 2 6,293300 2 2,392318 2 1,835353
3 2,348858 3 7,205944 3 2,606715 3 2,027836
4 2,141699 4 6,887695 4 2,378569 4 1,842636
5 2,142445 5 5,631926 5 2,509047 5 2,580528
6 2,199918 6 5,631926 6 2,424264 6 2,603278
7 1,979719 7 5,632601 7 2,277892 7 2,429675
8 2,386068 8 5,632601 8 2,061258 8 2,627233
9 2,002093 9 4,993468 9 2,847229 9 2,139243
10 | 1,978829 10 4,521573 10 2,784607 10 1,993412
11 | 1,920400 11 4,948296 11 2,847354 11 2,192186
12 | 1,907529 12 5,047532 12 2,847354 12 2,136501
13 | 2,167381 13 5,401282 13 2,228727 13 1,922384
14 | 1,899782 14 6,034648 14 2,142347 14 2,050362
15 | 2,069749 15 5,090990 15 2,243594 15 1,929343
16 | 1,931298 16 4,810230 16 2,041487 16 1,99748
Estadisticos Estadisticos Estadisticos Estadisticos
X 2,092 mg/Kg X 5,645 mg/Kg X 2,445 mg/Kg X 2,146 mg/Kg
15 0,155 mg/Kg 15 0,773 mg/Kg 15 0,277 mg/Kg 5 0,268 mg/Kg
cv | 7,41% cv | 13,70% cv | 11,36% cv | 12,50%
Limite de confianza Limite de confianza Limite de confianza Limite de confianza
Ll 2,0245 mg/Kg Ll 4,5215 mg/Kg Ll 2,0414 mg/Kg Ll 1,8353mg/Kg
Ls | 2,1606 mgig LS 7,2059 mgikg L.S 2,847 3 mgixg L.S 2,627 2mgikg

% (Media muestral), © (desviacion estandar para n<30), C.V (coeficiente de variabilidad), L.T (Limite inf.), L.S (Limite sup.)

Los valores de los contenidos de tiamina reflejados en la tabla N° 6 estan

expresados en mg de tiamina/Kg de HMNF esto permite una comparacion entre

esos valores y el valor establecido en la NSO 67.03.02:03. Harinas. Harina de

maiz, el cual es de 2,2 mg de tiamina/Kg de HMNF.
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En la figura N° 15 se puede observar la comparacion entre los valores de mg/Kg
obtenidos en las 16 lecturas realizadas a cada marca en estudio y el valor
normado, dicho valor normado se representa en la grafica por una linea
horizontal verde, en donde se va a interpretar que todo resultado obtenido que
esta sobre y arriba de la linea horizontal cumple con la norma, de forma
analoga todo valor debajo de la linea horizontal se entendera como un

incumplimiento a la NSO

Contenido de tiamina en mg/Kg de HMNF Contenido de tiamina en mg/Kg de HMNF
para Dofia Blanca® para DANY®
3 q -
£ 28 - 5 23 ] tete
5 26 - 2261 4, ® *
T i * hd " T 17 *7 ¢, PP
o :—"—Q—.  * 4 r - [ + *
2 13 ¢t T 25
g 16 i 16
14 14 -
213 £ 17 ]
£ o0s ] £ 03
; 0,6 T ‘a '0,5 4
1k 18
g PO T T T T T T T T T T T T T T T 1 ? ’0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0123 4567 8 910111213141516 012 3 456 7 8 9 10111213141516
Mimero de muestra Nimero de muestra
Contendo de tiamina en mg/Kg de HMNF Contenido de tiamina en mg/Kg de HMNF
para Del Comal® para MASECA®
w 3 w 1,6 7
z 2,8 -
5 26 - "R IR s 7 e
: 39 hd 141 % R
) 1 & * v v & T 5,8 -
5?1,3- * . * » P # ] * 49 *
B 16 Y ¢ o *,
1,4 - 4,6 *
E 1,2 E a -
5 o,% . £ o34
2 08 3 28 7
g 02 - 2 ::
[i] — T T T T T T T T T T T T T 1,6 T T T T T T T T T T T T T T
012 3 456 7 8 910111213141516 0123 4567 8 910111213141516
Mumero de muestra Mimero de muestra

Figura N° 15. Comparacién de los valores en mg/Kg obtenidos en las
16 lecturas de cada muestray el valor establecido en la
NSO 67.03.02:03. Harina. Harinas de maiz.
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Podemos inferir al analizar los datos reflejados en la figura N° 15, que la marca
MASECA® y DANY® presentan una tendencia a superar o igualar el valor de mg
de tiamina por kilogramo de harina de maiz nixtamalizado y fortificada
establecido en la NSO 67.03.02:03, a diferencia la marca Del Comal® y Dofia

Blanca® presentan una tendencia a valores inferiores al valor normado.

5.2 Andlisis de Varianza. ANOVA (simple).
En la tabla N° 7 y en el anexo N° 6 se muestran los resultados de la prueba
estadistica “ANOVA”, dicha prueba hace referencia a la variacién significativa

gue existe entre los lotes de produccion en una misma marca de HMNF.

Se utilizé el software STATGRAPHICS Centurién XV® para obtener
informacion acerca de la diferencia significativa que existe entre las varianzas
de los valores del contenido de tiamina en los lotes de las marcas de HMNF,
evaluando los datos a un nivel de confianza del 95%. El anadlisis de los lotes de

las marcas estudiadas se presenta en el anexo N° 5.

ANOVA descompone la varianza de los valores del contenido de tiamina en
dos componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-
grupos. La razon-F, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado

dentro-de-grupos.



Tabla N° 7. Resultados de la prueba ANOVA

Varianza Varianza Valor
Marca entre dentro de Razoén F
grupos grupos P
DANY® 0,326779 0,0148397 22,02 0
DEL COMAL® 0,328664 0,00776173 42,34 0
gl?ﬂl\\ll\'IACA@ 0,0664386 0,0134937 4,92 0,0186
MASECA® 2,50034 0,12292 20,34 |0,0001

Las estimaciones se han trabajado bajo un nive

de confianza del 95%

95

La tabla N° 7 expresa en los resultados de la prueba ANOVA que las 4 marcas

de HMNF en estudio, presentan una variacién significativa entre los lotes de

una misma marca respecto a los valores que reflejan el contenido de tiamina en

dichos lotes. Esto se debe a que el valor p de la prueba F es menor a 0,05.

Cabe mencionar que se realiz6 una prueba que verifica los resultados emitidos

por el ANOVA, la cual se denomina “prueba de multiples rangos”, en esta

prueba se identifican los lotes que presentan una variacion significativa en el

contenido de tiamina. La prueba se fundamenta en el célculo de la diferencia

minima significativa de Fisher 6 LSD (low significative difference), los resultados

se presentan en la tabla N° 8.



Tabla N°8. Resultados de la prueba de multiples

rangos
Marca Lotes de + Limites Valor
de HMNF Comparacion - LSD
#45 - #54 0,18768 -0,362982
% #45 - #84 0,18768 0,304615
< #51 - #54 0,18768 -0,513521
#54 - #84 0,18768 0,667597
#04-14-1 - #05-09-3 0,135733 -0,62569
o #04-14-1 - #05-17-2 0,135733 -0,180846
2 § #05-09-3 - #05-17-2 0,135733 0,444843
© #05-09-3 - #06-09-2 0,135733 0,585284
#05-17-2 - #06-09-2 0,135733 0,140441
o #31 - #65 0,178966 0,271853
’§ E #31 - #78 0,178966 0,207013
@ #52 - #65 0,178966 0,224825
. #le - #2e 0,540153 -1,85807
é #le - #3e 0,540153 -0,754546
2 #2e - #35 0,540153 1,4015
= #2e - #3e 0,540153 1,10353
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La tabla N° 8 esta constituida por 4 columnas de datos. De izquierda a derecha

columna #1 hace referencia al nombre de la marca de HMNF en estudio.

Columna #2 se refiere a la comparacion por parejas de lotes que presentan

diferencia significativa en cada marca.

Columna #3 hace referenia al intervalo de variacion permisible entre lotes para

una marca especifica, dicha variacion viene dada en funcion de los datos

presentados en la tabla N° 6, los limites de estos intervalos de variacidon son
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valores reales que estan separados a la izquierda y a la derecha del cero de
forma simétrica, cada intervalo estipulado es Unico y repetitivo en cada marca
analizada.

Columna #4 de la tabla N° 8 expresa el valor de la diferencia minima

significativa de Fisher o LSD.

La LSD se obtiene comparando por parejas los valores de las medias
aritméticas de los mg de tiamina por Kg de HMNF presentadas en cada lote de
produccién dentro del andlisis de una misma marca (ver anexo N° 5), aludiendo
como variacion significativa aquellos valores de LSD que estén fuera de los

limites permisibles estipulados en la columna 3 de la tabla N°8.

El Software STATGRAPHICS Centuriéon XV® realiza la comparaciéon entre
parejas haciendo una resta de las medias entre los lotes que conforman el

estudio de una marca estipulada.

Por lo tanto se puede inferir que las comparaciones entre lotes de las marcas
DANY®, Dofia Blanca®, MASECA® y Del Comal® presentadas en la tabla N° 8
indican que durante el proceso de manufactura de las HMNF de las marcas
antes mencionadas no se estan adicionando las cantidades de tiamina HCI
declaradas en la etiqueta de informacion nutricional de los empaques primarios
de dichas harinas, o bien durante el proceso de almacenamiento de estas no se
estdn tomando las medidas necesarias y/o adecuadas para evitar la

degradacion de la tiamina.



CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

Los lotes de produccion analizados de las marcas de harina de maiz
nixtamalizado y fortificadas DANY®, Del Comal®, Dofia Blanca® vy
MASECA®, presentan una variacién significativa entre si, lo cual puede
deberse a diversos factores intervinientes tales como: Temperatura de
almacenamiento, contenido de humedad, presencia de metales que
aceleren el proceso de descomposicion de la tiamina y pH del medio;
esencialmente estos aspectos pueden ser los causantes directos de la
degradacion de la tiamina durante su almacenamiento tanto como producto
a granel como en anaquel, esto da como resultado el reporte de una
cantidad de tiamina inferior a la rotulada en el empaque primario del
producto terminado de las harinas de maiz nixtamalizado y fortificadas de

las marcas antes mencionadas.

En general los valores de las medias que representan el contenido de
tiamina en los lotes de cada marca analizada presentan coeficientes de
variabilidad inferiores al 10%, lo cual permite inferir que las medias tienen
una alta representatividad, por ende los valores individuales que reflejan el
contenido de tiamina por cada lote en cada marca no presentan variabilidad

entre si.
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6.3 Las marcas MASECA® y DANY® presentan una tendencia a igualar o
superar el valor de miligramos de tiamina por cada kilogramo de harina de
maiz nixtamalizado y fortificada expresado en la NSO 67.03.02:03 el cual es
de 2,2 mg de tiamina por cada kilogramo de HMNF, por lo que se infiere

gue cumplen con lo establecido en la NSO 67.03.02:03.

6.4 Las marcas Del Comal® y Dofia Blanca® presentan una tendencia a valores
inferiores al estipulado en la NSO 67.03.02:03, lo cual permite inferir que las
marcas de HMNF Del Comal® y Dofia Blanca®, no cumplen con la NSO

67.03.02:03 Harinas. Harina de maiz nixtamalizado.

6.5 Los resultados de las diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher
obtenidas en la prueba de multiples rangos sugieren que la marca Del
Comal® presenta una alta variabilidad en los lotes de produccién analizados
(#04-14-1, #05-09-3, #05-17-2 y #06-09-2) en cuanto al contenido de
tiamina rotulado en la etiqueta del informe nutricional, obteniéndose
diferencias significativas en 5 de 6 comparaciones entre pares de lotes de
los antes mencionados, estas diferencias significativas exceden los valores
limites de variabilidad (Limite inferior -0.135733 limite superior +0.135733)

para esta marca.
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Los resultados de las diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher
obtenidas en la prueba de mdltiples rangos sugieren que las marcas
MASECA® y DANY® presentan una variabilidad inferior a la presentada en
la marca Del Comal® en los lotes de produccion analizados (#1e, #2e, #3e
y #35 para MASECA® y #45, #51, #54 y #84 para DANY®) en cuanto al
contenido de tiamina rotulado en la etiqueta del informe nutricional del
empaque primario de dicha marca, obteniéndose diferencias significativas
en 4 de 6 comparaciones para ambas marcas entre pares de lotes de los
antes mencionados, estas diferencias significativas exceden los valores
limites de variabilidad (Limite inferior -0,540153 limite superior +0,540153)
para marca MASECA® y (Limite inferior -0,18768 limite superior +0,18768)

para marca DANY®.

Los resultados de las diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher
obtenidas en la prueba de mdltiples rangos sugieren que la marca Dofia
Blanca® presenta una baja variabilidad en los lotes de produccién
analizados (#31, #52, #65 y #78) en cuanto al contenido de tiamina rotulado
en la etiqueta del informe nutricional del empaque primario de dicha marca,
obteniéndose diferencias significativas en 3 de 6 comparaciones entre
pares de lotes de los antes mencionados, estas diferencias significativas
exceden los valores limites de variabilidad (Limite inferior -0,178966 limite

superior +0,178966) para esta marca.



CAPITULO VII

RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

7.1 Revisar, constantemente y periodicamente el contenido de tiamina en las
harinas de maiz nixtamalizado y fortificadas comercializadas en El

Salvador.

7.2 Implementar controles en proceso mas rigurosos durante la produccion
de harinas de maiz nixtamalizado y fortificadas, para evitar que la
tiamina adicionada en las mezclas fortificantes se exponga de forma
prolongada a la luz, excesos de temperatura, humedad o cambios de pH,
ya que con esto se estaria garantizando que la mayor parte de la tiamina

adicionada no tendra la tendencia a descomponerse.

7.3 Evaluar si el contenido minimo de tiamina que se le agrega a la mayor
parte de harinas de maiz nixtamalizado y fortificada, cumple con las

exigencias cotidianas de las personas, respecto a este micronutriente.

7.4 Evaluar nuevas técnicas o0 mezclas adecuadas para incrementar el
contenido de tiamina en los vehiculos para fortificar, especialmente en
las harinas de maiz nixtamalizado fortificadas comercializadas en El

Salvador.
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7.5 Verificar las buenas condiciones de almacenaje de las harinas de maiz
nixtamalizado fortificadas para que cumpla con: estar protegidos de la
luz, de la humedad, de los cambios a temperaturas elevadas, a la
humedad y a las variaciones en el pH. Desde que se encuentra como

producto a granel hasta acondicionarse como producto terminado.

7.6 Controlar las condiciones de luz durante la determinacion de tiamina en
harinas de maiz nixtamalizado y fortificadas por el método fluorimétrico
del tiocromo, debido a que el tiocromo es un derivado de la tiamina que

es sensible a la luz.
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ANEXOS



ANEXO N° 1

APARTADO N°8 DE LA NORMA SALVADORENA OBLIGATORIA.
NSO. 67.03.02:03 HARINA. HARINA DE MAIZ NIXTAMALIZADO

8. Fortificacion

La fortificacion de la harina de maiz nixtamalizado se debe hacer en base a la
siguiente tabla:

Tabla A. Niveles Minimos

MICRONUTRIENTES NIVEL MINIMO
(mg/kg de harina)
Hierro 25,0
Niacina 25,0
Tiamina (vitamina B,) 2,2
Riboflavina (Vitamina B,) 1,4
Acido félico 0,8

El hierro se adicionara como fumarato ferroso. Se podra utilizar otro compuesto
de hierro que tenga mayor biodisponibilidad que los anteriores, y no afecte las
caracteristicas tecnolégicas de la harina de maiz nixtamalizado, demostrado por
investigaciones cientificas y avalado por el Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social.

8.1 NIVELES DE ADICION

Para cumplir con los niveles de fortificacion especificados en la Tabla B, se
debe utilizar una o varias mezclas fortificantes, de manera que luego de la
mezcla recomendada, los niveles de adicion de micronutrientes en la harina sea
como sigue:

Tabla B. Niveles de adicion

MICRONUTRIENTES NIVEL DE ADICION
(mg/kg de harina)
Hierro 27,30
Niacina 30,50
Tiamina (vitamina By) 3,30
Riboflavina (Vitamina B5) 2,20
Acido félico 0,92




ANEXO N° 2

TABLA DE VERIFICACION DE MUESTRAS Y SU RESPECTIVA

CODIFICACION

Presentacién

Producto Marca Caodigo 4543 907g 5Lb ouna

Harina de maiz ®

nixtamalizado MASECA HMNF-01-A v

. (01)

fortificada

Harina de maiz Dofa

nixtamalizado Blanca® HMNF-02-A v
fortificada (02)

Harina de maiz Del

nixtamalizado Comal® HMNF-03-A v
fortificada (03)

Harina de maiz ®

nixtamalizado D,(6\0N4;( HMNF-04-A v

fortificada




ANEXO N° 3.

DETERMINACION DE TIAMINA
PREPARACION DE REACTIVOS



DETERMINACION DE TIAMINA

Preparacion de Reactivos (3

- Solucion de hidroxido de sodio al 15% P/V:
Disolver 15,0 g de hidroxido de sodio en agua libre de CO, suficiente para

preparar 100 mL de solucion.

- Solucion de ferricianuro de potasio 1% P/V:
Disolver 1,0 g de ferricianuro de potasio en agua suficiente para preparar 100

mL de solucion. (Reactivo de preparacion reciente)

- Reactivo oxidante:

Mezclar 4,0 mL de la solucion de ferricianuro de potasio al 1%P/V con un
volumen suficiente de solucién de hidroxido de sodio al 15%P/V para preparar
100,0 mL de solucién oxidante.

Usar la solucion oxidante dentro de las 4 horas siguientes, a partir de la

preparacion.

- Alcohol isobutilico:
Redestilar alcohol isobutilico en un aparto destilador de vidrio. Utilizar el

producto redestilado como anhidro.



- Solucion stock de sulfato de quinina:

Preparar la solucién stock disolviendo 10,0 mg de sulfato de quinina en
suficiente acido sulfarico 0,1 N para preparar 1 L de solucién stock. Almacenar
en recipientes adecuados resistentes a la luz.

La solucion de sulfato de quinina es utilizada para mantener la reproducibilidad

del fluorimétro.

- Solucion estandar de sulfato de quinina:

Diluir 1 volumen de solucion stock de sulfato de quinina con 39 voliumenes de
acido sulfarico 0,1 N. La solucion es fluorescente en el mismo grado como lo
hacen los extractos con isobutanol, de tiocromo obtenido de 1 ug de clorhidrato

de tiamina. Almacenar en recipientes adecuados resistentes a la luz.

- Soluciones estandar de clorhidrato de tiamina.

Solucién stock de clorhidrato de tiamina (100 pg/mL).

a) Pesar entre 50,0 mg del estandar de referencia de clorhidrato de tiamina que
se ha secado de forma constante en un desecador sobre anhidrido fosforico.

b) Disolver en alcohol al 20% (ajustado a pH 3,5 - 4,3 con HCI), y diluir a
500,0 mL con el alcohol acidificado.

c) Adicionalmente, agregar suficiente alcohol acidificado para obtener
exactamente la concentracion de 100 pg clorhidrato de tiamina/mL.

Almacenar en recipientes adecuados resistentes a la luz.



Solucién intermedia (10 pg/mL).
a) Diluir 10,0 mL de la solucion stock a 100,0 mL con alcohol al 20% V/V
acidificado (ajustado a pH 3.5-4.3 con HCI).

b) Almacenar en recipientes adecuados resistentes a la luz.

Solucién de trabajo (0,2 pg/mL).
A 5,0 mL de la solucion intermedia adicionarle 50 mL de solucién de HCI 0,1N,
digerir levemente, y diluir a 250 mL con HCI 0,1N. Preparar la solucion de

trabajo de forma reciente para cada ensayo.



ANEXO N° 4

MARCHA ANALITICA ILUSTRADA



llustracién de la marcha analitica seguida a lo largo del desarrollo de la
parte experimental.

26/06/2008 9:18 am

Figura N°1. Seleccién de la muestra

26/06/2008 9:19 am

Figura N°2. Etiquetado de las muestras



26/06/2008 9:25 am

Figura N°3. Traslado de las muestras al laboratorio

we 06:6 800Z/90/92

Figura N°4. Toma de la muestra
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26/06/2008 9:49 am

Figura N°5. Toma de la muestra: (4,5400 g)

we §G:6 800Z/L0/L0

Figura N°6. Pesada del cloruro de sodio: 2,5g
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Figura N°8. Adicion del HCI previo a la digestion



01/07/2008 10:36 am

Figura N°9. Adicion de HCI

we |1:0L 800Z/20/L0

Figura N°10. Adicién de HCI en 3 porciones de 15,0 mL cada una



il
Figura N°11. Digerir durante 30 minutos: (entre 95 — 100 °C)

5/06/2008 10134 am /
® y

Figura N°12. Durante la digestion agitar ocasionalmente las soluciones:



Figura N°13. Posterior a la digestion enfriar las soluciones a temperatura
ambiente

Figura N°14. Posterior al enfriamiento aforar a 50,0 mL con HCI



25/06/2008 11:57 am

Figura N°16. Centrifugar las soluciones durante 20 minutos a 4,000 RPM



Figura N°17. Filtrar con papel adecuado

25/06/2008 12:33 pm

Figura N°18. Filtrar hasta obtener claridad



Figura N°19. Centrifugar nuevamente si la filtracion no es del todo
transparente
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02/07/2008 1:07 pm

Figura N°20. Preparar tubos con 1.5 g de NaCl para saturar la fase acuosa
de la mezcla por preparar
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Figura N°21. Pipetear 5,0 mL del filtrado transparente de la solucién de
muestra de HMNF

Figura N°22. Tubos c/u con 5,0 mL del filtrado de la solucion de muestra
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Figura N°23. Preparacion del blanco de la muestra
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Figura N°24. Blanco del Estandar



Figura N°25.
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Figura N°26. Adicién de los 3,0 mL de la mezcla oxidante a la Mx.



02/07/2008 4:06 pm

02/07/2008 4:06 pm

Figura N°27. Equipo para Espectrémetro de luminiscencia Perkin Elmer®
modelo LS - 55



ANEXO N° 5

ANALISIS DEL CONTENIDO DE TIAMINA
POR LOTE Y POR MARCA
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ANEXO N°6

ANALISIS DE VARIANZA O ANOVA



ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA SIMPLE) MARCA DANY®
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FEHEBED ‘2R @ BEEYRESEEN S 9472 @

ﬁ Libro de D atos E] I:E ] dlﬂc <-:-' & é.‘_‘ W Etiqueta:| 4 FiIa:| 4

’ Statddvisor

ﬁ StaiGallery Tabla ANOVA para TIAMINA por LOTE

ﬁ SsReparter Fuenta Suma de Cuadradas | | Cuadrade Medio | Razon-F Valar-F

Entre grupos  |0,980336 3 (0,326779 22,02 0,0000

! Comentarioz del StatFolic Tntra arupos 0178076 12 [0.0148397

ANDYA Simple- TIBMIN| [Toal (Corr)  |1.15841 15

Andlisis de Bl StatAdvisor

Varianza Latabla ANOVA descompone la vananza de TLAWINA en dos componentes: un componente entre-grupos v un
para los lotes _,\>componente dentro-de-grupes. Larazén-F, que en este caso esygual a 22,0206, es el coctente entre el estmado

de la Marca entre-grupos v el estimade dentro-de-grupos. Pueste que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una
DANY® l/ diferencia estadisticamente significativa entre la media de TIAMINA entre un nivel de LOTE v otro, con un nivel
del 95,0% de conflanza. Para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras, seleccione

Pruebas de Miltiples Rangos, de la lista de Cpeiones Tabulares.
B gREEHYRESEEN&L 947 8
[E = E d;l'ﬂc "I"' & ‘\'\‘_‘ . Etiqueta: # Fila i)

MARCA DANY:
Pruebas de Miltiple Rangos para TIAMINA por LOTE

Meétado: 95,0 porcentaje LED

LOTE | Casas |Media | Crupos Homogéneos

84 4 216404 (=

51 4 231812 |xzx=

45 4 240865 X

54 4 283164 pid

Comtraste | Sig | Diferencia |- Limites Tabla de resultados que
45 - 51 0150538 018763 expresa la diferencia
45 .54 * -0,362982 018765 significativa entre pareja
45 - 34 * 0304615 0,18768 geA N'\%es de la marca
51 - 54 * -0,513521 018768

51 -84 0154076 018768

54 - &4 * 0667537 018768

* mdica una diferencia sigmficatira.

El StatAdvisor

Esta tahla aplica un procedimientn de comparacion multiple para determinar cuales medias son sigmficativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El
asterisco que se encuentra al lado de los 4 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente
significativas con un nivel del 95,0% de conflanza. En la parte superior de la pégina, se han identificado 3 grupos
homogéneos segun la alineacidn de las 30's en columnas. Mo existen diferencias estadisticamente significativas entre
agquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las
medias es el procedumento de diferencia minima significativa (LE0) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0%:
al dectr que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es 1gual a 0.



ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA SIMPLE): MARCA DEL COMAL®
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FEHED (28« g EBEYRLEIEENGTL 942 @

ﬁ Libro de Datos E] [E (=] E [Il'ﬂc +1+ <F é: . Etiqueta: #  Fils i
’ Statddyisor

EE StaGaler Tabla ANOVA para TIAMINA por LOTE
— 4 Fuante Stima de Cuadrados |G | Cuadrado Madio | Razdn-F Valor-P
E StatReporter Entre gropos  |0,985892 3 |0,328664 44,3 00000
. Comertarios del StatFolic| |Intra grupos 0,0931408 12 |0,00776173
L a0y Sinple - Tiapy| (T0tel (Corr) 107813 15
El StatAdvisor
La tahla ANOVA descompone la vartanza de TIAMINA en dos componentes: un componente entre-grupos ¥ un
Andlisis de componente dentro-de-grupos. Larazin-F, que en este caso es igual a 42,3442, es el cociente entre el estimado entre-
Varianza para r orupos v el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia

Marca DEL onfianza. Para deterrminar cudles medias son sigruficatvamente diferentes de ofras, seleccione Pruehas de Milliples

los lotes de la estadisticamente significativa entre la media de TIAMINA entre un rivel de LOTE v otro, con un nivel del 95,0% de
COMAL® l/ Rangos, de lalista de Opciones Tabulares.
|

Bo | g EHEYRLTEERNSL 947 @
E] [E = ﬂ'ﬂc "I"‘ < :'\‘_‘ ¥ Etiqueta #h  Fila i

Pruebas de Miiltiple Rangos para TIAMINA por LOTE

Meétodo: 95,0 porcentaje LED

LOTE Casas |Media | Crupos Homogéneos
#04-14-1 |4 1,93449 %

#06-09-2 |4 197459 |x

#05-17-2 |4 2,11534 X

#05-09-3 |4 256018 ¥

Contraste Sig | Diferencia |+~ Limites

#04-14-1- #05.093 | * | 062569 [0,135733

#04-14-1-#05-17-2_ | * |-0,180846  [0,135733 Jnsiviad it
#04-14-1 - #06-05-2 00404051 |0,135733 significativa_entre pareja
#05-09-3 - #05-17-2 | ¥ [0,444843 0,135733 de lotes de la marca
#05-09-3 - #06-05-2_ | * [0,585284__ |0,135733 DEL COMAL
#05-17-2-#06-09-2 | *  [0,140441  |0,135733
* indica una diferencia sigmficativa,

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacidn multiple para determinar cudles medias son significativamente
diferentes de otras. La nitad inferior de la zalida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El
asterizco que 2e encuentra al lado de los 5 pares mdica que estoz pares muestran diferencias estadisticamente
significativas con un nivel del 35,09 de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificadn 3 grupos
homogénens segin la alineacidn de las X'z en columnas. Mo existen diferencias estadisticamente sigmificativas entre
aguelloz niveles que compartan una rsma columna de X's. Elmétodo empleado actualmente para discririnar entre las
medias es el proceditriento de diferencia minina significativa (L3D) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,09%
al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real ez igual a 0.




ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA SIMPLE): MARCA DONA BLANCA®

enuuron:-

PERIMEMTOTANOVA DUNA BLEANCA. sgp™- TANDVA Simple - tramina por lotes

g
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EHED DRy SR EBYRYFEERSL 247 @
E Libro de Datos E] I:E =] ﬂl’ﬂc +I+ & éﬁ W Etiqueta;| 4 FiIa:| 4
o Statdudvigor
E@ Staifialkry Tabla ANOVA para tiamina por lotes
= Fuente Suma de Cuadrades |3 |Cuadrado Medio | Razon-F Valar-F
s | [Enire grupos [0,199316 3 |0,0664386 492 0,0136
. Camentarios del StatFalic Tntra grupos 0.161924 12 [0,0134937
[ ANOYA Simple - tiamina | [Total (Corr) |0,36124 15
El StatAdwvisor
Latabla ANOVA descompone la vaniatiza de Hamina en dos componetites: un compotiente entre-gripos ¥ ut
componente dentro-de-grupoes. Larazdn-F, que en este caso es igual a 4,92368, es el cociente entre el estimado
Andalisis de entre-grupos ¥ el estimade dentro-de-grupos. Pueste que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una
Varianza para I\ diferencia estadisticamente significativa entre la media de tiarnina entre un nivel de lotes ¥ otro, con un nivel del

Marca Dofia de Multiples Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

los lotes de la 5,0% de confianza. Para deterrninar cuales medias son significatvamente dferentes de otras, seleccione Pruchas
Blanca® |

B SR BEEYRESEENSL 247 @
E] [E = E d;lﬂc +I+ & :::_‘ . Etiqueta #h Fil i

Pruebas de Miiltiple Rangos para tiamina por lotes

Meétodo: 95,0 porcentaje LED

lotes  |Clasos |(Media | Grupos Homogéneos

als] 4 1,95221 |z

T 4 201705 |=Zx

52 4 217704 b4

3l 4 2,22407 pid

Contraste |Sig |Diferencia |+~ Limites

31-52 00470283  |0,178966 Tabla de resultados que

31 - 65 * 0,271853 0178966 expresa la diferencia

31 .78 * 0207017 0173966 significativa entre pareja
- : ’ de lotes de la marca

52 - 65 [,224825 0178966 Dofia Blanca®

52-7T8 0,159985 0178966

65 - 78 -0,0648396 | 0.178966

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procediniento de cotmparacidn riltiple para deterrninar cudles medias son signific ativamente
diferentes de ofras. La mitad mferior de la salida muestra las diferencias estunadas entre cada par de medias. El
asterisco que se encuentra al lado de los 3 pares mdica que estos pares muestran diferencias estadisticamente
sigmficativas con un vel del 95,0% de conflanza. En la parte supenor de la pagina, se han identificado 3 grupos
hotmogéneos semin la alineacidn de las E's en columnas. No existen diferencias estadisticamente sipnificativas entre
agquellos mveles que compartan una msma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las
medias es el procedimento de diferencia mintma sigmficativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un nesgo del 5,0%
al decir que cada par de medias es sigmficativamente diferente, cuando la diferencia real esigual a 0.



ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA SIMPLE): MARCA MASECA®
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FEED Ry g BEEYRLIEENEL 947 8
B ookoan EL R R I .
’ Stathdwisor
ﬁ StatGallerny

StatReporter Tabla ANOVA para TIAMINA por LOTE
W Comentarios del StatFolc Fuente Suma de Cuadradas |G |Cuadrade Media |Razén-F Valar-F
= _ Entre grupos | 7,50101 3 |2,50034 20,34 0,0001
i) ANOVA Simple - TIMIN T rpos | 147504 12 |0,12292
Total (Corr)  |8,57605 15
El StatAdvisor
Andlisis de La tabla ANOVA descompone la varianza de TIAMINA en dos componentes: un componente entre-grupos ¥ un
Varianza para componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso e ignal a 20,3412, es el cociente entre el estimado entre-
los lotes de la grupos v el estnado dentro-de-grupos. Puesto gque el valor-P de 1a prueba-F es menor que 0,05, extste una diferencia
Marca estadisticamente sigmficativa entre la media de TIAMINA entre un mivel de LOTE ¥ otro, con un nivel del 95,0%% de
MASECA® conflanza Para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Multiples
Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

B g3 EHYRETEENSL 247 @
I:E = E ﬂﬂ: +I+ @':}'_‘f/_f Etiqueta: i) Fila: f )

-

Pruebas de Miltiple Rangos para TIAMINA por LOTE

Iétodo: 95,0 porcentaje LED

LOTE |(Clases |Media Trpos Homagdnaos

#3e 4 487772 |z

#35 4 533429 |xx

#2e 4 563226 b4

#le 4 6,73579 A

Contraste  |Sig | Diferencia |- Limites

#le - #2e * 1,10353 0,540153 Tabla de resultados que

#le - #35 * 14015 0540153 expresa la diferencia

#e - #ie ® 1E5e07 0540153 significativa entre pareja
. . de lotes de la marca

#2e - #35 0297976 0,540153 MASECA®

#2e - #3e * 0754546 0540153

#35 - #3e 0456571 0540153

* mdica una diferencia sigmificativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedmuento de comparaciin multiple para determinar cudles medias son sigmficativamente
diferentes de otras. La mutad mferor de la salida muestra las diferencias estumadas entre cada par de medias. El
asterizco que se encuentra al lado de los 4 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente
significativas con un nivel del 95,0% de conflanza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 3 grupos
homogéneos segin la alineacidn de las X's en columnas. Mo existen diferencias estadistcamente sigmficativas entre
aguellos mveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discrumuinar entre las
medias es el procedimiento de diferencia minitma significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0%%
al decir que cada par de medias es significativamente diferente;, cuando la diferencia real es igual a 0.




