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Analisis de estabilidad de vitaminas A, B12 y C, en premezclas con diferentes fuentes de los
minerales Fe, Zn y Cu, en la planta de Nutreo

Antonella Mishelle Andrade Estrella

Resumen. Existe en la industria la necesidad de agregar valor nutricional a materias primas para
obtener alimentos que ayuden en el desarrollo de productos funcionales. El objetivo de este
estudio fue realizar un analisis de la estabilidad de vitaminas A, B12 y C en premezclas con
diferentes fuentes de minerales tales como Hierro (Fe), Zinc (Zn) y Cobre (Cu), en la planta de
Nutreo-Colombia, a partir de la preparacion de premezclas simples cuyas composiciones
estuvieron integradas por vitamina, mineral y un compuesto vehicular. Se evalud la pérdida de
vitaminas en el tiempo (%) mediante separacion con LSD (diferencias minimas significativas), y
la cuantificacion de las vitaminas fue realizada mediante cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC). Las unidades experimentales evaluadas fueron 45 premezclas simples en total,
conformadas por 15 tratamientos y cada uno con tres repeticiones. Las premezclas simples fueron
codificadas para facilitar el manejo de informacion de los resultados. Se tomd la pérdida de
vitamina en el tiempo (%) como la variable dependiente bajo estudio por cada tratamiento. Se
demostrd que las vitaminas al estar en presencia de un mineral disminuyen su concentracion. La
cianocobalamina al 2% mezclada con sulfato ferroso anhidrido y maltodextrina presentd una
pérdida de 16.84 + 2.31%. La vitamina A palmitato a 250 Ul/g mezclada con maltodextrina
presentd una pérdida de 25.40 + 2.46%. El acido ascorbico recubierto al 97% mezclado con
fumarato ferroso chis y maltodextrina present6 una pérdida de 35.92 + 13.61%. Se encontrd que
las vitaminas en premezclas presentan pérdidas durante el almacenamiento.

Palabras clave: Cromatografia, fortificacién, maltodextrina, nutricional, palmitato.

Abstract. In the industry, there is a need to add nutritional value to raw materials to obtain food
products that can help in the development of functional foods. The objective of the study was to
perform an analysis of the stability of vitamins A, B12 and C in premixes with different sources
of minerals such as Iron (Fe), Zinc (Zn) and Copper (Cu) in the Nutreo-Colombia processing
plant, from the preparation of simple premixes whose compositions were made up of vitamins,
minerals and a carrier compound. The loss of vitamin over time (%) was evaluated by means
separation using LSD (Least Significant Differences), and the quantification of vitamins was
carried out by means of high efficiency liquid chromatography (HPLC). The experimental units
were 45 simple premixes, made up of 15 treatments and each with three repetitions. The simple
premixes were coded to facilitate the handling of information. Vitamin loss over time (%) was
taken as the dependent variable under study for each treatment. Vitamins have been shown to
decrease their concentration when they are in the presence of a mineral. Cyanocobalamin (2%)
mixed with anhydrous ferrous sulfate and maltodextrin presented a loss of 16.84 + 2.31%.
Vitamin A palmitate at 250 1U/g mixed with maltodextrin presented a loss of 25.40 + 2.46%. The
97% coated ascorbic acid mixed with ferrous fumarate chis and maltodextrin showed a loss of
35.92 £ 13.61%. Vitamins in premixes were found to exhibit losses during storage.

Key words: Chromatography, fortification, maltodextrin, nutritional, palmitate.
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1. INTRODUCCION

Las premezclas de la compafia Nutreo son disefiadas a la medida de las necesidades de sus
clientes. Nutreo brinda beneficios tangibles para las comparfiias de sus clientes, tales como:
soporte técnico especializado, procesos que aseguran la homogeneidad de sus componentes, entre
otros beneficios. (Comunicaciones 2015). Nutreo crea premezclas para la elaboracion de otros
productos funcionales. Asi mismo, trabaja en el desarrollo de productos de otras empresas de
Colombia tales como: Postobon, Vidalia, Comfenalco, entre otras; muchos de estos productos son
bebidas en polvo. Sin embargo, también realizan la produccién de barras para otras empresas
como: "Go Rigo Go!", "Taeq", entre otros.

En la actualidad, las personas se preocupan mas por su salud, por esta razon al momento de
adquirir un producto alimenticio buscan algun tipo de beneficio para su salud.
Consecuentemente, las industrias dedicadas a la produccion de alimentos buscan dar un valor
agregado a sus productos enfocados al beneficio de la salud de sus consumidores. Por lo tanto, en
su produccion agregan micronutrientes como: vitaminas y minerales, y macronutrientes como:
agua, carbohidratos, grasas y proteinas (Menza y Probart 2013). Las premezclas son mezclas
uniformes de uno 0 més micronutrientes con un diluyente y/o un vehiculo, que no esta destinado
a aportar una funcion en la alimentacion, inicamente en la mezcla; son utilizadas para facilitar la
dispersion uniforme de micronutrientes en una mezcla mayor (Nations 2003).

Los micronutrientes son importantes debido a que participan en la actividad normal del cuerpo,
facilitan muchas reacciones metabdlicas que ocurren en el cuerpo, sin embargo, no proporcionan
energia al cuerpo, y dentro del organismo se las requiere en pequefias cantidades (Carlesi 2015).
Los minerales se pueden encontrar en algunos alimentos y son relativamente resistentes a
diferentes tratamientos tecnoldgicos y/o culinarios, asimismo, debido a su estructura no son
afectados por la luz y el calor (FEN 2015). Por otro lado, la pérdida de actividad de las vitaminas
en premezclas puede ocurrir durante el almacenamiento o en la mezcla, debido a que muchas
vitaminas son compuestos inestables que pueden degradarse bajo condiciones normales (Shurson
et al. 2011). Las vitaminas son compuestos sensibles a muchos factores fisicoquimicos, entre
ellos: oxigeno, luz, humedad, calor, minerales, metales ionicos, grasas insaturadas, agentes
oxidantes, ambientes acidos y alcalinos entre otros (Rosales 2017).

En la planta de Nutreo se manejan las siguientes vitaminas: A, B12, B1, B2, B6, C, B3, B5, B9,
H, D, K1y E, también los siguientes minerales: Zinc, Magnesio, Yodo, Potasio, Selenio, Fosforo,
Cloro, Cromo, Manganeso, Cobre, Molibdeno, Hierro, Calcio, Sodio, Inositol y FlGor. En esta
planta se cuenta con diversas fuentes de cada uno de los micronutrientes, las cuales varian en su
concentracion y composicion quimica estructural. Segun investigaciones realizadas por Rosado
et al. (1999), diversos tipos de vitaminas y minerales son adicionados cuando se formulan
premezclas, con la finalidad de enriquecer la estructura alimenticia de las mismas a utilizar en el
procesamiento industrial de alimentos y/o bebidas. La adicién de vitaminas y minerales en
premezclas restaura los nutrimentos que podrian perderse durante el proceso de manufactura de
los alimentos; ademas, la adicion de estos también se debe a la necesidad de aumentar una
posible proporcion deficiente de nutrientes en la composicién del alimento.



Es importante resaltar que la adicion de vitaminas y minerales en formulaciones de premezclas se
realiza considerando los niveles de absorcion de los diferentes nutrientes presentes, la interaccion
entre vitaminas y minerales, de manera que se elimine cualquier riesgo de algun efecto adverso
en la salud, aun en los niveles de ingestidn de los alimentos. En base a lo descrito anteriormente,
la adicion de vitaminas y minerales en premezclas constituye una medida relativamente sencilla y
barata, que contribuye a mejorar el estado de nutricion de los consumidores de alimentos, en base
al conjunto de interacciones que toman lugar entre las vitaminas y los minerales cuando ambos
son incluidos en una mezcla. Por otro lado, es importante mencionar que la adicion de vitaminas
y minerales en premezclas parece ofrecer las mejores caracteristicas de estabilidad,
biodisponibilidad y composicion nutricional en los alimentos a manufacturar.

Debido a esto, varios paises ya han invertido en desarrollar tecnologias para la adicion de
vitaminas y minerales en premezclas, y asi aprovechar los beneficios de sus interacciones en la
mayor medida posible; incluso, ya existen legislaciones nacionales que rigen estos procesos.
Segun lo establecido por el decreto nimero 3863 del 2 de octubre de 2008 bajo el Ministerio de
la Proteccién Social de Colombia se tiene lo siguiente: Las areas destinadas a la fabricacién de
alimentos que vayan a ser compartidas para la elaboracion de suplementos dietarios deberan
obtener en forma previa a la certificacion de Buenas Practicas de Manufactura — BPM para
suplementos dietarios, las autorizaciones respectivas de acuerdo con la reglamentacion vigente
para alimentos. (Ministerio de la Proteccion Social 2008).

Del mismo modo, segin Ramirez y Rodriguez (2011), la adicion de vitaminas y minerales en
premezclas responde a un proceso de fortificacion o enriquecimiento de alimentos, el cual se
define como la adicion de uno o mas nutrientes esenciales a un alimento, tanto si estd como si no
estd contenido normalmente en el alimento, con el fin de prevenir o corregir una deficiencia
demostrada de uno o méas nutrientes en la poblacién o en grupos especificos de la poblacion.
Asimismo, los tipos y cantidades de vitaminas y minerales que han de afiadirse a las premezclas y
los alimentos enriquecidos dependeran de los problemas nutricionales concretos que haya que
corregirse, de las caracteristicas de las poblaciones a las que se destinan y de los modelos de
consumo de alimentos de la zona.

Dado que las vitaminas son compuestos inestables, se han presentado casos de inconformidad
con la cantidad de vitamina en la premezcla final para entrega. Las premezclas formuladas son
complejas, sin embargo, existen vitaminas que se usan con mayor frecuencia, en diferentes
premezclas al igual que minerales. Es por ello por lo que en este el estudio se establecieron los
siguientes objetivos:

e Formular premezclas simples de vitaminas (A, B12, C) y minerales (hierro, zinc y cobre) para
su analisis de acuerdo con las necesidades de Nutreo.

e Realizar analisis quimicos a las premezclas simples que permitan conocer la concentracion de
vitaminas A, B12 y C.

e Determinar el porcentaje de péerdida en el tiempo de las vitaminas A, B12 y C.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio

El pesado, mezclado de muestras, analisis quimicos y almacenamiento se realiz6 en el laboratorio
de investigacion y desarrollo de Premex ubicado en la Universidad EAFIT, en Medellin,
Departamento de Antioquia, Carrera 49, nimero 7 sur 50, Colombia.

Compuestos

Las vitaminas que se utilizaron fueron B12, cianocobalamina, a una concentracion de 2%,
vitamina A de la fuente palmitato a una concentracion de 250 Ul, y vitamina C, &cido ascorbico
recubierto a una concentracion de 97%. Los minerales que se utilizaron fueron Zinc de la fuente
de Sulfato de Zinc, Cobre de la fuente Sulfato de cobre y Hierro de las fuentes de Sulfato ferroso
anhidrido, Hierro aminoquelado al 14.4%, Fumarato ferroso, Fumarato ferroso chis (Chis tipo de
fumarato ferroso manejado en la planta de Nutreo) y Pirofosfato férrico. Las vitaminas y
minerales son adquiridas mediante compra directa al proveedor externo, Merquimia Colombia,
S.A.

El vehiculo que se utiliz para todas las premezclas fue la maltodextrina, la cual es un aditivo
alimenticio que consiste en una mezcla de sacaridos con una amplia distribucion del peso
molecular entre polisacéaridos y oligosacaridos. Por otro lado, segin Rosado et al. (1999), la
maltodextrina es producto de la hidroélisis parcial del almiddn con valores de dextrosa equivalente
(DE) menor que 20, y puede ser obtenida de almidones de diferentes fuentes botanicas. Cabe
destacar que la dextrosa equivalente (DE) es una medida que caracteriza la extension de la
hidrolisis del almidon y también indica un promedio del peso molecular. Para el desarrollo de la
presente investigacion, las vitaminas, minerales y vehiculo fueron pesados y tomados de la planta
de Nutreo ubicada en Rionegro, Departamento de Antioquia, Parque empresarial multicentro,
bodega 9, Colombia.

Formulacién de premezclas

Se utiliz6 una plantilla en "Microsoft Excel" para registrar la formulacion de premezclas
utilizadas por Nutreo, en la cual se determind la proporcién de vitamina, mineral y maltodextrina
para un peso final de 20 g en base a 20% de VDR (Valor Diario Recomendado) de vitamina y
mineral en cada premezcla. Se cumplieron los aspectos legales y reglamentarios como los
establecidos en la resolucion 3803 de 2016 del Ministerio de Salud y Proteccion Social de la
Republica de Colombia, en la cual se establecen las recomendaciones de ingesta de energia y
nutrientes (RIEN) para la poblacion colombiana y se dictan otras disposiciones.

Asimismo, cumpliendo con lo establecido en la resolucion 3096 del mismo tipo, en la cual se
establece el reglamento técnico sobre las condiciones y requisitos que deben cumplir los
suplementos diarios que declaren o no informacion nutricional, propiedades nutricionales,
propiedades de salud o cuando su descripcion produzca el mismo efecto de las declaraciones de
propiedades nutricionales o de las declaraciones de propiedades en salud (Ministerio de la
Proteccion Social 2007). Del mismo modo, siguiendo los mismos parametros fueron formulados



los blancos o tratamientos control para un peso total de 8 g, siendo este peso menor al peso final
de 20 g en base a 20% de VDR (Valor Diario Recomendado) de vitamina y mineral en cada
premezcla. Los blancos o controles consistieron en una mezcla de vitamina y vehiculo, donde el
vehiculo suplia la cantidad de mineral que debia tener la muestra. Luego, los blancos se
analizaron para determinar si el vehiculo influye en la estabilidad de las vitaminas. Del mismo
modo, los blancos también fueron analizados para determinar el efecto que tienen los minerales
en la estabilidad de las vitaminas, ya que estos tienden a interactuar cuando se mezclan en pro del
enriquecimiento de alimentos.

Preparacion de muestras

Las muestras fueron preparadas cumpliendo con lo establecido en el protocolo de secuencia de
mezclas en la planta de Nutreo, en funcidén de las siguientes composiciones porcentuales y
secuencia de mezclas: 50% vehiculo, 50% mineral, 100% vitamina, 50% mineral, 50% vehiculo.
Es importante resaltar que este protocolo de secuencia de mezcla cumple con procedimientos de
la planta Nutreo para la preparacion de premezclas, y la secuencia de mezcla mencionada
presenta el beneficio de que permite una integracion mas equilibrada y uniforme de todos los
componentes, y también considerando que el proceso de mezclado se realiza en equipos de
tamafnos industriales. Posteriormente, los compuestos fueron agregados en la secuencia
mencionada dentro de una bolsa Doy Pack laminada con cierre. Una vez que los compuestos se
encontraron en el interior de la bolsa, esta se cerrd dejando un espacio libre para proceder a
mezclar. La mezcla fue realizada de forma manual durante cinco minutos, después se dejo
reposar la bolsa durante un minuto, luego se abri6 para eliminar el aire acumulado durante la
agitacion, y por ultimo se cerro la bolsa.

Equipos

Las vitaminas, los minerales y el vehiculo se pesaron con una balanza analitica (marca
“Shimadzu”, AUY 220. 220 g x 0.1 mg) en las instalaciones del laboratorio de Premex, la cual
cumple con un programa diario de calibracion. El pesaje se realizd bajo las siguientes
condiciones ambientales: temperatura ambiente de 27 °C, y se considerd una presion ambiente
ideal de 1 atm. Para realizar el analisis quimico se utiliz6 un cormatografo liquido (marca
“Shimadzu Prominence con DAD”, modelo LC10A). El analisis de vitaminas se realizé bajo las
siguientes condiciones ambientales: temperatura ambiente de 27 °C, y se considerd una presion
ambiente ideal de 1 atm.

Ademaés de los equipos mencionados, también se utilizaron otros junto con una serie de insumos,
los cuales permitieron realizar satisfactoriamente los métodos de ensayo para la determinacién de
las vitaminas liposolubles e hidrosolubles, que en este caso de estudio las vitaminas en cuestion
son A, B12 y C. El conjunto de estos equipos e insumos se muestra a continuacion:

Columna Agilent Zorbax C18 15 cm x 4.6 mm, 5 um

Ultrasonido LC30 H

Bafio con agitacién

Cronometro Casio

Tubos falcon de 15 mL

Centrifuga Eppendorff



e Agitador vortex Scilogex MX-S

e Pipetas volumétricas (1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL)
e Balones volumétricos (10 mL, 50 mL y 100 mL)
e Filtro Jeringa de 0.2 um Whatman

e Jeringas de 5 mL

e Beaker de 250 mL y 1000 mL

Asimismo, para llevar a cabo los métodos de ensayo que permiten determinar las vitaminas
liposolubles e hidrosolubles bajo estudio se requiere de un conjunto de reactivos y materiales de
referencia, los cuales se enlistan a continuacion:

Agua tipo |

Metanol grado HPLC

Acetonitrilo

Acido acético glacial

Hidroxido de Potasio

Acido ascorbico

Fenolftaleina

Cloruro de sodio

Etanol absoluto

Hexano grado reactivo

Acido tricloroacético (TCA)

Tris[2-carboxietil] fosfina (TCEP)

Acetonitrilo

Decilamina

Acido fosférico

Acetato de sodio trihidratado

Anélisis quimicos

Concentracion inicial y final de las vitaminas. Se utilizaron diferentes metodologias de acuerdo
con la naturaleza de la vitamina, si esta era hidrosoluble o liposoluble, los cuales se describen a
continuacion:

Metodo para determinacion de Vitaminas liposolubles. Método interno Cuantificacion de
vitamina A (Retinil acetate) y vitamina E (alfa tocoferol acetato) en materia prima, producto
vehiculizado y premezcla por HPLC.

Metodos para determinacion de Vitaminas hidrosolubles. AOAC Official Method 2014.02
Vitamin B12 (Cyanocobalamin) in Infant Formula and Adult/Pediatric Nutritional Formula.
AOAC Official Method 2012.22 Vitamin C in Infant Formula and Adult/Pediatric Nutritional
Formula.

A continuacién, se explican las metodologias empleadas por cada uno de los métodos
mencionados anteriormente en relacion con los métodos de ensayo para determinar las vitaminas



liposolubles e hidrosolubles en muestras de analisis. En el presente estudio, las vitaminas A, B12
y C en premezclas que contienen vitaminas, minerales y compuesto vehicular.

Método interno para cuantificacion de vitamina A (Retinil acetate) y vitamina E (alfa
tocoferol acetato) en materia prima, producto vehiculizado y premezcla por HPLC. En
relacion con equipos utilizados, se utilizd un equipo de cromatografia liquida marca Shimadzu
con DAD, modelo LC10A, con inyector automatico, bomba con sistema de degasificacion, con
integrador o sistema de registro, software para el procesado de datos cromatogréficos, detector de
arreglo de diodos (DAD, longitud de onda variable). La columna cromatografica fue de acero
inoxidable LC-18 para fase reversa, de 25 cm X 4.6 mm de diametro interno, 5 um de diametro de
particula, y guarda columna con cartucho C18, Supelco. Las condiciones tipicas de operacion
fueron: sistema isocrético, flujo 1.2 mL/min, volumen de inyeccion de 20 plL, deteccion UV a
242 nm, temperatura de ambiente en el horno, y tiempo de corrida de 15 minutos. La fase movil
fue metanol grado HPLC, al 100%.

En cuanto a los reactivos empleados para el anélisis, se utilizd6 Metanol grado HPLC (Merck),
estandar "all-trans Retinol": Vitamina A (Sigma-Aldrich), Hexano p.a. (Merck), Etanol absoluto
p.a. (Merck), solucion de hidroxido de potasio al 50%, butilhidroxitolueno (BHT) o Acido
Ascorbico como antioxidantes, y agua tridestilada o grado HPLC. Para la preparacion de la
solucién del estdndar de vitamina A, se disolvieron 100 mg del estandar en 100 mL de etanol
absoluto, con aproximadamente 2 mg de BHT, y se guardd la solucién en refrigeracion (8 °C)
hasta su posterior andlisis. Se verifico la pureza del estandar mediante la medicion de su espectro
de absorcion (la vitamina A y los correspondientes ésteres muestran un espectro de absorcion
caracteristico, donde la posicion del pico méximo depende del solvente): en etanol, el retinol a

325 nm, tiene un coeficiente de extincion (EX% ) de 1843).

En relacion con el procedimiento del analisis, se pesaron 50 mg de la muestra de materia prima,
producto vehiculizado y premezcla en un tubo Falcon, y se adiciond 5 mL de etanol absoluto. Se
colocaron los tubos de reflujo y se agitd la mezcla hasta su ebullicion con corriente de nitrégeno.
Luego, se adiciond 1 mL de solucion de KOH al 50% y se saponificd la mezcla por 30 minutos
con agitacion moderada. Antes de finalizar esta etapa, se enjuago el contenido con 50 mL de agua
en tres porciones. La solucion se enfrid a temperatura ambiente y luego se filtré utilizando una
bomba de vacio. Se colocd inmediatamente el contenido en un embudo de separacion de 50 mL y
se adicion6 5 mL de hexano p.a. para proceder a la extracciéon. Se agitd la mezcla por 20
segundos y al separarse las fases se colocé la capa superior (fase organica) en un balon de 25 mL
de base redonda que contenia aproximadamente 0.5 g de acido ascorbico. Se efectud dos veces
mas la extraccion y se juntaron los extractos en el balon de 100 mL. Se evaporé a sequedad el
solvente, haciendo uso de un evaporador rotativo con bafio de agua a 40 °C, se diluyo
inmediatamente con metanol grado HPLC el residuo, y se llevd a volumen en un matraz
volumetrico de 10 mL. Finalmente, se paso la solucion final por un filtro de 0.2 um, llenandolos
en viales &mbar de 1 mL para colocarlos en el inyector del cromatégrafo.

AOAC Official Method 2014.02, Vitamin B12 (Cyanocobalamin) in Infant Formula and
Adult/Pediatric Nutritional Formula (Giménez y Martin 2018). En relacién con los equipos e
insumos utilizados, se tienen los mismos que se emplearon para el desarrollo del método de
ensayo anterior. En cuanto a los reactivos y materiales de referencia empleados para el analisis



quimico y procedimiento del analisis se tienen los siguientes: Metanol, acetonitrilo, acido aceético,
agua destilada, cianuro de potasio, y acetato de sodio anhidro.

AOAC Official Method 2012.22, Vitamin C in Infant Formula and Adult/Pediatric
Nutritional Formula (Campos-Gimeénez et al. 2013). En relacion con los equipos e insumos
utilizados, se tienen los mismos que se emplearon para el desarrollo del método de analisis
anterior. En cuanto a los reactivos y materiales de referencia empleados para el analisis quimico y
procedimiento del analisis se tienen los siguientes: Metanol, acetonitrilo, &cido acético, agua
destilada, cianuro de potasio, y acetato de sodio anhidro.

Concentracion tedrica

Fue establecida una concentracion tedrica dentro de las premezclas simples con base a la
concentracion tedrica las vitaminas. Para la concentracion tedrica de cianocobalamina al 2%, y
acido ascorbico recubierto al 97% se utilizé la Ecuacion 1 y para la concentracion teorica de
vitamina A palmitato 250 Ul se utiliz6 la Ecuacion 2.

Concentracion tedrica = (PV) x (CTV) + (PTM) x 100  [1]

Donde:

PV = Peso de la vitamina en la muestra.

CTV = Concentracion tedrica de la vitamina (% descrito en la ficha técnica).
PTM = Peso total de la muestra.

Concentracion tedrica = (%VM) x (10000) x (CTV) x (0.3) + 100 [2]

Donde:
%VM = Porcentaje de la vitamina en la muestra.
CTV = Concentracion tedrica de la vitamina (ug/g)

Pérdida de vitaminas en el tiempo

Se determin0 la estabilidad de las vitaminas A, B12 y C durante el tiempo de almacenamiento (17
dias); para ello se evaluaron los resultados obtenidos de los andlisis quimicos por cromatografia
liquida. Para determinar la pérdida en el tiempo se utiliz6 la Ecuacién 3.

Pérdida en el tiempo = (CI — CF) + (ClI) x 100 [3]

Donde:
CIl = Concentracion inicial.
CF = Concentracion final.

Disefio experimental

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) para evaluar la pérdida de vitaminas en los
tratamientos preparados de vitaminas, minerales y vehiculo, estando cada vitamina en diferentes
combinaciones con los minerales y vehiculo, donde también se realizaron andlisis de las
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vitaminas individuales para establecer la concentracion real inicial. Se realizaron tres repeticiones
a fin de tener resultados significativos y los tratamientos se analizaron en dos tiempos (3 y 17
dias). El analisis de los resultados se realizé en el programa SAS® mediante un ANDEVA a un
nivel de significancia del 0.05, lo cual representa una prueba paramétrica para comparacion de
medias para datos independientes. Para el desarrollo de la investigacion se tuvo un total de 45
unidades experimentales en las que se prepararon las premezclas simples para aplicarles
posteriores tratamientos.

Es importante mencionar que durante el desarrollo de los métodos de ensayo aplicados a cada
tratamiento de premezcla compuesta por vitaminas, minerales y vehiculo se llevo a cabo un
proceso de separacion de medias con LSD (minimas diferencias significativas) de varios tipos de
vitaminas. En este proceso se tiene como objetivo determinar la pérdida de vitaminas en el
tiempo. Por otro lado, es importante sefialar que la nomenclatura utilizada para identificar a los
tratamientos fue seleccionada directamente por el investigador, con la finalidad de lograr un
mayor control de las premezclas simples que se formularon, y de esta manera tener una mayor
organizacion durante el analisis en el laboratorio (Cuadro 1). La nomenclatura para identificar a
los tratamientos enlistados en el Cuadro 1 fue seleccionada bajo criterios que permiten una
identificacion mas sencilla y mucho méas manejable para realizar los métodos de ensayo en el
laboratorio.



Cuadro 1. Descripcion de tratamientos.

Componentes de premezclas simples

Masa de
Vitamina Fuente de Masa de Fuente Masa de
Tratamientos Vitamina (9) mineral de mineral (g) Vehiculo Vehiculo ()
B1 Cianocobalamina 2% 0.120 Sulfato de Zinc 17.143 Maltodextrina 2.737
B2 Cianocobalamina 2% 0.800 Sulfato de Cobre 16.667 Maltodextrina 2.533
B3 Cianocobalamina 2% 0.086 Sulfato ferroso 17.143 Maltodextrina 2.771
anhidrido
BB Cianocobalamina 2% 0.320 N/A 0 Maltodextrina 7.680
B12 Cianocobalamina 2% 1.000 N/A 0 N/A 0
Al Vitamina A Palmitato 5.333 Sulfato de Zinc 11.429 Maltodextrina 3.238
250 UI
BA Vitamina A Palmitato 2.131 N/A 0 Maltodextrina 5.869
250 UI
A Vitamina A Palmitato 0.500 N/A 0 N/A 0
250 UI
C3 Acido ascérbico 8.5632 Sulfato ferroso 8.276 Maltodextrina 3.192
recubierto anhidrido
C4 Acido ascorbico 5.623 Hierro aminoque- 11.364 Maltodextrina 3.013
recubierto lado 14.4%
C5 Acido ascérbico 8.5632 Fumarato ferroso 7.882 Maltodextrina 3.586
recubierto
C6 Acido ascérbico 6.687 Fumarato ferroso 9.979 Maltodextrina 3.334
recubierto Chis
C7 Acido ascérbico 7.498 Pirofosfato férrico 9.091 Maltodextrina 3.411
recubierto
BC Acido ascérbico 3.413 N/A 0 Maltodextrina 4,587
recubierto
CR Acido ascorbico 2.000 N/A 0 N/A 0
recubierto

Tratamientos = Vitamina + Fuente de mineral + Vehiculo.
N/A = No Aplica.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados de las concentraciones de vitaminas A, B12y C

En el proceso de toma de datos se calcul6 una concentracion tedrica, la cual se basaba en la ficha
técnica de cada vitamina utilizada y la cantidad pesada en la premezcla. Para el anélisis de
concentracion inicial y final se tomaron los resultados de los analisis quimicos en el HPLC
durante los dos tiempos, a los 3 'y 17 dias de ser preparadas las premezclas.

En el Cuadro 2 se detallan las concentraciones: tedrica, inicial y final de la cianocobalamina al
2% y en premezcla con las fuentes de minerales y vehiculos, segln los tratamientos en el cuadro
1. Con los resultados de las medias de concentracion tedrica e inicial se puede inferir que la
estabilidad de la cianocobalamina en los dias de 0 a 3 no varid, ya que es muy similar a la ficha
técnica de la vitamina y consistente con lo calculado en la formulacién de premezclas. En la
concentracion final, la cianocobalamina presentd un comportamiento atipico, aumentando su
concentracion en el tiempo. Se infiere que es atipico, ya que, segin Marchetti et al. (2002), la
cianocobalamina disminuye su concentracion en el tiempo al estar en una mezcla con sulfatos.
Ademas, en el tratamiento B12, el cual contenia solamente cianocobalamina al 2%, se obtuvieron
resultados atipicos con respecto a estudios anteriores realizados en el laboratorio investigacion y
desarrollo de Premex, dado que la concentracion aumentaba a cantidades >100%, por ello en el
informe del laboratorio que reportaba los resultados no se reportd la concentracion final de este
tratamiento.

Cuadro 2. Resultados de las concentraciones de Cianocobalamina obtenidas por HPLC.

Concentracion Concentracion Concentracion
tedrica (ug/g) inicial (ug/g) final (ug/g)
Tratamiento Media + D.E. Media £ D.E. Media + D.E.
Bl 120.38+ 0.22 128.33+ 2.23 166.34 + 5.21
B2 800.39+ 0.38 789.03 + 18.83 948.34 + 16.00
B3 86.17+ 0.07 95.47+ 0.83 79.39+ 2.48
BB 800.33+ 0.40 79950+ 2.92 998.25 +12.97
B12 20793.43 + 732.16 20793.43 + 732.16 *
C.V. 2.36

D.E. Desviacion Estandar.

C.V. Coeficiente de Variacion.

*No se obtuvieron resultados de la concentracion final.

B1 = Sulfato de zinc + cianocobalamina + maltodextrina; B2 = Sulfato de cobre +
cianocobalamina + maltodextrina; B3 = Sulfato ferroso anhidrido + cianocobalamina +
maltodextrina; BB = cianocobalamina + maltodextrina; B12 = Cianocobalamina.

En el Cuadro 3 se detallan las concentraciones: tedrica, inicial y final de la vitamina A palmitato.
Con los resultados de las medias de concentracion teorica e inicial se puede inferir que la
estabilidad de la vitamina A palmitato se vio afectada al mezclarse con otros compuestos como
en el tratamiento Al, el cual contenia zinc y maltodextrina, y en el tratamiento BA con
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maltodextrina. Esto debido a que segun Hemery et al. (2017), la vitamina A al estar en una
premezcla con condiciones leves de almacenamiento y mezcla puede llegar a tener una pérdida
de hasta 45% y en una mezcla en condiciones severas de almacenamiento y mezcla puede llegar a
tener una pérdida del 85%. En el tratamiento A, el cual no contenia ningln otro compuesto,
aumento su concentracion a pesar de ser un compuesto muy volatil, por lo que se establece una
estabilidad en el tiempo de esta vitamina, asi como segun Carlotti et al. (2002), en un estudio de
la vitamina A palmitato expuesta en radiaciones determind que esta vitamina es estable con el
tiempo.

Cuadro 3. Resultados de las concentraciones de vitamina A palmitato obtenidas por HPLC.

Concentracion Concentracién Concentracién
tedrica (Ul/g) inicial (Ul/g) final (Ul/g)
Tratamiento Media + D.E. Media = D.E. Media + D.E.
Al 109.89 + 0.01 112.19 +11.83 87.38 +15.10
BA 109.76 £ 0.64 127.25 + 19.76 94.62 + 11.64
A 250.00 £ 0.00 369.53+ 1.03 385.11+ 2.38
C.V. 0.64

D.E. Desviacion Estandar.

C.V. Coeficiente de Variacion.

Al = Sulfato de zinc + vitamina A palmitato + maltodextrina; BB = vitamina A palmitato +
maltodextrina; A = vitamina A palmitato.

En el Cuadro 4 se detallan las concentraciones: teorica, inicial y final del &cido ascorbico
recubierto al 97%. Con los resultados de las medias de concentracion teorica e inicial se puede
inferir que la estabilidad del acido ascérbico en los dias de 0 a 3 no vario, ya que es muy similar a
la ficha técnica de la vitamina. En la concentracién final, se obtuvieron los resultados esperados,
esto segun el estudio realizado por Klu et al. (2016), donde se encontrd que el acido ascérbico
dependiendo de las condiciones de almacenamiento puede acelerar su degradacion; a temperatura
ambiente puede disminuir de 4.02 £ 0.14 % de su concentracion inicial en un intervalo de 14
dias. Segun Marchetti et al. (2002), el acido ascérbico podria aumentar su degradacion en el
tiempo dependiendo de la forma en que se presente los minerales con los que se mezcla, ya sean
estos como sulfatos o aminoquelados. Segun lo investigado por De Pablo y King (1987), una gran
variedad de vitaminas presenta poca estabilidad en presencia de humedad y oxigeno, potencial de
hidrégeno (pH), agentes oxidantes, temperatura y presencia de iones metalicos, especialmente
cobre y hierro.
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Cuadro 4. Resultados de las concentraciones de Acido ascorbico recubierto obtenidas por HPLC.

Concentracion

Concentracion

Concentracion

tedrica (mg/q) inicial (mg/qg) final (mg/q)

Tratamiento Media £ D.E. Media £ D.E. Media + D.E.

C3 413.87 £ 0.07 393.59 + 15.04 284.23 £ 28.74

C4 273.53+£1.09 223.64 +52.06 202.11 £ 15.17

C5 413.90 £ 0.26 421.64 £ 16.03 281.20 £ 18.77

C6 324.44 £0.19 282.50 £ 22.90 179.09 + 23.64

C7 363.26 +1.21 338.53+ 9.88 267.95 £ 43.98

BC 414.26 + 0.66 365.34 +42.79 309.30+ 7.77

CR 970.00 + 0.00 883.77+ 8.13 800.23 + 9.52
C.V. 0.52

D.E. Desviacion Estandar.

C.V. Coeficiente de Variacion.

C3 = Sulfato ferroso anhidrido + &cido ascérbico recubierto + maltodextrina; C4 = Hierro
aminoquelado al 14.4% + &cido ascérbico recubierto + maltodextrina; C5 = Fumarato ferroso +
acido ascorbico recubierto + maltodextrina; C6 = Fumarato ferroso chis + acido ascorbico
recubierto + maltodextrina; C7 = Pirofosfato férrico + acido ascorbico recubierto +
maltodextrina; BC = &cido ascOrbico recubierto + maltodextrina; CR = &cido ascérbico
recubierto.

Resultados de pérdida de vitaminas A, B12 y C en el tiempo
A continuacion, se ilustran los resultados obtenidos del analisis de vitaminas utilizando
separacién de medias con LSD:

En el Cuadro 5 se pueden observar los resultados obtenidos para cianocobalamina al 2% (B12),
los cuales representan la pérdida de vitaminas en el tiempo en porcentaje (%). En base a los
resultados ilustrados, se puede observar que el tratamiento B3, el cual contiene cianocobalamina
2%, sulfato ferroso anhidrido y maltodextrina en su formulacion, presentdé una pérdida de
cianocobalamina del 16.84%, en comparacién con lo afiadido inicialmente en la premezcla. Esta
pérdida puede estar asociada con la temperatura de almacenamiento y la fuente de mineral en
conjunto. Segun lo reportado por Marchetti et al. (2002), la cianocobalamina en presencia de
sulfatos a una temperatura de 37 °C disminuye su concentracion hasta un 21.6% y a una
temperatura de 20 °C hasta un 11.8%.

Los tratamientos B2 y B1, los cuales contienen en su composicion sulfato de cobre y sulfato de
zinc respectivamente, y el tratamiento BB que contiene maltodextrina y cianocobalamina 2%; no
presentaron pérdida de concentracidn en el tiempo en comparacion con lo afiadido inicialmente
en la premezcla. Por el contrario, estos tratamientos presentaron un incremento en su
concentracion, por lo tanto, con la ecuacion utilizada para calcular la pérdida en el tiempo se
obtuvieron porcentajes negativos. Este incremento en concentracion se puede atribuir a varios
factores, entre ellos una falla de la columna al momento de la lectura en el HPLC, y la mas
probable a una mezcla no homogénea, la cual pudo representar tomas de muestra para el analisis
quimico con diferentes concentraciones de cianocobalamina dentro de la misma premezcla. Esto
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de acuerdo con De Pablo y King (1987), quienes, tras su investigacion sobre las pérdidas de
vitaminas durante el procesamiento de los alimentos, afirmaron que las vitaminas son los
nutrientes mas labiles, ya que son dafiadas en mayor o menor grado por una variedad de factores
como el calor, luz, oxigeno, &cido, &lcali, agentes reductores, agentes oxidantes, iones metalicos,
entre otros. El tratamiento B12, el cual contenia Unicamente cianocobalamina al 2%, no se
presentd el porcentaje de pérdida en el tiempo debido a que del mismo no se obtuvieron
resultados de la concentracion final, tal como se presento en el Cuadro 2.

Cuadro 5. Resultados del porcentaje de pérdida de Cianocobalamina después de 17 dias de
almacenamiento.

Pérdida de vitaminas en el tiempo (%0)

Tratamiento Media + D.E.
B3 16.84 + 2.31*
B2 -20.21 + 2.06°
BB -24.86 +1.17°
B1 -29.60 + 1.81°
B12 *
C.V. (%) 0

D.E. Desviacion Estandar.

*No se obtuvieron resultados de la concentracion final.

(*P) Medias en la misma columna con letras diferentes representan diferencia significativa entre
tratamientos (p < 0.05).

C.V. Coeficiente de variacion

B1 = Sulfato de zinc + cianocobalamina + maltodextrina; B2 = Sulfato de cobre +
cianocobalamina + maltodextrina; B3 = Sulfato ferroso anhidrido + cianocobalamina +
maltodextrina; BB = cianocobalamina + maltodextrina; B12 = Cianocobalamina.

En el Cuadro 6 se muestran los resultados obtenidos para vitamina A palmitato o retinol. Cabe
destacar que para este proceso se empled vitamina A palmitato a 250 Ul/g, segun lo especificado
en la ficha técnica. En base a los resultados ilustrados en el Cuadro 6, se pudo observar que el
tratamiento BA, el cual contenia vitamina A palmitato y maltodextrina en su formulacion, fue la
que presentd una mayor pérdida de vitamina A en el tiempo, siendo esta del 25.40%, en
comparacion con lo afiadido inicialmente en la premezcla. El tratamiento A1l compuesto por
vitamina A palmitato, sulfato de zinc y maltodextrina presentd una pérdida de 21.64%, en
comparacion con lo afadido inicialmente en la premezcla. Los tratamientos BA y Al no
presentaron diferencia significativa (p < 0.05) entre ellos, lo cual indica que la adicion de sulfato
de zinc no tuvo un efecto significativo sobre la perdida de vitamina A en el tiempo. Segln
Hemery et al. (2017), en un estudio con harina fortificada con zinc, hierro y vitamina A
palmitato, la concentracion de esta disminuy0, sin embargo, esta degradacion puede variar de
acuerdo con las condiciones de almacenamiento, incluyendo el empaque. Si el empaque es
aluminizado la vitamina A palmitato puede perderse hasta un 25%, y cuando el empaque es una
bolsa de papel puede llegar a perderse hasta un 89%.

13



El comportamiento de la vitamina A en estos tratamientos comprueba algunos de los resultados
obtenidos por De Pablo y King (1987), los cuales afirman que la vitamina A por su estructura
hidrocarbonada, generalmente se encuentra asociada a la fase lipidica de los alimentos, por lo que
la pérdida por oxidacién es funcion de temperatura, presencia de oxigeno y es catalizada por la
luz y los metales al igual que en la oxidacion de las grasas. El tratamiento A, el cual contenia
Unicamente vitamina A palmitato present6 un incremento de su concentracion, por lo tanto, con
la ecuacion utilizada para calcular la pérdida en el tiempo se obtuvo un porcentaje negativo. Este
incremento puede resultar de la metodologia utilizada en la extraccion para el analisis quimico,
ya que segun Carlotti et al. (2002), la vitamina A palmitato al ser extraida utilizando BHT o un
antioxidante esta se vuelve estable. Asi mismo, podria ser un incremento al pesar la muestra, ya
que, en su presentacion comercial para uso en suplementos, fortificacion, lacteos y bebidas, esta
vitamina se presenta como un polvo fino de color amarillo claro, por lo que su pesaje exacto es
complejo debido a que por ser un polvo fino se esparce en el ambiente rapidamente dificultando
su peso de manera exacta.

Cuadro 6. Resultados del porcentaje de pérdida de vitamina A palmitato después de 17 dias de
almacenamiento.

Pérdida de vitamina en el tiempo (%0)

Tratamiento Media £ D.E.
BA 25.40 + 2.46"
Al 21.64 + 14674
A -4.22+ 0.81°
C.V. (%) 14.19

D.E. Desviacion Estandar.

(*®) Medias en la misma columna con letras diferentes representan diferencia significativa entre
tratamientos (p < 0.05).

C.V. Coeficiente de variacion

Al = Sulfato de zinc + vitamina A palmitato + maltodextrina; BB = vitamina A palmitato +
maltodextrina; A = vitamina A palmitato.

En el Cuadro 7 se pueden observar los resultados obtenidos para la pérdida en el tiempo de acido
ascorbico recubierto al 97%. Con base en los resultados ilustrados en el Cuadro 7, se pudo
observar que todos los tratamientos con &cido ascoOrbico recubierto al 97% presentaron una
pérdida entre 5-35%, variando de acuerdo con la composicion de cada tratamiento. Segun
Marchetti et al. (2002) el acido ascérbico puede aumentar su degradacion dependiendo la forma
en que se encuentren los minerales con los que se los mezclan. El tratamiento C6, el cual estaba
compuesto por acido ascorbico recubierto al 97%, fumarato ferroso chis (este es un tipo de
presentacion que disponen en la planta de Nutreo) y maltodextrina fue el que presentd la mayor
pérdida, siendo esta de 35.92 + 13.61%. Seguido por los tratamientos C5, el cual contenia acido
ascorbico recubierto al 97%, fumarato ferroso y maltodextrina; C3, compuesto por acido
ascorbico recubierto al 97%, sulfato ferroso anhidrido y maltodextrina; C7, compuesto por acido
ascorbico recubierto al 97%, pirofosfato férrico y maltodextrina; BC, compuesto por acido
ascorbico recubierto al 97%, y maltodextrina; los cuales no presentaron diferencia estadistica
entre ellos. Segun Steskova et al. (2006), en un estudio con pan fortificado con hierro ferroso y
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acido ascorbico a una temperatura ambiente, perdié el 82% del acido ascérbico que contenia
inicialmente. De acuerdo con los resultados obtenidos se considera que la concentracién del
acido ascérbico se puede ver afectada en mayor proporcion dependiendo del tipo de hierro
utilizado en conjunto con el &cido ascorbico (Marchetti et al. 2002). Segun Steskova et al. (2006),
en el mismo estudio con pan, en el cual utilizaron &cido ascérbico recubierto con grasa,
presentaba una mayor retencion de &cido ascorbico durante el almacenamiento a temperatura
ambiente.

El tratamiento CR compuesto Unicamente por acido ascérbico recubierto al 97%; y el tratamiento
C4 compuesto por &cido ascorbico recubierto al 97%, hierro aminoquelado al 14.4% vy
maltodextrina; difieren estadisticamente de los demas tratamientos, ya que son los que
presentaron una pérdida menor. Segun Marchetti et al. (2002) el acido ascorbico en una mezcla
con compuestos aminoquelados a una temperatura de almacenamiento de 37 °C puede disminuir
su concentracion hasta un 44% y a una temperatura de almacenamiento de 20 °C puede disminuir
su concentracion hasta un 9.6%. Los resultados descritos anteriormente sobre la pérdida de
vitamina C se fundamentan en los estudios realizados por Ordofiez et al. (2013), a partir de los
cuales puede concluirse que la degradacion de la vitamina C suele incrementarse frente al
aumento de temperatura y tiempo del proceso.

La desviacion estandar en el tratamiento C4 compuesto por &cido ascorbico recubierto al 97%,
hierro aminoquelado al 14.4% y maltodextrina, es casi cinco veces mayor que su media siendo
esta de + 24.95 debido a que por factores externos durante el desarrollo de los analisis se
obtuvieron mediciones con dispersion considerable, es decir, se tuvo la presencia de valores muy
distantes entre si, lo cual es evidenciado por el sesgo que indica la diferencia entre la desviacién
estandar y la media. Por estos datos distantes entre si en cuanto a las repeticiones, no se reportan
datos en el Cuadro 7. De acuerdo con los estudios realizados por Ordoéfiez et al. (2013),
actualmente, es necesario realizar otras investigaciones que permitan estudiar el efecto del
contenido de humedad, la concentracion de oxigeno, el potencial de hidrégeno (pH), y la
geometria de las muestras en la cinética de degradacion de la vitamina C. Es importante resaltar
que los resultados de investigaciones realizadas sobre la degradacién de la vitamina C pueden ser
de gran interés para la agroindustria procesadora de alimentos, en la optimizacién de los
tratamientos térmicos y en el disefio de equipos.
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Cuadro 7. Resultados del porcentaje de pérdida de Acido ascorbico recubierto después de 17 dias
de almacenamiento.

Pérdida de vitamina en el tiempo (%0)

Tratamiento Media + D.E.
C6 35.92 + 13.61"
C5 33.16 + 6.47°8
C3 27.75+ 7.4178¢
C7 20.71 + 13.7778¢
BC 14.46 + 11.5975¢
CR 9.44 + 1.68%¢

C.V. (%) 66.97

D.E. Desviacion Estandar.

(*°) Medias en la misma columna con letras diferentes representan diferencia significativa entre
tratamientos (p < 0.05).

C.V. Coeficiente de variacion.

C3 = Sulfato ferroso anhidrido + &cido ascérbico recubierto + maltodextrina; C4 = Hierro
aminoquelado al 14.4% + &cido ascorbico recubierto + maltodextrina; C5 = Fumarato ferroso +
acido ascorbico recubierto + maltodextrina; C6 = Fumarato ferroso chis + acido ascorbico
recubierto + maltodextrina; C7 = Pirofosfato férrico + 4&cido ascorbico recubierto +
maltodextrina; BC = é&cido ascorbico recubierto + maltodextrina; CR = 4&cido ascorbico
recubierto.
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4. CONCLUSIONES
Se obtuvieron premezclas con un bajo grado de complejidad en su composicion, el cual
facilitd su extraccion y andlisis quimico en el HPLC.

Se identifico y cuantifico por medio de HPLC las concentraciones iniciales de las premezclas
de vitaminas A, B12 y C, las cuales presentaron concentraciones muy similares a lo teérico.

Se establecid el porcentaje de pérdida de las vitaminas A, B12 y C, las cuales variaron de
acuerdo con las premezclas.
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S. RECOMENDACIONES

La vitamina A palmitato 250 Ul/g al pesarse en escalas pequefias, debe ser pesada bajo
condiciones de un ambiente cerrado, el cual, permita tener resultados mas aproximado sobre
Su peso.

Realizar las premezclas simples dentro de la planta de Nutreo a una escala mayor, la cual, se
asemeje a una premezcla compleja de venta comercial.

Hay que considerar que las premezclas realizadas en este estudio fueron sencillas, por ello es
recomendable realizar estudios y analisis con premezclas complejas compuestas por mas de
una vitamina y un mineral.
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7. ANEXOS

Anexo 2. Muestras de tratamiento B1.

5 m('
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Anexo 5. Muestras de los tratamientos Al, BA, y

Anexo 6. Muestras de tratamiento BC.
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Anexo 7. Muestras de tratamiento C3.

Anexo 8. Muestras de tratamiento C4.
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Anexo 9. Muestras de tratamiento C5.

Anexo 10. Muestras de tratamiento C6.
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Anexo 11. Muestras de tratamiento C7.
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