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R E S U M E N

Se describe  un m éto d o  p a ra  ta d e te rm in a c ió n  c u a n t ita t iv a  de re tin o l  
en m u es tra s  de a zú c a r  b ian c a  de m esa fo r t if ic a d a  con p a lm ita to  de re t in ilo  
h id ro -d is p e rs a b ie . E l m éto do  tie n e  la  v e n ta ja  de qu e no im p lic a  reacc ión  
de c o lo r, y a  q u e  está basado en la  ab so rb a n c ia  d ire c ta  del re tin o l a 328  n m .

INTRODUCCION

En una publicación reciente, Arrpyave (1 ) dió a conocer 
el procedimiento propuesto por el IN C A P  para la fortifica­
ción del azúcar de mesa con palmitato de retinilo, como una 
medida de salud pública orientada a prevenir la hipovitami- 
nosis A. Las investigaciones, incluyendo los ensayos en esca­
la piloto a nivel industrial, han sido llevadas a término con 
éxito. Lo que es más, en el área centroamericana, algunos 
países ya están gestionando las medidas necesarias para poner 
en práctica esta medida a nivel nacional.

El control de este proceso requiere métodos de laborato­
rio, en particular, para verificar la concentración del aditivo

1- Los autores agradecen la  cooperación del ingenio azucarero "E l Salto, S. A.", 
Guatemala, C. A., y de Hoffmann-LaRoche & Co., Basllea, Suiza.

2- Jete de la  División de Química Fisiológica del Instituto de Nutrición de Centro 
América y Panamá.
Técnica de Laboratorio de la  citada División.
Publicación INCAP E-712.
Recibido: 2-8-73.
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en el azúcar. Con este propósito, se han desarrollado dos mé­
todos. El primero es un procedimiento cuantitativo para la 
determinación precisa del nivel de fortificación. El segundo 
es un método de bajo costo, extremadamente simple para la 
inspección semi-cuantitativa del proceso, el cual puede apli­
carse en forma rutinaria en laboratorios de salud pública, in­
genios de azúcar y aún en el campo (mercados, expendios, 
etc.). En este trabajo se describe el primero de los dos méto­
dos a que se alude.

El retinol es extraído de una solución alcalina de azúcar 
enriquecida, mediante agitación con una mezcla de éter etílico 
y  éter de petróleo. El retinol se determina en el extracto por 
el procedimiento de Bessey y colaboradores (2 ), midiendo 
la absorbancia a 380 nm.

METODO

Equipo y Materiales
1) Espectrofotómetro Beckman, Modelo DU, con adaptador 

para microceldas.
2) Sistema de irradiación con luz ultravioleta, tal y  como 

lo describen Bessey y  colaboradores (2 ).
3) Tubos de vidrio Pyrex. de 60 mm de largo y 3 mm de 

diámetro interno. Para el caso, córtense segmentos de tu­
bo de vidrio de 60 mm de largo, lávense con ácido nítrico 
a 50%, deságüense cuidadosamente en agua destilada, y 
séquense. Uno de los extremos se sella a la llama.

Reactivos
1) Hidróxido de sodio, 12.5 N
2) Etanol al 95%
3) Eter etílico
4) Eter de petróleo, punto de ebullición 60-80°C
5) Nitrógeno .
6) Xileno, redestilado en un aparato de vidrio. Usese la 

fracción que destila entre 132T35°C (Fisher Scientific 
Co. No. X-5)

7) Keroseno (Fisher Scientific Co. No. K-10), incoloro e 
inodoro. El producto comercial se agita con carbón acti­
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vado y se destila en un aparato de vidrio, recogiendo la 
fracción entre 197 y 204°C.

8) Azúcar blanca centrifugada y  lavada, o refinada, de gra­
do industrial.

9) Palmitato de retinilo 250 SD de Hoffmann-LaRoche, Ba­
silea, Suiza, u otro preparado hidro-dispersable.

Procedimiento
Pésense 10 ±  0.01 g de azúcar enriquecida y  disuélvanse 

en agua destilada a una temperatura aproximada de 60°C. En­
fríense a temperatura ambiente y llévense a un volumen de 
100 cc en un balón volumétrico. Pásense 30 cc de esta solu­
ción a un embudo de separación de 125 cc, agréguense 30 cc 
de etanol al 95%, 250 ¡xl de hidróxido de sodio 12.5 N, y 2 
gotas de solución indicadora de fenolftaleína. Déjese en repo­
so durante cinco minutos.

Extráigase dos veces con porciones de 20 mi y una vez 
con 10 mi de una mezcla 1:1 de éter etílico-éter de petróleo. 
Cada extracción se lleva a cabo agitando por IV2 minutos. 
Combínense los tres extractos y  llévese hasta 50 mi con la 
misma mezcla. Séquese el extracto con 4 g de sulfato de so­
dio anhidro.

Pásense alícuotas duplicadas de 1 mi del extracto anhidro, 
a tubos de ensayo de 10 X 75 mm. Evapórese hasta sequedad 
en un baño de agua a temperatura ambiente soplando nitró­
geno directamente en los tubos. Disuélvase el residuo en 1 
mi de una mezcla 1:1 de xileno-keroseno y mídase la absor- 
bancia de esta solución a 328 nm (Lectura A ).  Pásese una 
porción de esta solución (alrededor de 110 fd) a un tubo de 
60 X 3 mm y  expóngase a la lámpara de irradiación por 35 
minutos. Mídase la absorbancia de la solución irradiada a 328 
nm (Lectura B ). El cambio de absorbancia es la diferencia 
entre Lectura A  y Lectura B.

Soluciones Estándar
Se prepararon diluciones, en azúcar, de palmitato de re­

tinilo para obtener concentraciones de 6, 12, 24, 36 y 48 f*g 
de retinol por gramo de azúcar. Por supuesto, estas concentra­
ciones pueden alterarse a modo de cubrir las muestras dentro 
de los límites de variación esperados.
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Nuestra experiencia demuestra que no se requiere un con­
trol negativo ( “blank” ), ya que soluciones de azúcar no en­
riquecida, sometidas al mismo procedimiento, no mostraron 
cambios en cuanto a absorbancia después de la irradiación. 
Sin embargo, se recomienda que esto se determine en cada 
laboratorio antes de aplicar el procedimiento.

Cálculos
Usando un estándar de referencia, la concentración de la 

muestra puede calcularse directamente de la curva de absor­
bancia y concentración, ya que, tal como se ilustra en la Fi­
gura 1, ésta sigue la ley de “Beer-Lambert” . También es fac­
tible derivar un factor, como sigue:

ng de retinol/g de azúcar en el estándar
Factor — cambio en absorbancia del estándar

El cambio en absorbancia de la muestra se multiplica lue­
go por este factor, obteniendo así directamente la concentra­
ción en p-g de retinol por gramo de azúcar.

La concentración puede también calcularse multiplican­
do el cambio en absorbancia de la muestra por el factor deri­
vado directamente del coeficiente de extinción molecular del 
retinol (2 ), tomando en consideración las diluciones. El mé­
todo es como sigue:

Para convertir el cambio en absorbancia a ¡>-g de retinol 
por 100 mi de solución xileno-keroseno, se usa un factor de 
637; 100 mi de esta solución equivalen a 6 g de azúcar. En­
tonces:

Cambio en absorbancia X  637
----------------------------- =  ng de retinol/g de azúcar
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Retinol i n g / g )

Incap 73-844

F ig u ra  1. C u rv a  es tá n d a r p a ra  v ita m in a  A  en a zú car.

Tiempo de ierod¡acida (minutos)

(ncop 73-845

F ig u ra  2. C u rv a  de destrucción  del re tin o l ba jo  ir ra d ia c ió n  de luz  
u ltra v io le ta .
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RESULTADOS Y  DISCUSION

1. Se llegó a una decisión sobre el volumen y  número de ex­
tracciones después de someter a prueba la recuperación 
de retinol en diversos extractos consecutivos. Se halló que 
el programa de extracción descrito daba como resultado 
la extracción completa del retinol.

2. El tiempo necesario para la destrucción total del retinol 
bajo irradiación con luz ultravioleta se ensayó como si­
gue: Una muestra de azúcar fortificada fue sometida al 
procedimiento de extracción y nueve alícuotas del extrac­
to de éter etílico-éter de petróleo se evaporaron en tu­
bos individuales hasta sequedad bajo nitrógeno, se redi- 
solvieron en xileno-keroseno, se leyeron a 328 nm, y  se 
irradiaron por diversos períodos de tiempo. Los resultados 
obtenidos se dan a conocer en la Figura 2 y demuestran 
que, transcurridos 30 minutos, se llegó a la meseta de la 
curva, lo que indica completa destrucción.

3. Curva de absorbancia y concentración. La Figura 1 ilus­
tra la relación entre la concentración de retinol en azú­
car y el cambio de absorbancia a 328 nm.
Esta curva se obtuvo preparando muestras de azúcar con 
la concentración conocida de palmitato de retinilo 250 SD 
y  tratándolas como muestras independientes, tal y  como 
se ha descrito. Ya que el nivel de fortificación que se pro­
pone para los países del Istmo Centroamericano fluctúa 
entre 10 y 20 /¿g de retinol por gramo de azúcar, la curva 
de concentración ilustrada fue calculada para cubrir los 
valores dentro de esos límites.

4. La reproducibilidad de este método en manos de un téc­
nico laboratorista se sometió a prueba tomando de un lote 
de solución de azúcar fortificada, 10 alícuotas independien­
tes, sometiéndolas luego, individualmente, a todo el pro­
ceso. El Cuadro No. 1 muestra los resultados obtenidos. 
El coeficiente de variación fue 1.24%.
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C U A D R O  N 9 1 
R E P R O D U C I B IL I  D A D  D E L  M E T O D O

R é p lic a
N o.   f i  g /g

1 14.34
2 14.44
3 14.23
4 14.23
5 14.23
6 14.66
7 14.44
8 14.66
9 14.66

10 14.44

X  14.43
D.E. 0.18
C.V. 1.24 %

S U M M A R Y

F o rt if ic a t io n  o f S u g a r w ith  V ita m in  A . M e th o d  fo r  th e  Q u a n t ita t iv e  
D e te rm in a tio n  o f R e tin o l in  W h ite  T a b le  S u g ar.

A  m eth o d  is described  fo r  th e  q u a n t ita t iv e  d e te rm in a tio n  o f re tin o l in  
w h ite  ta b le  su g a r sam p les fo r t i f ie d  w ith  w a te r -d is p e rs a b le  re t in y l p a lm ita  - 
te . T h e  m eth o d  has th e  a d v a n ta g e  o f using no c o lo r re a c tio n  s ince i t  is 
based in stead  on th e  d ire c t a b s o rb a n c y  o f re tin o l a t  328  nm .
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