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1. RESUMEN

En general la poblacién guatemalteca tiene una alimentacién deficiente, de
los 22 departamentos del pais, 20 registran algun tipo de desnutricién. Por
ello los alimentos fortificados son de gran importancia para ayudar a
mejorar la alimentacién de la poblacion. En Guatemala existen leyes que
establecen que la harina de trigo debe ser fortificada para que pueda ser
distribuida a la poblacion, sin embargo las autoridades de Salud Publica
no cuentan con datos provenientes de monitoreos perioddicos respecto al
nivel de fortificacion de harinas de trigo con vitaminas hidrosolubles, tales
como de vitaminas del complejo B (tiamina, riboflavina, niacina) y acido

félico.

Actualmente laboratorios de analisis quimico analizan las vitaminas del
complejo B (tiamina, riboflavina, niacina) y acido félico por separado, pero
se necesita una metodologia analitica que permita obtener resultados en
menor tiempo y costo. El proposito de la presente investigacion fue evaluar
dos métodos para la determinaciéon simultanea de vitaminas del complejo
B (tiamina, riboflavina, niacina) y acido folico en harina de trigo, un
método utilizando la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) y otro por la técnica de cromatografia liquida de ultra rendimiento
(UPLC).

Las pruebas realizadas para evaluar ambos métodos consintieron en
inyectar los estandares de las cuatro vitaminas por separado para
identificar los tiempos de retencion de cada una de las vitaminas, para
luego proceder a inyectar una mezcla de los cuatro estandares. Por ultimo
se realizd adicién estandar de las vitaminas del complejo B (tiamina,

riboflavina, niacina) y acido félico a 10 muestras de harina de trigo libre de



vitaminas, para calcular el porcentaje de recuperacion, promedio,
desviacion estandar y coeficiente de variacibn de las vitaminas

adicionadas.

Al analizar la mezcla de los cuatro estandares por medio de cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC), no se obtuvieron los resultados
esperados que permitieran la cuantificacion simultanea de vitaminas del
complejo B (tiamina, niacina, riboflavina) y acido fdlico, debido a que el
acido fdlico y la riboflavina eluyeron al mismo tiempo y no fueron posibles
de separar. Con el propdésito de solucionar el problema se realizaron
modificaciones al método en la proporcion de buffer-metanol y pH de la
fase movil, tratando de encontrar las condiciones cromatograficas que
permitieran la cuantificacion simultdnea de vitaminas, pero éstas no
produjeron resultados aceptables. Por lo tanto el método escogido por la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) no permitié la
cuantificacion simultanea de vitaminas del complejo B (tiamina,

riboflavina, niacina) y acido fdlico.

En el caso del método realizado por la técnica de cromatografia liquida de
ultra rendimiento (UPLC), este proporcioné porcentajes de recuperacion
aceptables para la riboflavina, niacina y tiamina, siendo un método preciso
para estas tres vitaminas. Por lo contrario el porcentaje de recuperaciéon

obtenido para el acido félico no esta dentro del rango aceptado.

Se espera que con los resultados de la investigacion las Autoridades de
Salud Publica puedan evaluar y mejorar el monitoreo de las harinas de

trigo.



2. INTRODUCCION

La poblacién guatemalteca tiene en general una alimentacién deficiente,
Guatemala posee el indice méas alto de desnutricion de Latinoamérica, y el

sexto del mundo.

Los alimentos fortificados, representan una medida para combatir las
deficiencias de alimentacion, por lo que en Guatemala como en otros
paises, existen leyes que establecen que la harina de trigo debe ser
fortificada para que pueda ser distribuida a la poblacién. Las autoridades
de Salud Publica desconocen el éxito e impacto de los alimentos
fortificados, debido a que no se cuenta con datos recientes ni periédicos
con respecto al nivel de fortificacion de vitaminas del complejo B y acido

folico en dichos alimentos, como es el caso de las harinas de trigo.

Lo que busco la presente investigacion fue evaluar dos métodos para
determinar si éstos permiten la cuantificacion simultanea de vitaminas del

complejo B (tiamina, riboflavina, niacina) y acido félico en harina de trigo.

Existen laboratorios que analizan por medio de diversas técnicas con
principios analiticos diversos, tales como método fluorométrico,
colorimétrico, espectrofotométrico y microbiolégico, cada una de las
vitaminas del complejo B (tiamina, riboflavina, niacina) y acido folico por
separado en muestras de alimentos, pero se requiere de metodologia
analitica que permita obtener datos precisos en menor tiempo y a un costo
mas bajo. Por lo que se ha propuesto la utilizacibn de un método por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y un método por
cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC), para determinar éstos
componentes en harina de trigo. De los métodos evaluados, para HPLC fue

escogido el método reportado por Ekinci y Kudakal, quienes lograron



analizar muestras de Tahana, un cereal tradicional turco, con una
metodologia que les permite cuantificar vitaminas del complejo B, asi como
también vitamina C. Para UPLC el método elegido fue el propuesto por
SCANCO de Guatemala, el cual con la utilizacion de una columna BEH

AMIDE permite la cuantificacion de ocho vitaminas hidrosolubles.

Con los resultados de la investigacion las autoridades del Departamento
de Regulaciéon y Control de Alimentos (DRCA) del Ministerio de Salud
Publica y Asistencia Social (MSPAS) podra evaluar y mejorar el monitoreo
de las harinas de trigo, establecer lineamientos de control y disponer de

una metodologia confiable.



3. ANTECEDENTES

3.1 Las Vitaminas:
En el afio 1912, el cientifico Casimir Funk aislé6 del arroz una
sustancia que curaba el beriberi, y debido a que el Sr. Funk atribuia a
este compuesto propiedades de amina, lo llam6é Vitamina (vital
amine), es decir, amina necesaria para la vida y asi se generalizd este
término para este conjunto de sustancias vitales para la salud. (West,
1969)

Las vitaminas son sustancias organicas, no relacionadas
estructuralmente entre si, necesarias en pequefas cantidades dentro
de la dieta, esenciales para el crecimiento y, en general, para el buen
funcionamiento del organismo. Las vitaminas participan en la
generacion de células sanguineas, la produccién de hormonas,

enzimas y neurotransmisores. (West, 1969)

Normalmente se utilizan en el interior de las células como
precursoras de coenzimas, a partir de las cuales se elaboran los miles
de enzimas que regulan las reacciones quimicas de las que viven las

células. (Vitaminas Hidrosolubles, 2009)

Las vitaminas deben ser aportadas a través de la alimentacion, puesto
que el cuerpo humano no puede sintetizarlas. Una excepciéon es la
vitamina D, que se puede formar en la piel con la exposicién al sol, y
las vitaminas K, Bi, Bi2 y acido félico, que se forman en pequefias

cantidades en la flora intestinal. (Vitaminas Hidrosolubles, 2009)

Las vitaminas no pertenecen a un grupo especifico de compuestos, no

hay relaciéon quimica entre ellas y ademds, poseen una estructura



gquimica muy compleja. Por lo cual, solo se han clasificado de acuerdo

a su solubilidad, es decir, en vitaminas hidrosolubles y liposolubles.

Las vitaminas liposolubles son compuestos con grupos hidréfobos en
su estructura quimica, basicamente formadas por unidades que
poseen caracteristicas terpénicas, por ende, son solubles en
compuestos apolares y en grasas. A este grupo de vitaminas
pertenecen las vitaminas A, D, E y K. Las vitaminas hidrosolubles
son compuestos organicos con grupos polares en su estructura
gquimica, se caracterizan porque se disuelven en agua. A diferencia de
las vitaminas liposolubles, su capacidad de almacenamiento en el
organismo es casi nula y su deficiencia causa enfermedades, entre las
que se puede mencionar el beri-beri, deficiencia en la dieta de
vitamina B1 (tiamina). Esto ocasiona que deban ser ingeridas en la
dieta regularmente y soOlo se pueda prescindir de ellas durante
algunos dias. La vitamina C y las vitaminas del complejo B pertenecen
a este grupo. (Ekinsi, 1990; Fennema 1985; Fortificacion de
Alimentos, 2009)

3.1.1 Tiamina (Vitamina B1): También es llamada antineuritica,
ayuda a las células del organismo a convertir carbohidratos en
energia. También es esencial para el funcionamiento del
corazén, los musculos y el sistema nervioso. (Enciclopedia
Lifespan, 2009)

Una carencia importante de esta vitamina puede dar lugar al
beriberi (enfermedad de tipo nervioso que se caracteriza por
debilidad muscular y paralisis). Si la carencia no es tan
radical, se manifiesta en forma de trastornos cardiovasculares
(brazos y piernas "dormidos", sensaciéon de opresién en el

pecho, etc.), cansancio, pérdida de concentracion, irritabilidad



0 depresion. (Enciclopedia Lifespan 2009; Vitaminas
Hidrosolubles, 2009)

El tabaco y el alcohol reducen la capacidad de asimilacion de
esta vitamina, por lo que las personas que beben, fuman o
consumen mucha azlcar necesitan mas vitamina Ba.
(Vitaminas Hidrosolubles, 2009)

3.1.2 Riboflavina (Vitamina B2): La vitamina B> participa en los
procesos de respiracion celular, desintoxicacion hepatica,
desarrollo del embrion y mantenimiento de la envoltura de los
nervios. También ayuda al crecimiento y la reproduccién, y
mejora el estado de la piel, las ufas y el cabello. (Vitaminas
Hidrosolubles, 2009)

La riboflavina es un nutriente esencial que mantiene las
funciones del metabolismo en condiciones normales, actuando
como cofactor de reacciones enziméticas, principalmente en el
sistema de transporte de electrones relacionado con la
conversion de las oxidaciones de sustratos en energia
utilizable. (Delgadillo, 2003)

La riboflavina esta presente en los tejidos de los mamiferos
bajo las formas de Flavin Mononueledtido (FMN) y Flavin
Adenin Dinucleétido (FAD) actuando como parte de las
enzimas denominadas flavoproteinas que intervienen en el
metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas.
(Delgadillo, 2003)

Estudios realizados, sobre deficiencia de riboflavina en
humanos manifiestan sintomas corno debilidad, fatiga, dolor y

sensibilidad en la boca; sensacion de quemazon y prurito en



los ojos. En la deficiencia mas avanzada ocasiona rigidez en la
comisura labial y alteraciones en la piel, queilosis, estomatitis

angular asi corno lesiones oculares. (Delgadillo, 2003)

3.1.3 Niacina (Vitamina B3): La niacina interviene en el
funcionamiento del sistema digestivo, piel y nervios. También
es importante en la conversién de los alimentos en energia.
Tiene efectos reductores sobre el colesterol.®. 9)

Es poco frecuente encontrarse con estados carenciales, ya
que nuestro organismo es capaz de producir una cierta
cantidad de niacina a partir del triptéfano, aminoacido que
forma parte de muchas proteinas que se toman en una

alimentacion mixta. (Vitaminas Hidrosolubles, 2009)

La deficiencia de niacina causa pelagra, enfermedad
caracterizada por dermatitis, diarrea y demencia (las tres D

de la pelagra). (Vitaminas Hidrosolubles, 2009)

3.1.4 Acido folico: El folato actiia para ayudar en la formacion de
glébulos rojos y es necesario para la produccion del ADN, que

controla el crecimiento tisular y la funcion celular.

Las necesidades aumentan durante el embarazo (desarrollo
del feto). Por este motivo se prescribe de forma preventiva a
las embarazadas. Actua conjuntamente con la vitamina Bi2 y
su carencia se manifiesta de forma muy parecida a la de ésta
(debilidad, fatiga, irritabilidad, etc.). Se le llama acido fdlico
por encontrarse principalmente en las hojas de los vegetales

(en latin folia significa hoja). (Vitaminas Hidrosolubles, 2009)



La actividad insuficiente de folato al momento de la
concepcién y en el primer trimestre de embarazo puede
producir defectos congénitos del tubo neural. En el adulto la
deficiencia de folato produce una forma caracteristica de
anemia (megaloblastica). (Consumer Eroski 2005; Malouf y
Grimley, 2008)

3.2 Harina de Trigo
Es el producto elaborado con granos de trigo comun, Triticum
aestivum L. o trigo ramificado, Triticum compactum Host, o
combinaciones de ellos por medio de procedimientos de trituracién o
molienda en los que se separa parte del salvado y del germen, y el
resto se muele hasta darle un grado adecuado de finura.(1. 12)

El procesamiento del trigo entero a harina de trigo generalmente se
concentra en unos pocos molinos grandes. La harina producida se
usa para fabricar pan, galletas, pastas y otros productos. Debido a su
amplia distribucion geogréfica, aceptacion, estabilidad y versatilidad,
la harina de trigo es un vehiculo apropiado para suministrar
micronutrientes a la poblacién de cualquier pais. (Consumer Eroski,

2005; Fortificacion de Alimentos 2009)

3.2.1 Clasificacion:
De acuerdo a la variedad de trigos utilizados, la harina de
trigo fortificada se clasifica en:

Harina tipo A: Es la harina obtenida de las variedades de

trigo fuerte (duro), que tiene alto contenido de proteinas y

gluten.
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Harina tipo B: Es la harina obtenida de una mezcla de trigos

fuertes con suaves.

Harina tipo C: Es la harina obtenida de las variedades de

trigos suaves.

Harina tipo D: Es la harina obtenida de las variedades de

trigos suaves la cual ha sido tratado con un agente
modificador de gluten. (Reglamento Técnico

Centroamericano, 2009)

3.2.2 Tecnologia para Fortificar Harina de Trigo:
El proceso se inicia por medio de la preparacion de una
premezcla de los micronutrientes que se desean agregar. Esto
presenta la ventaja de que existan mayores posibilidades de
asegurar la concentracibn adecuada asi como una
distribucion uniforme de micronutrientes. (Fortificacion de
Alimentos, 2009)

El proceso se logra agregando micronutrientes a través de un
alimentador volumétrico ubicado hacia el final del proceso de
molienda. EI alimentador que se usa con mayor frecuencia
estd formado por un tornillo alimentador giratorio que es
operado por un motor de velocidad variable. EIl tornillo gira
dentro de una camara que contiene la premezcla e impulsa
ésta, a través de una descarga, la cual puede ser impulsada
por gravedad o por conveccion de aire usando un sistema

neumatico. (Fortificacion de Alimentos, 2009)

La concentracion de la premezcla que se agrega a la harina se
puede calcular pesando la cantidad de premezcla depositada
por el alimentador en un minuto, dividido por el volumen del

flujo que pasa por debajo durante el mismo periodo de
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tiempo. La homogeneidad de los micronutrientes en la harina
fortificada depende en gran medida de la ubicacién del
alimentador. Es muy importante que los micronutrientes se
mezclen bien con la harina. En el sistema que opera por
gravedad, la experiencia ha demostrado que el lugar mas
apropiado para agregar los micronutrientes es alrededor del
punto medio del transportador de tornillo sin fin que recoge
la harina de todos los pasos del molino, justo antes del

almacenamiento a granel. (Fortificacion de Alimentos, 2009)

3.2.3 Nutrientes que Comunmente se Agregan a la Harina de
Trigo
En los paises desarrollados, la harina de trigo generalmente
es fortificada con vitaminas B1l, B2, niacina y hierro. En
algunos paises se agrega también calcio y folato, vitaminas A
y D. Actualmente Guatemala se rige por lo establecido en el
Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 67.01.15:07,
este determina los niveles de micronutrientes en la
fortificacion y establece que las harinas deben ser
fortificadas con Hierro, tiamina, riboflavina, niacina y acido
félico. (Fortificacion de Alimentos, 2009; Reglamento Técnico

Centroamericano, 2009)

Los niveles de tiamina, niacina y hierro que se agregan a la
harina de trigo con frecuencia son equivalentes a la cantidad
que se pierde durante la molienda, por lo que la harina es
enriquecida. En el caso de otros micronutrientes tales como
la riboflavina, la cantidad que se agrega es superior a la
cantidad pérdida durante la molienda, por lo tanto, la harina

es fortificada. (Fortificacion de Alimentos, 2009)
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3.2.4 Estabilidad de los Micronutrientes

3.2.5

En los alimentos, la estabilidad de las vitaminas es mas
precaria que la de los minerales porque las vitaminas son
mas sensibles al calor, la oxidacién y los agentes reductores,
la luz y otros tipos de estimulos fisicos y quimicos. Las
vitaminas son estables en la harina como tal, aun cuando la
humedad y temperaturas altas, juntas, afectan adversamente

la vitamina A.

El uso de formas encapsuladas de vitamina A ayudard a
superar el problema. Se ha comprobado que se produce la
pérdida de cantidades menores de otras vitaminas durante el

almacenamiento de la harina.

La mayor parte de las pérdidas de vitaminas se produce
durante el horneado, que es el proceso mas comun para
preparar los productos a base de harina de trigo. A pesar de
que las temperaturas de horneado son altas (sobre 200°C), la
temperatura en el interior del producto es significativamente
mas baja, y mas del 70 por ciento de las vitaminas
permanecen inalteradas. Similarmente, entre el 65 y 85 por
ciento de las vitaminas permanecen intactas después de

cocinar las pastas. (Fortificaciéon de Alimentos, 2009)

Fortificacion de Harina en Guatemala

Guatemala ha sido pionero en el mundo en desarrollo, en
adoptar la adiciéon de Hierro y vitaminas del complejo B
(tiamina, riboflavina, niacina) a la harina de trigo. El
reglamento original data de los afnos 60. Sin embargo, los

niveles de adicibn eran Unicamente para restaurar estos
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nutrientes a los niveles originales existentes en el grano de
trigo. (SESAN, 2009)

3.2.6 Necesidad de Fortificar La Harina de Trigo en Guatemala:
La poblacion guatemalteca tiene en general una alimentaciéon
deficiente en carbohidratos, proteinas, vitaminas, hierro,
folatos y yodo, especialmente en los estratos socioeconémicos
pobres, tanto urbanos como rurales. Segun un estudio de
Unicef, Guatemala tiene el indice mas alto de desnutricion de

Latinoamérica, y el sexto del mundo.

El altimo monitoreo efectuado el tres de abril del 2008, por la
Secretaria de Seguridad Alimentaria y Nutricional (SESAN),
afirma que 6,147 comunidades en todo el pais presentan
algn grado de riesgo y registran casos de nifios con
desnutricion. De los 22 departamentos del pais, 20 registran

algun tipo de desnutricién

Unicef no duda en afirmar que Guatemala muestra los peores
indicadores de desnutricién de América, pese a no ser el pais
méas empobrecido. Supera incluso el promedio de Africa, de
35.2% de su poblacion, y de Asia, de 29.6%.

Los alimentos fortificados son un recurso importante para
ayudar a mejorar la alimentacion de la poblacién, pero no
existe un control por parte del Ministerio de Salud Publica,
en cuanto a la verificacion del cumplimiento de los niveles de
fortificacion de vitaminas del complejo B y acido félico en los

alimentos fortificados.
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3.2.7 Legislacion de Fortificacion de Harinas en Guatemala

La fortificacion obligatoria de la harina estd aumentando a
nivel mundial.

En Guatemala, un importante avance en la fortificacion de
alimentos fue la promulgacion de una Ley General de
Fortificacion, Enriquecimiento y Equiparaciéon de Alimentos
en 1992 (Decreto No. 44-92); asi como la aprobacion el 24 de
septiembre 1993 del Reglamento para la Fortificacién de la
Harina de Trigo con Hierro, acido folico y vitaminas del
Complejo B (ACUERDO NUMERO 498- 93). (SESAN, 2009)

Con la promulgacion de la Ley General de Enriquecimiento de
Alimentos (Decreto No. 44-92), se inicia también la adicion de
acido félico, convirtiéndose Guatemala y El Salvador, en los
primeros paises en el mundo en reconocer la importancia de
este nutriente en la salud humana.

Al mismo tiempo esta Ley General conformd6 la Comisiéon
Nacional de Fortificacion, Enriquecimiento y Equiparacién de
Alimentos (CONAFOR), la cual desde 1993 ha desarrollado
una importante labor. (Acuerdo Gubernativo, 2001; David,
2004; SESAN, 2009)

El Decreto No. 44-92 en Articulo 9 establece que, el
Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, debera
verificar y supervisar que en la fabricacion de alimentos
incluidos en esta Ley, se realice el proceso de fortificar los
alimentos de conformidad con los reglamentos especificos de
esta Ley. (David, 2004)

El 25 de abril de 2001 fue publicado el Acuerdo Gubernativo
44-2001, en este se deroga el ACUERDO NUMERO 498-93,
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Reglamento de la Fortificaciéon de la Harina de Trigo, emitido
el 24 de septiembre de 1993. (Acuerdo Gubernativo, 2001)

3.2.7.1 Acuerdo Gubernativo 44-2001:

Las disposiciones del acuerdo Gubernativo 44-2001

se aplican a toda la Harina de Trigo y Premezclas de
Harina o Harinas Preparadas, cuyo ingrediente
principal es la Harina de Trigo, que se utilizan en el
pais para consumo humano, sean de produccion
nacional, importacion o donacién. (Acuerdo
Gubernativo, 2001)

Establece que la harina de trigo y la premezclas de
harina o harinas preparadas que se utilicen en el
pais deberan estar enriquecidas con tiamina
(vitamina B1), riboflavina (vitamina B2) y niacina y
fortificada con acido félico y Hierro. Los niveles son

los siguientes:

CANTIDAD CANTIDAD
NOMBRE _ .
MINIMA (mg/kg) | MAXIMA (mg/kg)
Mononitrato de
o 4.00 6.00
Tiamina
Riboflavina 2.50 3.50
Niacina como
o ) 35.00 40.00
niacinamida
Acido félico 0.35 0.45
Hierro 55.00 65.00

Fuente Teodrica: Acuerdo Gubernativo 44-2001
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3.2.7.2 Resolucion No. 201-2007 del Consejo de Ministros de
Integracion Econdémica (COMIECO-XLV)

Mediante la  Resolucibn numero  201-2007
(COMIECO-XLV) de fecha 27 de Julio de 2007, el
Consejo de Ministros de Integracion Econdémica
aprobd el Reglamento Técnico Centroamericano
RTCA 67.01.15:07 Harinas. Harina de Trigo
Fortificada, y sus especificaciones. (COMIECO XLV,
2007)

3.2.7.3 Reglamento Técnico Centroamericano RTCA
67.01.15:06:

El objetivo de este reglamento técnico establece las

caracteristicas y especificaciones que debe cumplir la
harina de trigo fortificada.

Este reglamento se aplica a la harina de trigo
fortificada para el consumo humano, elaborada con
trigo comun, Triticum aestivum L. o con trigo
ramificado, Triticum compactum Host, o una mezcla
de los mismos, a granel o preenvasada y que esta
lista para la venta al consumidor o esta destinada
para utilizarla en la elaboracién de otros productos
alimenticios. (Reglamento Técnico Centroamericano,
2006)

Los niveles minimos de micronutrientes para la
fortificacion de la harina de trigo son los sefalados

en la tabla siguiente:
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NIVEL MINIMO A ALCANZAR
MICRONUTRIENTES .
(mg/kg de harina)

Hierro 55.0
Tiamina (vitamina B1) 6.2
Riboflavina (vitamina B2) 4.2
Niacina 55.0
Acido folico 1.8

Fuente Teodrica: RTCA 67.01.15:06

3.3 Cuantificacion de Vitaminas en los alimentos:
La metodologia para la cuantificacion de vitaminas del complejo B en
alimentos incluye diversas técnicas con principios analiticos diversos,
tales como cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
espectrofotometria, cromatografia de afinidad, cromatografia de
intercambio idnico, y andlisis microbiolégico, el cual es considerado

como estandar de oro para la mayoria de vitaminas de este grupo.

3.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC):
Los trabajos de investigacion utilizando la técnica de HPLC para
la cuantificacion de tiamina y riboflavina en alimentos se
remonta a los afos setenta, entre los cuales destaca el de Van
der Weerhof vy colaboradores, quienes describieron un
procedimiento utilizando una columna de silica gel para separar
riboflavina y tiamina, por medio de la oxidacion de la tiamina
hacia Tiocromo después de su separacion, y posterior
cuantificacion de riboflavina y Tiocromo con un detector de
fluorescencia. Sin embargo reportaron la desventaja de
disminuir la vida media de las columnas hasta pocos dias de
uso. Asimismo, Toma y Tabekia, describieron la separaciéon
simultanea de riboflavina, tiamina y niacina en productos

derivados de arroz fortificados utilizando cromatografia de
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intercambio i6nico y una columna de fase reversa, obteniendo
recuperaciones por encima del 90%.

Posteriormente, en el afio 1980, Ang y Moseley, desarrollaron
un procedimiento con detector de fluorescencia, altamente
sensible para la separaciéon de riboflavina, como Lumiflavina, y
tiamina como tiocromo, reportando limites de deteccién de
hasta 0.05 y 0.2ng respectivamente. (Agustin, 1984; Ang y
Moseley, 1980)

En ese mismo afio, Kamman y colaboradores desarrollaron un
método para la separacion de tiamina y riboflavina utilizando
detectores UV visible, por medio de la cual la separacion de la
tiamina y riboflavina era exitosa, Unicamente en alimentos
fortificados. En estas matrices, los resultados eran
comparables a los métodos aprobados por AOAC. (Agustin,
1984; Kamman, Labuza y Warthesen, 1980)

Posteriormente, Kamman Yy colaboradores, asi como otros
muchos autores, comenzaron a investigar la cinética de
degradacion de ciertas vitaminas en determinadas matrices de
acuerdo a su almacenamiento y enriquecimiento, reportando
una diferencia significativa en la velocidad de degradacién de
cada vitamina de acuerdo a factores como temperatura,
intensidad de luz y actividad de agua, entre otros. (Berglund,
Dick y Dreher, 1987; Kamman, Labuza y Warthesen, 1981;
Woodcock, Warthesen y Labuza, 1982)

Hasta ese momento, los trabajos de investigacion habian
arrojado las siguientes posibles hipoétesis:
-La determinacion simultdanea de tiamina vy riboflavina

utilizando detectores UV, al parecer era de baja sensibilidad,
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por lo cual era soOlo aplicable a alimentos con altas
concentraciones de vitaminas.

-La utilizacion de detectores de fluorescencia, presentaba
mayor sensibilidad que la técnica con UV, pero requeria de la

derivatizacion de tiamina a Tiocromo y riboflavina a Lumicromo.

Por lo anteriormente expuesto, Fellaman y colaboradores
desarrollaron un método que incluia los dos tipos de detectores,
para lo cual, hicieron varias combinaciones de métodos

obteniendo buenos resultados. (Fellman, 1982)

Por otro lado, el estudio de las vitaminas hidrosolubles, asi
como otros compuestos relacionados iba paralelamente en
avance en busca de metodologias analiticas sensibles, rapidas y
economicas. Para lo cual la cromatografia liquida, también era
el centro de investigacion desarrollando asi metodologias para
la determinacion de Acido Pantoténico, Biotina, vitamina B6 y
B12. Estas vitaminas eran dificiles de cuantificar debido a que
los métodos convencionales de HPLC con detectores UV,
presentaban interferencias en los cromoforos al ser leidos por el
detector o por coeluir con otras vitaminas.(23.24) Esto también
origino la inclusién de estos compuestos en una avalancha de
trabajos de investigacion en preparados farmacéuticos o
multivitaminicos, donde la separacibn de mas compuestos
resulta aparentemente mas sencilla, debido a que los efectos de
matriz se minimizan y las altas concentraciones de vitaminas,
hacen el trabajo un poco mas facil. (Klejdus et al., 2004; Lam,
Holcomb y Fusari, 1984; Maeda et al., 1989)

La evolucion de los métodos de analisis del acido félico, es

similar a la de todos los compuestos anteriormente
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mencionados, cuyos origenes se remontan a finales de los afos
setenta, con los estudios de Reed y col, Clifford y col y
Chapman vy col. Asi como con las demas vitaminas
hidrosolubles, el método microbiolégico es el método de
referencia para la cuantificacion de folatos en alimentos. Sin
embargo, la determinacion de folatos, asi como otras vitaminas
del complejo B, representa un problema analitico, debido a la
existencia de derivados 0 precursores que poseen diversos
estados de oxidacién, varios grupos sustituyentes y una cadena
de poliglutamilo de longitud variable. A pesar de que la
determinacién del largo de la cadena de poliglutamilo es de
aplicacion nutricional y bioquimica, el andlisis a menudo se
simplifica por medio del andlisis de folatos en su forma de
monoglutamilo después de deconjugacion enzimatica. (Gregory,
1984)

Otro aspecto que dificulta el analisis de los folatos en alimentos
son la baja concentracién de este compuesto de manera natural
y la inestabilidad relativa hacia el calor, acidos fuertes y
oxigeno, generando una subestimacién del analito debido a
pérdidas en los alimentos. Por todo lo anteriormente expuesto,
los métodos para el analisis de folatos naturales, requieren una
extraccion del compuesto proveniente de la matriz, seguido de
deconjugacion de los derivados del poliglutamato hacia los
respectivos monoglutamatos al utilizar conjugasas provenientes
del pancreas o rifiones. (Gregory, 1984; Pfeiffer y Rogers, 1997;
Vahteristo et al., 1996)

En los afios noventa e inicios del nuevo milenio, a medida que
las técnicas cromatograficas iban perfeccionandose vy

diversificandose, surgian nuevas combinaciones de métodos
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para cuantificar tiamina, riboflavina, niacina y Piridoxina, de
manera individual o simultdnea en diversas matrices,
obteniendo resultados prometedores de acuerdo a cada estudio
en particular. Las matrices a evaluar fueron, soya, tofu, pollo,
salchichas, formulas infantiles, entre otras. (Chase et al., 1992;
Fernando y Murphy, 1990; Hagg, 1994; Olds, Vanderslice y
Brochetti, 1993; Valls et al., 1999)

Después de este recorrido de investigaciones para optimizar los
métodos de analisis de vitaminas del complejo B en alimentos,
la tendencia en el nuevo milenio, continda esforzandose para
evaluar nuevas matrices y lograr incluir la mayor cantidad de

compuestos de forma simultanea en una sola inyeccion.

De esta variedad de métodos evaluados, fue escogido el método
reportado por Ekinci y Kudakal, quienes segun su reporte
cientifico, lograron analizar muestras de Tahana, un cereal
tradicional turco, con una metodologia que les permite
cuantificar vitaminas del complejo B, asi como también

vitamina C.

Este método utiliza un procedimiento de HPLC en fase reversa
para la determinacion de vitaminas hidrosolubles: vitamina C,
niacina, Acido Pantoténico (vitamina B5), Piridoxina (vitamina
B6), tiamina (vitamina B1), acido félico y riboflavina (vitamina
B2) en la matriz de cereal. El procesamiento de las muestra
incluye una extraccion de fase solida con cartuchos Sep - Pak
Cis. Las vitaminas hidrosolubles son analizadas con una
columna Discovery C-18 de 150mm x 4.6mm con fase movil
KH2POs 0.1M (pH 7.0) - Metanol (90:10) con un flujo de
0.7mL/min por medio de una bomba isocratica. La

identificacion de los compuestos fue lograda luego de comparar
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los tiempos de retencién y los espectros UV de las muestras con
los espectros de los estandares. Los limites de deteccion
oscilaron entre 0.1 y 0.5mg/L. La recuperacién se mantuvo
alrededor de 96.51% - 99.4%. (Ekinci, y Kudakal 2005)

3.3.2 Cromatografia Liquida de Ultra Rendimiento (UPLC):
Introducido en 2004 y utilizando los mismos principios que el
HPLC, UPLC mejora en tres areas: resoluciéon cromatogréfica,

la velocidad del andlisis y la sensibilidad.

El UPLC se basa en el uso de fase estacionaria consiste en
particulas de menos de 2 micras (las columnas de HPLC son
tipicamente de particulas de 3 de 5 micras). La curva de Van
Deemter, que se rige por una ecuacion con tres componentes,
muestra que el margen de caudal utilizable para una buena
eficacia con un diametro de la particula es mucho mayor que
para los diametros mas grandes. Por lo tanto, es posible
aumentar el rendimiento y la velocidad de analisis, sin alterar el

rendimiento cromatogréfico.

Una desventaja es que el aumento de la presion requiere mas
mantenimiento y reduce la vida util de las columnas de este
tipo. Hasta la fecha un rendimiento similar e incluso superior
se ha demostrado con fases estacionarias de alrededor de 2
micras de tamafo de particula sin los efectos nocivos de la alta
presion. Ademas, las fases de menos de 2 micrones, no son

regenerables y por lo tanto tienen un uso limitado.

Actualmente no existen estudios previos de cuantificacién de
vitaminas hidrosolubles por cromatografia liquida de ultra
rendimiento (UPLC). El Unico método reportado es el que se

realizard en la presente investigacion, propuesto por SCANCO



23

de Guatemala. Este método se encuentra publicado en las
aplicaciones de la columna Acquity BEH AMIDE de la

corporacién Waters.

Este método permite la determinacibn de nicotinamida,
piridoxina, riboflavina, niacina, tiamina, &cido ascorbico,
cianocobalamina y acido fdlico. EI método utiliza fase movil de
Acetonitrilo/Acetato de amonio 10Mm, con flujo de 0.3mL/min
y detector UV/VIS a 265nm. La extraccion de las vitaminas se
realiza con una solucion de Acetonitrilo/Metanol (75:25) con

0.2% de &cido férmico.
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4. JUSTIFICACION

La poblacién guatemalteca tiene en general una alimentacién deficiente.
Guatemala tiene el indice mas alto de desnutricion de Latinoamérica, y el
sexto del mundo. La Secretaria de Seguridad Alimentaria y Nutricional
(SESAN), afirma que de los 22 departamentos del pais, 20 registran algun
tipo de desnutricion. El consumo de alimentos fortificados, tiene un papel
protagénico en el combate de las deficiencias, pero se desconoce por parte
de las autoridades de Salud Publica su éxito e impacto debido a que no se
cuenta con datos recientes ni periodicos con respecto al nivel de
fortificacion de vitaminas del complejo B y acido félico en los alimentos

fortificados, como es el caso de las harinas de trigo.

Existen laboratorios que analizan cada una de las vitaminas del complejo
B (tiamina, riboflavina, niacina) y acido folico por separado en muestras
de alimentos, pero se requiere de metodologia analitica por medio de la
cual se puedan obtener datos precisos en menor tiempo y menor costo. Por
lo que en este trabajo se propuso la utilizacién de dos métodos, uno con la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y otro con la
técnica cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC), para
determinar éstos componentes en la harina de trigo. EIl proyecto es de
impacto debido a que con dichos resultados las autoridades del
Departamento de Regulacion y Control de Alimentos (DRCA) perteneciente
al Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social (MSPAS) podran: evaluar
y mejorar los planes de monitoreo de las harinas de trigo a nivel nacional,
dirigir sus esfuerzos para controlar los tipos de harinas de trigo con mayor
deficiencia a nivel de fortificacion, establecer los lineamientos para
controlar de una manera eficiente varias vitaminas en particular, y
disponer de una metodologia analitica que provea de resultados precisos y

confiables en menor tiempo posible.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General:

5.2

Evaluar dos métodos para determinacion simultanea de vitaminas
del complejo B (tiamina, riboflavina, niacina) y acido félico en
harina de trigo, un método utilizando la técnica de cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC) y otro por la técnica de

cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC).

Objetivos Especificos:

Desarrollar el procedimiento descrito por Ekinci y Kudakal, en el
articulo titulado Determination of Seven Water-Soluble Vitamins in
Tarhan, a Traditional Turkish Cereal Food, By High-Performance
Liquid Chromatography, utilizando como matriz harina de trigo.
Desarrollar el procedimiento cromatografico sugerido por SCANCO
de Guatemala, que aplica la técnica de cromatografia liquida de ultra
rendimiento (UPLC), para la cuantificacion simultdnea de ocho
vitaminas hidrosolubles.

Evaluar y comparar los resultados obtenidos con ambos métodos
respecto a su efectividad para la determinacion simultanea de
vitaminas del complejo B (tiamina, riboflavina, niacina) y acido folico

en harina de trigo.
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6. HIPOTESIS

Tanto el método descrito por Ekinci y Kudakal, en el articulo titulado
Determination of Seven Water-Soluble Vitamins in Tarhan, a Traditional
Turkish Cereal Food, By High-Performance Liquid Chromatography
(HPLC), como el método sugerido por SCANCO de Guatemala por la técnica
de cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC), permiten la
cuantificacibn simultanea de vitaminas del complejo B (tiamina,

riboflavina, niacina) y 4cido félico en harina de trigo.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo:

Harina de trigo

Muestra: Harina de trigo sin vitaminas

7.2 Medios:
7.2.1 Recursos Humanos:
§ Autor: Br. Maria Gabriela Mencos De Ledn.
§ Asesor: Licda. Julia Amparo Garcia Bolafios

) Revisora: Licda. Hada Marieta Alvarado, M.Ad.Ed.
7.2.2 Recursos Institucionales:

8 Laboratorio Nacional De Salud

8 Universidad de San Carlos de Guatemala

7.2.3 Recursos Materiales:

7.2.3.1 EQUIPO Y MATERIALES DE LABORATORIO:

§ Cromatégrafo liquido de alta resolucién con bomba
isocréatica, detector de UV/VIS con arreglo de haz
de diodos, y software adecuado.

§ Cromatégrafo liquido de ultra rendimiento con

bomba binaria, detector de UV/VIS, y software

adecuado.

Balanza analitica sensibilidad 0.1mg

Balones aforados actinicos de 100mL

Balones aforados actinicos de 50mL

Balones aforados actinicos de 25mL

Pipetas de 17.6mL

w w W W W
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Pipetas de 12mL

Pipetas de 10mL

Pipetas de 9mL

Pipetas de 7mL

Pipetas de 6mL

Pipetas de 5mL

Pipetas de 4mL

Pipetas de 3mL

Pipetas de 2mL

Pipeta automatica de 5ulL - 50ulL.

Pipeta automatica de 20uL - 200uL.

Pipeta automatica de 250uL - 1000uL.
Potenciometro

Embudos

Papel filtro Whatman No. 2

Espatula

Columna: C-18 o RP-18 5um, 15cm x 4.6mm
Discovery (Supelco)

Columna: BEH AMIDE 1.7uym, 1mm x 100mm
(Waters)

Cartucho Sep Pak C-18

Dispositivo de filtracion sobre membrana Millipore
Membranas de 0.45um

Bafio ultrasonico

Tubos coénicos para centrifuga

Centrifuga

Viales ambar de 2mL para HPLC

Viales ambar de 2mL para UPLC
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7.2.3.2 REACTIVOS
§ Estandares almacenados con deshidratante
adecuado: riboflavina (hidrocloruro), tiamina
(hidrocloruro), niaciana, Acido Folico
§ Solucién de acido clorhidrico 0.005M
§ Solucién de fosfato monobasico de potasio 0.1M
pH 7.0.
Solucién de agua calidad HPLC acidificada pH 4.2
Metanol HPLC
Fase moévil de KH2PO4 0.1M - metanol 90:10 (pH:7)
Acetonitrilo
Acetato de amonio
Hidréxido de amonio
Acido formico
Agua HPLC

w W WU WU WU W WU w

7.3 Diseino de Investigacion:
La investigacion reune las caracteristicas de un analisis descriptivo.
De la concentraciéon de cada vitamina se sacdé un promedio,
desviaciéon estandar y coeficiente de variacion.
Se calcularon intervalos de confianza del 95% para estimar la
media poblacional de los porcentajes de recuperacion de cada
vitamina. Los intervalos fueron comparados con el rango de

aceptacion.
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7.4 Procedimiento:

7.4.1 Procedimiento Analitico: Técnica cromatografia liquida de

alta resolucién (HPLC)

7.4.1.1 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE TRABAJO:

Fase Mavil de KH2PO4 0.1M (pH 7.0)-Metanol, 90:10

§ Pesar 13.6282g de KH2PO4 y disolver con agua
HPLC

§ Trasvasar la solucion a un balon aforado de
1000mL.

§ Llevar a volumen con agua HPLC y agitar.

§ Llevar la solucion a pH 7.0 con NaOH 8N.

7.4.1.2 PREPARACION DE LOS ESTANDARES:

Solucién madre de niacina (550ppm):

§ Pesar en un balén actinico aforado de 100mL,
exactamente 55mg de estandar de niacina.

§ Agregar 50mL de agua HPLC.

§ Agitar hasta que la niacina se disuelva por
completo.

§ Llevar a volumen con agua HPLC y agitar.

Solucién madre de tiamina (100ppm):

§ Pesar en un baldén actinico aforado de 100mL,
exactamente 10mg de estandar de tiamina.

§ Agregar 50mL de agua HPLC.
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§ Agitar hasta que la tiamina se disuelva por
completo.

§ Llevar a volumen con agua HPLC y agitar.

Solucién madre de acido félico (50ppm):

§ Pesar en un balén actinico aforado de 100mL,
exactamente 5mg de estandar de acido folico.

§ Agregar 50mL de agua HPLC.

§ Agitar hasta que el &cido félico se disuelva por
completo.

§ Llevar a volumen con agua HPLC y agitar.

Solucién madre de riboflavina (100ppm):

§ Pesar en un balén actinico aforado de 100mL,
exactamente 10mg de estandar de riboflavina.

§ Agregar 50mL de agua HPLC.

§ Agitar hasta que la riboflavina se disuelva por
completo.

§ Llevar a volumen con agua HPLC y agitar.

Solucion de mezcla de estandares (niacina 55ppm,

tiamina 6ppm, acido félico 2ppm, Rivoflavina 4ppm):

§ Las alicuotas para preparar la mezcla de
estandares deben tomarse de las soluciones
madres de estandares.

§ En un baldén actinico aforado de 100mL agregar:
10mL de niacina, 6mL de tiamina, 4mL de acido
folico y 4mL de riboflavina.

§ Llevar a volumen con agua HPLC y agitar.
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7.4.1.3 PREPARACION DE LA MUESTRA:

Pesar 5 gramos de harina de trigo en un balén
actinico de 100mL y diluirlo en 60mL de agua
HPLC.

Sonicar la muestra por 10 minutos.

Llevar la muestra a volumen con agua
desionizada.

Centrifugar la muestra por 20 minutos.

Extraccion por fase sélida (Sep Pak Cis):

§

Preparar agua acidificada (pH 4.2), mediante la
adiciéon de una soluciéon 0.005M de HCI, gota a
gota, sin dejar de agitar hasta alcanzar el pH
predeterminado.

Activar la fase solida con 10mL de metanol y luego
10mL de agua acidificada (pH 4.2).

Cargar la fase sélida con 10mL del sobrenadante
del centrifugado de la muestra.

Lavar con 5mL de agua acidificada (pH 4.2).

Eluir con 10mL de metanol. (caudal de 1mL/min)

Recolectar la elucion e inyectarla

7.4.1.4 ADICION ESTANDAR DE VITAMINAS A MUESTRA DE

HARINA LIBRE DE VITAMINAS.

§

Pesar 5g de harina de trigo libre de vitaminas en
un balén actinico de 100mL.

Adicionarle 10mL de la solucion madre de niacina,
6mL de la solucion madre de tiamina, 4mL de la
solucion madre de acido folico y 4mL de la

solucién madre de riboflaviana.
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Seguir el procedimiento de preparacion de muestra
del inciso 7.4.1.3

7.4.1.5 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS:

Estabilizar el equipo con fase moévil y programar el

equipo bajo las siguientes condiciones:

Fase movil: Fase movil KH2POs4 0.1M (pH 7) -
metanol 90:10

Flujo o caudal: 0.7mL/min

Inyeccion: 20puL

Columna: Supelco Discovery C — 18 fase reversa
(150mm x 4.6mm, 5um) # 504955

Temperatura de columna 25°C

Detector: UV/VIS con arreglo de diodos: 234nm
para la tiamina, 266nm para la riboflavina, 261nm

para la niacina y 282nm para el acido fdlico.

7.4.1.6 PRUEBAS REALIZADAS:

§

Inyectar las soluciones madre de los estandares
por separado, para identificar los tiempos de
retencién de cada una de las vitaminas.

Inyectar la solucién de mezcla de estandares
(niacina 55ppm, tiamina 6ppm, acido félico 2ppm,
Rivoflavina 4ppm)

Realiza la adicion Estdndar de vitaminas a
muestra de harina de trigo libre de vitaminas.
(debe realizarse diez veces a muestras de la misma
harina).

Inyectar las diez muestras.
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§ Realizar analisis: promedio, desviacién estandar,
coeficiente de variacion y % de recuperacion de las
concentraciones de vitaminas adicionadas.

§ Calcular intervalos de confianza del 95% para
estimar la media poblacional de los porcentajes de
recuperacion de cada vitamina. Los intervalos
seran comparados con el rango de aceptacién. Si
algun intervalo contiene valores por fuera del
rango seran rechazados.

§ Verificar el tiempo de retencion del pico,
comparado con el de referencia, comparar Area vs

Concentraciéon

Donde ¢ = concentracién en pug/mL.
v=volumen

a = masa de la muestra en gramos

7.4.2 Procedimiento Analitico: Técnica de cromatografia liquida de
ultra rendimiento (UPLC)

7.4.2.1 PREPARACION DE SOLUCIONES DE TRABAJO:

Solucion Al: 50% acetonitrilo/ 50% agua HPLC 10mM
de acetato de amonio, pH = 9.00
§ Medir 100mL de acetonitrilo
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§ Pesar 154.16gm de acetato de amonio, disolverlo
con agua HPLC y luego trasvasar a un balén de
100mL y aforar con agua HPLC

§ Mezclar con el acetonitrilo

§ Llevar a pH = 9.0 con hidroxido de amonio.

Soluciéon B1: 90% acetonitrilo/10% agua HPLC 10mM

de Acetato de amonio, pH =9.00

§ Medir 225mL de acetonitrilo

§ Pesar 192.7mg de acetato de amonio, disolverlo
con agua HPLC y luego trasvasar a un balén de
25mL y aforar con agua HPLC

§ Mezclar con el acetonitrilo

§ Llevar a pH = 9.0 con hidroxido de amonio

Solvente lavado débil: 95% acetonitrilo/5% agua HPC
§ Medir 190mL de acetonitrilo
§ Agregar 10mL de agua HPLC.

§ Mezclar

Solvente lavado fuerte: 75% acetonitrilo/25% agua HPC
§ Medir 150mL de acetonitrilo
§ Agregar 50mL de agua HPLC.

§ Mezclar

Diluyente de muestras: 75% acetonitrilo/25% Agua
HPC

§ Medir 375mL de acetonitrilo

§ Agregar 125mL de agua HPLC.

§ Agregar 1mL de &cido féormico y mezclar.
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7.4.2.2 PREPARACION DE LOS ESTANDARES:

Solucién madre de niacina (550ppm):

§

Pesar en un baldén actinico aforado de 25mL,
exactamente 13.75mg de estandar de niacina.
Agregar 12mL de agua HPLC.

Agitar hasta que la niacina se disuelva por
completo.

Llevar a volumen con agua HPLC y agitar.

Solucién madre de tiamina (100ppm):

§

Pesar en un baldén actinico aforado de 25mL,
exactamente 2.5mg de estandar de tiamina.
Agregar 12mL de agua HPLC.

Agitar hasta que la tiamina se disuelva por
completo.

Llevar a volumen con agua HPLC y agitar.

Solucién madre de acido félico (50ppm):

§

Pesar en un baldén actinico aforado de 25mL,
exactamente 1.25mg de estandar de acido félico.
Agregar 12mL de agua HPLC.

Agitar hasta que el &cido folico se disuelva por
completo.

Llevar a volumen con agua HPLC y agitar.

Solucién madre de riboflavina (100ppm):

§

Pesar en un balén actinico aforado de 25mL,
exactamente 2.5mg de estandar de riboflavina.
Agregar 12mL de agua HPLC.

Agitar hasta que la riboflavina se disuelva por

completo.
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Llevar a volumen con agua HPLC y agitar.

Solucion de mezcla de estandares (niacina 55ppm,

tiamina 6ppm, acido folico 2ppm, Rivoflavina 4ppm):

§

Las alicuotas para preparar la mezcla de
estdndares deben tomarse de las soluciones
madres de estandares.

En un baldén actinico aforado de 50mL agregar:
5mL de niacina, 3mL de tiamina, 2mL de &cido
folico y 2mL de riboflavina.

Llevar a volumen con la solucion diluyente de

muestra y agitar.

7.4.2.3 PREPARACION DE LA MUESTRA:

§

Pesar 17 gramos de harina de trigo en un balén
actinico de 50mL vy diluirlo con 25mL de la
solucién diluyente de muestras.

Sonicar la muestra por 10 minutos.

Llevar la muestra a volumen con la solucién
diluyente de muestras.

Centrifugar la muestra por 20 minutos.

Filtrar por filtros de disco de 0.45um.

Recolectar el filtrado en viales

7.4.2.4 ADICION ESTANDAR DE VITAMINAS A MUESTRA DE
HARINA LIBRE DE VITAMINAS.

§

Pesar 17g de harina de trigo libre de vitaminas en
un balén actinico de 50mL.
Adicionarle 5mL de la soluciobn madre de niacina,

3mL de la solucién madre de tiamina, 2mL de la
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solucion madre de acido folico y 2mL de la
solucion madre de Riboflaviana.

Seguir el procedimiento de preparacion de muestra
del inciso 6.4.2.3

7.4.1.5 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS:

wn

Estabilizar el equipo con fase moévil y programar el

equipo bajo las siguientes condiciones:

Flujo o caudal: 0.3mL/min
Gradiente: 0.0min:0.1% A1/99.9% B2
6.5min: 70% A1/30% B2
6.51min: 0.1% A1/99.9% B2
Detector: UV/VIS
Longitud de onda: 265nm
Columna: Acquity UPLC BEH AMIDE 1.7um
1.0mm x 1000mm

7.4.1.6 PRUEBAS REALIZADAS:

§

Inyectar las soluciones madre de los estandares
por separado, para identificar los tiempos de
retencién de cada una de las vitaminas.

Inyectar la solucién de mezcla de estandares
(niacina 55ppm, tiamina 6ppm, acido félico 2ppm,
Rivoflavina 4ppm)

Realiza la adicion Estdndar de vitaminas a
muestra de harina de trigo libre de vitaminas.
(debe realizarse diez veces a muestras de la misma
harina.

Inyectar las diez muestras.
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Realizar analisis: promedio, desviacién estandar,
coeficiente de variacion y % de recuperacion de las
concentraciones de vitaminas adicionadas.
Calcular intervalos de confianza del 95% para
estimar la media poblacional de los porcentajes de
recuperacion de cada vitamina. Los intervalos
seran comparados con el rango de aceptacién. Si
algun intervalo contiene valores por fuera del
rango seran rechazados.

Verificar el tiempo de retencion del pico,
comparado con el de referencia, comparar Area vs

Concentraciéon

mg/Kg = c x Vv

Donde ¢ = concentracién en pug/mL.

v=volumen

a = masa de la muestra en gramos
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8. RESULTADOS

8.1 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

8.1.1 Tiempos de retencién de vitaminas por separado utilizando
estandares
Tabla No. 1: Estandares de niacina, tiamina, acido félico y

riboflavina inyectados por separado.

Tiempo de Retencidon (minutos)
Estandar | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccidn | Inyeccion | Promedio
1 2 3 4 5
Niacina 4.374 4.452 4.304 4.373 4.365 4.374
Tiamina 6.951 6.693 6.754 6.843 6.794 6.807
Acido Félico 13.731 13.460 13.614 13.722 13.497 13.605
Riboflavina 13.557 13.884 13.972 13.780 13.806 13.800

Fuente: Datos experimentales

8.1.2 Tiempo de Retencidn de la Mezcla de Estandares

Tabla No. 2: Mezcla de estandares de vitaminas del complejo B

(niacina, tiamina, riboflavina) y acido félico

Tiempo de Retencidon (minutos)
Estandar | inyeccion | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion |Promedio
1 2 3 4 5
Niacina 4.313 4.770 4.430 4.329 4.469 4.462
Tiamina 5.350 5.882 5.480 5.424 5.398 5.507
Acido Félico * 13.281* 13.625* 13.133* 13.310* 13.290*| 13.328*
Riboflavina * 13.281* 13.625* 13.133* 13.310* 13.290*| 13.328*

Fuente: Datos experimentales

*Poseen igual tiempo de retencion y sus picos se traslapan.
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Tabla No. 3: Primera modificacion, fase mévil: KH-PO4 0.1M -

metanol 97:3, pH = 7.00

) Tiempo de Retencidon (minutos)
Estandar | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion
1 2 3 4 5

Niacina ND ND ND ND ND
Tiamina ND ND ND ND ND
Acido ND ND ND ND ND
Folico

Riboflavina ND ND ND ND ND

Fuente: Datos experimentales

ND: No detectado

Tabla No. 4: Segunda modificaciéon, fase mévil KH2PO4 0.1M —

metanol 97:3, pH = 4.00

) Tiempo de Retencion (minutos)
Estandar [ Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion
1 2 3 4 5

Niacina ND ND ND ND ND
Tiamina ND ND ND ND ND
Acido ND ND ND ND ND
Folico

Riboflavina ND ND ND ND ND

Fuente: Datos experimentales

ND: No detectado

Tabla No. 5: Tercera modificaciéon, fase moévil: KH2PO4 0.1M -
metanol 70:30, pH = 7.00

Estandar

Tiempo de Retencidon (minutos)

Inyeccion | Inyeccién | Inyeccion | Inyeccién | Inyeccion
1 2 3 4 5 Promedio
Niacina ND ND ND ND ND ND
Tiamina ND ND ND ND ND ND
Acido 13.427 13.640 13.402 13.387 13.496 13.470
Folico
Riboflavina 18.045 18.256 18.021 18.106 18.097 18.105

Fuente: Datos experimentales

ND: No detectado
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Tabla No. 6: cuarta modificacion, fase mévil: KH2PO4 0.1M -
metanol 70:30, pH = 4.00

) Tiempo de Retencidon (minutos)
Estandar | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion
1 2 3 4 5

Niacina ND ND ND ND ND
Tiamina ND ND ND ND ND
Acido ND ND ND ND ND
Folico

Riboflavina ND ND ND ND ND

Fuente: Datos experimentales
ND: No detectado

Tabla No. 7: Quinta modificacion, fase movil KH2PO4 0.1M,
pH = 7.00 + Acido hexanosulfénico de sodio 0.025M, gradiente
de solventes:

Tiempo Buffer Metanol
0-5 98% 2%
5-25 75% 25%
] Tiempo de Retencion (minutos)
Estandar | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion
1 2 3 4 5 Promedio
Niacina 1.953 1.932 1.946 1.950 1.944 1.945
Tiamina 3.506 3.489 3.511 3.520 3.504 3506
Acido 15.259 15.217 15.264 15.226 15.248
Folico 15.243
Riboflavina 23.898 23.863 23.899 23.870 23.864 23.879

Fuente: Datos experimentales
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Tabla No. 8: Sexta modificaciéon: fase movil KH2PO4 0.1M, pH =

4.00 + Acido hexanosulfonico de sodio 0.025M, gradiente de

solventes:
Tiempo Buffer Metanol
0-5 98% 2%
5-25 75% 25%
) Tiempo de Retencion (minutos)
Estandar [nyeccién [ Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion
1 2 3 4 5 Promedio
Niacina 2.513 2.496 2.508 2.518 2.510 5509
Tiamina 17.390| 17.376| 17.383| 17.397| 17.386| 417386
Acido 21.466 21.444 21.450 21.471 21.462
Folico 21.459
Riboflavina 23.567 23.549 21.462 23.578 23.566 23 144

Fuente: Datos experimentales

8.2 Cromatografia liquida de ultra resolucion (UPLC)

8.2.1 Tiempos de retencién de vitaminas por separado utilizando

estandares

Tabla No. 9: Estandares de riboflavina, niacina, tiamina y acido

félico inyectados por separado.

Tiempo de Retencidon (minutos)
Estandar | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccion | Inyeccién | Inyeccion | Promedio
1 2 3 4 5
Riboflavina 0.894 0.895 0.893 0.893 0.894 0.894
Niacina 1.077 1.077 1.079 1.077 1.078 1.078
Tiamina 1.699 1.700 1.720 1.725 1.737 1.716
Acido Félico 4.355 4.363 4.359 4.361 4.361 4.360

Fuente: Datos experimentales




8.2.2 Tiempo de retencion de la mezcla de estandares

Tabla No. 10: Mezcla de estandares de vitaminas del complejo B

(niacina, tiamina, riboflavina) y acido fdlico.

Tiempo de Retencidon (minutos)
Estandar | Inyecciéon | Inyeccién | Inyeccién | Inyeccién | Inyeccion |Promedio
1 2 3 4 5
Riboflavina 0.970 0.974 0.974 0.985 0.986 0.978
Niacina 1.168 1.171 1.175 1.187 1.188 1.178
Tiamina 1.810 1.809 1.830 1.851 1.856 1.831
Acido 4.306 4.307 4.295 4.283 4.381 4.314
Folico

Fuente: Datos experimentales

8.2.3 Porcentaje de recuperacion:

Tabla No. 11: Porcentaje de recuperacion en muestras de harina
de trigo, fortificadas con vitaminas del complejo B (niacina,

tiamina, riboflavina) y acido fdlico.

% de Recuperacion Vitaminas
Muestras ~
Riboflavina | Niacina |Tiamina | Acido Fdlico
Muestra A 100.0000 |95.4215 | 104.9772 | 64.2257
Muestra B 96.4750 |93.3210| 98.1265 | 65.7763
Muestra C 95.0250 |91.7183| 94.9928 | 74.0796
Muestra D 97.6500 |94.4569 | 96.4596 | 75.2301
Muestra E 98.9750 |92.3072| 96.8263 | 67.0768
Muestra F 98.9250 |91.9772|106.9274| 58.9236
Muestra G 95.8250 |97.2539 | 95.0428 | 59.7239
Muestra H 95.1500 |91.3081| 97.5764 | 61.6246
Muestra | 94.8250 |95.4835| 98.5932 | 74.5798
Muestra J 97.0250 |96.3915|106.3940 | 72.2289
Promedio 96.9875 |93.9639| 99.5916 | 67.3469
Esetsé‘ggg'ron 1.8481 |2.1238 | 4.6618 | 6.3044
@ﬁgﬁ{gﬂe”m de 1.9055 | 2.2602 | 4.6809 9.3611

Fuente: Datos experimentales
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Tabla No. 12: Intervalo de confianza del 95% para la media del

porcentaje de recuperacion por vitaminas, rango de aceptacion

por vitamina y conclusion.

1ICO95%
Vitaminas mite L mite ai:gf;;;ﬂ Conclusion
inferior | superior
Riboflavina 95.67% 98.31% 80% - 110% Cumple
Niacina 92.44% 95.48% 90% - 107% Cumple
Tiamina 96.26% | 102.92% 80% - 110% Cumple
Acido folico 62.84% | 71.86% 80% - 110% No cumple

Fuente: Datos experimentales, andlisis elaborado en EPIDAT 3.1
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9. DISCUSION

9.1 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Se desarrollaron las condiciones cromatogréaficas descritas por EKinci

y Kudakal para la determinacion de vitaminas hidrosolubles.

Se realizaron inyecciones de los estandares de vitaminas del complejo
B (tiamina, niacina y riboflavina) y acido fdlico por separado, para
establecer los tiempos de retencion (ver Tabla No. 1). Los picos de
cada cromatograma fueron de una adecuada resolucién. La primera
vitamina en eluir fue la niacina con un tiempo de retencién promedio
de 4.374 minutos (ver Anexo No. 1), la segunda vitamina en eluir fue
la tiamina con un tiempo de retencién promedio de 6.80 minutos (ver
Anexo No. 2), mientras que la riboflavina y el 4cido félico presentaron
igual tiempo de retencién al eluir en 13 minutos (ver Anexos No. 3y
4).

Las inyecciones de cada estandar por separado también sirvieron
para establecer el tiempo de corrida necesario para proceder a
inyectar la mezcla de los cuatro estandares, la cual se establecio seria
de 22 minutos, tomando en cuenta que los uUltimos dos picos tienen

un tiempo de retencion de 13 minutos.

Al analizar cada cromatograma se evidencié que efectivamente la
mejor absorcion para la tiamina es la longitud de onda de 234nm.
Esto en comparacion con las areas de los picos que se observaron en
las demas longitudes de onda a las que se realiz6 el analisis. Se
determindé que la longitud de onda en la que la niacina presenté
mayor absorcion es a 266nm. Esta longitud de onda no coincide con

la que reporta el método como la longitud de onda a la cual la niacina
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tiene mayor absorcion, ellos reportan 261nm. Con respecto al acido
folico y riboflavina ambos analitos presentaron mayor absorcién a
longitud de onda de 282nm, por lo que la riboflavina tampoco
concuerda con la longitud de onda de mayor absorcion reportada en

el método de 266nm.

Al analizar la mezcla de los cuatro estandares segun la Tabla No. 2, se
determiné que existe una interferencia entre el acido fdlico y la
riboflavina (ver Anexo No.5), esto debido a que ambos presentaron
igual tiempo de retencién, por lo que los picos se traslaparon,
teniendo como consecuencia una sumatoria de sus areas, lo que hizo
imposible poder establecer las cantidades presentes de cada uno de

estos analitos.

Con las pruebas obtenidas de la mezcla de los cuatro estandares, se
establecio que al desarrollar el método descrito por Ekinci y Kudakal
para la determinacién de vitaminas hidrosolubles, no se obtienen los
resultados esperados que permitan cuantificacion simultanea de
vitaminas del complejo B (tiamina, niacina, riboflavina) y acido félico.
Debido a que el acido félico y la riboflavina eluyen al mismo tiempo y

Nno son posibles de separar.

Con el proposito de solucionar el problema se realizaron
modificaciones al método en la proporcién de buffer-metanol y pH de
la fase movil, tratando de encontrar las condiciones cromatograficas
gue permitieran la cuantificacion simultanea de vitaminas del
complejo B (tiamina, niacina, riboflavina) y acido félico. Todas las
modificaciones del método se trabajaron a 265nm, esta longitud de

onda es adecuada para identificar a las cuatro vitaminas.
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La primera modificacion que se realiz6 fue cambiar la proporcion de la
fase movil. Se aumentd la proporcion del buffer y disminuyé la del
metanol, la fase mdévil utilizada fue KH2PO4 0.1M (pH 7) - metanol
97:3. Esto debido a que la riboflavina es relativamente hidrofobica y el
resto de las vitaminas trabajadas son hidrofilicas, se esperaba
retrasar la elucion de la riboflavina con menos proporcion de metanol,
logrando separarla del acido folico. Pero los resultados no fueron
buenos, el aumento de proporcion de buffer hizo que las vitaminas
eluyeran demasiado rapido y no se logr6 la identificaciéon (ver Tabla
No. 3).

La siguiente prueba se hizo con la misma proporcion de fase movil
KH2PO4 0.1M - metanol 97:3, pero se cambio el pH de neutro a pH
acido de 4.0 para protonar las vitaminas y determinar si esto
producia una separacion adecuada de las vitaminas, pero de la
misma manera que a pH 7 las vitaminas no fueron posibles de

identificar (ver Tabla No. 4).

Observando los resultados de las primeras dos modificaciones se
decidié cambiar nuevamente la proporcion de fase mévil — metanol,
disminuyendo la proporcion del buffer y aumentando la de metanol,
la fase moévil utilizada fue KH2PO4 0.1M (pH 7) — metanol 70:30. Con
estas condiciones se esperaba que al disminuir la proporcion de
buffer las vitaminas tardaran mas en eluir y se separaran de forma
adecuada. Los resultados fueron favorables para el acido félico que
eluyo en el minuto 13 y la riboflavina que eluyé en el minuto 18.
Desafortunadamente la niacina y tiamina no se lograron identificar

(ver Tabla No. 5 y Anexo No. 6).

La siguiente prueba se hizo con la misma proporcion de fase movil
KH2PO4 0.1M - metanol 70:30, pero se cambio a pH acido de 4.0
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para evaluar si al protonarse las vitaminas con la fase movil se
lograba la adecuada separacion de las vitaminas, pero no fue posible

identificar ninguna de las cuatro vitaminas (ver Tabla No. 6).

Segun el comportamiento de los estandares se observé que a mayor
proporcion de metanol se logré la separacion del acido félico y la
riboflavina, pero no de la niacina y tiamina. Por lo que se decidi6
modificar el método utilizando un gradiente de fase mévil donde A=
KH2PO4 0.1M y B = metanol. De O minutos — 5 minutos se aumento
linealmente el gradiente A — B (98% - 2%), de 5 minutos - 27 minutos
se aumenté linealmente el gradiente A - B (75% - 25%). A la fase
movil se le agrego acido hexanosulfénico de sodio 0.025M, este es un
reactivo de par idnico que atrapa mejor los iones a la columna,
aumentando el tiempo de retencion, también ayuda a definir mejor los
picos. Esta modificaciéon de gradiente se realizé a pH 7y pH 4. En
ambos casos como se observa en las Tablas No. 7 y 8 se obtuvo la
separacion e identificacién de las cuatro vitaminas (ver Anexos No. 7 y
8). El problema se presenté al trabajar con las muestras de harina,
como se observa en el cromatograma del Anexo No. 9, en un inicio de
la corrida cromatografica salen gran cantidad de impurezas siendo
imposible identificar a la niacina que posee un tiempo de retencién de
2.509 minutos. Como se observa en el cromatograma el resto de la
corrida no permite identificar de manera adecuada el resto de las
vitaminas, por lo tanto ésta modificacion tampoco produjo resultados
que permitieran la adecuada identificacion simultanea de las cuatro
vitaminas. Es importante tomar en cuenta que la harina de trigo es
una matriz muy compleja por la gran cantidad de componentes
quimicos que contiene y por esto no se obtuvieron los mismos

resultados g se obtuvieron con los estandares de las vitaminas.
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9.2 Cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC):
Se desarrollaron las condiciones cromatograficas descritas en el
método sugerido por SCANCO de Guatemala, que permite la

cuantificacion de ocho vitaminas hidrosolubles.

Se realizaron inyecciones de los estandares vitaminas del complejo B
(tiamina, niacina y riboflavina) y acido fdlico por separado, para

establecer los tiempos de retencidén de los mismos (ver Tabla No. 9).

La primera vitamina en eluir fue la riboflavina con un tiempo
promedio de retencion de 0.894 minutos (ver Anexo No. 10), la
segunda vitamina en eluir fue la niacina con un tiempo de retencién
promedio de 1.078 minutos (ver Anexo No. 11), la tercera vitamina en
eluir fue la tiamina con un tiempo promedio de retencion de 1.716
minutos (ver nexo No. 12) y por ultimo eluyé el acido folico con un

tiempo promedio de retencion de 4.360 minutos (ver Anexo No. 13).

Al analizar la mezcla de los cuatro estdndares se evidenciéo que se
obtiene una adecuada separaciéon de cada vitamina (ver Anexo No.
14), demostrando que el método permite la identificacion simultanea
de las vitaminas del complejo B (niacina, tiamina, riboflavina) y acido
folico. Se observo que las cuatro vitaminas eluyen antes del minuto
4.5 (ver Tabla No. 10), pero es necesario que el tiempo de corrida sea
de 6.51 minutos para poder llevar el gradiente de solventes a sus

condiciones iniciales antes de realizar la siguiente inyeccion.

Para evaluar la precision del método se realiz6 adicion estandar a diez
muestras de harina de trigo que no contenian nada de vitaminas (ver
Anexo No. 15) y se calculd el porcentaje de recuperacién de cada

estandar. El rango de aceptacién del porcentaje de recuperacion en el
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que se basa este estudio es tomado del manual de la Association of
Official Analytical Chemist (AOAC) para el programa de validacion de
métodos“?, el rango del porcentaje de recuperacién aceptable es
estimado en funcién de la concentracion del analito (ver Anexo No.
16). Las diez muestras de harinas fueron fortificadas con 55ppm de
niacina, 6ppm de tiamina, 4ppm de riboflavina y 2ppm de &cido
folico. Para la niacina el rango aceptable es de 90% - 107%, para la
tiamina, riboflavina y acido félico el rango aceptable es 80% - 110%.

Segun la Tabla No. 11 el promedio del porcentaje de recuperacion de
la riboflavina fue 96.99%, el promedio del porcentaje de recuperaciéon
de la niacina fue 93.96%, el promedio del porcentaje de recuperacion
de la tiamina fue 99.59% y el promedio del porcentaje de recuperacion
del acido fdlico fue 67.35%. Por lo tanto se puede establecer que el
método proporciona porcentajes de recuperacién aceptables para la
riboflavina, niacina y tiamina, siendo un método preciso para estas
tres vitaminas. Por lo contrario el porcentaje de recuperacion no es
aceptable para el acido félico por lo que no es un método preciso para

esta vitamina.

Del porcentaje de recuperacion obtenido de las diez muestras de
harina de trigo también fueron calculadas la desviacion estandar y el

coeficiente de variacion para cada vitamina (ver Tabla No. 11).

El manual de la AOAC para el programa de validacion de métodos
incluye una tabla con datos desviacion estdndar estimada en funcion
de la concentracion de analito (ver Anexo No. 17) Segun la Tabla No.
11 la desviacion estandar de la riboflavina fue 1.8481, la desviacion
estdndar de la niacina fue 2.1238, la desviacion estandar de la
tiamina fue 4.6618 y la desviacion estdndar del &cido folico fue

6.3044. En base al manual de la AOAC para el programa de
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validacion de métodos, la desviacion estandar obtenida de cada

vitamina se encuentra en un rango aceptable.

Con respecto a los coeficientes de variacion calculados del porcentaje
de recuperacion obtenido de cada vitamina, se observa una
variabilidad aceptable de los datos obtenidos, la riboflavina presento
un coeficiente de variacion de 1.9055%, la niacina presentd un
coeficiente de variacion de 2.2602%, la tiamina presento un
coeficiente de variacion de 4.6809% vy el acido folico un coeficiente de
variacion de 9.3611%. Los resultados de la tiamina y acido félico
fueron los que mayor variabilidad presentaron, es importante tomar
en cuenta que en muestras alimentarias, la precisiéon depende en
gran medida del tipo matriz de la muestra y la concentracion de la
sustancia analizada. La harina de trigo es una matriz dificil de
trabajar por su gran cantidad de componentes quimicos, ésta
contiene: almidoén, azucares, acidos grasos y materias minerales. En
el caso del acido fdlico las muestras se fortificaron con una baja

concentracion de 2ppm.

El siguiente paso del disefio estadistico fue calcular intervalos de
confianza del 95% de los porcentajes de recuperacién obtenidos de
cada vitamina, para estimar la media poblacional de los porcentajes
de recuperaciéon de las vitaminas. Los intervalos de confianza
obtenidos se compararon con el rango de aceptacion anteriormente
mencionado para cada vitamina. Si algun intervalo contenia valores
que estuvieran por fuera del rango aceptado, este seria rechazado. En
la Tabla No. 12 se observa que el intervalo de confianza de la
riboflavina fue 95.67% - 98.31%, el intervalo de confianza de la
niacina fue 92.44% - 95.48%, el intervalo de confianza de la tiamina
fue 96.26% - 102.92% vy el intervalo de confianza del &cido fdlico fue
62.84% - 71.86%.
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Por lo tanto se concluye que por el método de la técnica de
cromatografia liquida de ultra rendimiento, los porcentajes de
recuperacion de la riboflavina, la niacina y la tiamina cumplen, pues
obtuvieron intervalos de confianza dentro del rango del porcentaje de
recuperacion aceptado para estas vitaminas. En el caso del acido
félico no cumple pues el intervalo de confianza estimado estad por
afuera del rango del porcentaje de recuperacion aceptado para ésta

vitamina.



10. CONCLUSIONES

10.1 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

10.1.1 El articulo de Ekinci y Kudakal, reporta que la adecuada
longitud de onda para la identificacion de niacina es 261nm vy
para la riboflavina es 266nm, esto no coincide con los
resultados obtenidos experimentalmente, donde la mejor
longitud de onda para la niacina fue 261nm y para la

riboflavina fue 282nm.

10.1.2 Al desarrollar el procedimiento cromatogréafico descrito por
Ekinci y Kudakal para la determinacion de siete vitaminas
hidrosolubles, no se obtuvieron los resultados reportados,
debido a que existe una interferencia entre el acido félico y la
riboflavina, ambos presentaron igual tiempo de retencién, por lo

que los picos se traslaparon.

10.1.3 El procedimiento cromatografico descrito por Ekinci y Kudakal
por la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
no permite la cuantificacion simultanea de vitaminas del

complejo B (tiamina, riboflavina, niacina) y acido félico.

10.1.4 Las modificaciones en proporcion de buffer — metanol y pH
realizadas al método descrito por Ekinci y Kudakal, con el
proposito de lograr la cuantificacion simultanea de vitaminas
del complejo B (tiamina, riboflavina, niacina) y acido félico, no

produjeron resultados aceptables.



55

10.2 Cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC)

10.2.1

10.2.2

El resultado de la mezcla de los cuatro estandares obtenida
por la técnica de cromatografia liquida de ultra rendimiento
(UPLC) evidencié que se obtiene una adecuada separacion de
cada vitamina, demostrando que el método permite la
determinacion simultdnea de las vitaminas del complejo B

(niacina, tiamina, riboflavina) y acido fdlico.

EL método realizado por la técnica de cromatografia liquida de
ultra rendimiento, proporciona porcentajes de recuperacion
aceptables para la riboflavina, niacina y tiamina, siendo un
método preciso para estas tres vitaminas. Por lo contrario el
porcentaje de recuperacion obtenido para el acido félico no

estéd dentro del rango aceptado.



11. RECOMENDACIONES
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11.1 Debido a que se esta trabajando con vitaminas que son degradadas

11.3

por la luz, es importante que en las areas de analisis se utilice luz

amarilla y viales color ambar para evitar la degradacion de

vitaminas trabajadas.

Continuar realizando pruebas para mejorar el porcentaje
recuperacion del acido fdlico, debido a que este se encuentra

debajo del rango aceptado para esta vitamina.

las

de

por
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13. ANEXOS

Anexo No. 1: Cromatograma del tiempo de retencién del estdndar de

niacina por la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
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Anexo No. 2: Cromatograma del tiempo de retencién del estdndar de

tiamina por la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
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Anexo No. 3: Cromatograma del tiempo de retencion del estdndar de acido
folico por la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
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Anexo No. 4: Cromatograma del tiempo de retencion del estandar de
riboflavina por la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC).
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Anexo No. 5: Cromatograma del tiempo de retencién de la mezcla de

estandares de vitaminas del complejo B (niacina, tiamina, riboflavina) y

acido félico por la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion

(HPLC).
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Anexo No. 6: Cromatograma de la tercera modificacion al método de

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), fase movil: KH2PO4 0.1M —

metanol 70:30, pH = 7.00
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Anexo No. 7: Cromatograma de la quinta modificacion al método de
cromatografia liguida de alta resolucién (HPLC), fase mévil KH2PO4 0.1M,

pH = 7.00 + Acido hexanosulfénico de sodio 0.025M, gradiente de

solventes:
Tiempo Buffer Metanol
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Anexo No. 8: Cromatograma de la sexta modificacion al método de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC): fase movil KH2PO4 0.1M,

pH = 4.00 + Acido hexanosulfénico de sodio 0.025M, gradiente de

solventes:
Tiempo Buffer Metanol
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Anexo No. 9: Cromatograma de harina de trigo por el método de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
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Anexo No. 10: Cromatograma del tiempo de retencion del estandar de

riboflavina por la técnica de cromatografia liquida de ultra rendimiento

(UPLC).
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Anexo No. 11: Cromatograma del tiempo de retencion del estandar de

niacina por la técnica de cromatografia liquida de ultra rendimiento

(UPLC).
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Anexo No. 12: Cromatograma del tiempo de retencion del estandar de

tiamina por la técnica de cromatografia liquida de ultra rendimiento

(UPLC).
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13: Cromatograma del tiempo de retencion del estandar de

acido fdlico por la técnica de cromatografia liquida de ultra rendimiento

(UPLC).
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14: Cromatograma del tiempo de retencién de la mezcla de

estandares de vitaminas del complejo B (niacina, tiamina, riboflavina) y

acido félico por la técnica de cromatografia liquida de de ultra rendimiento

(UPLC).
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Anexo No. 15: Cromatograma de una muestra de harina de trigo

fortificada por la técnica de cromatografia liquida de de ultra rendimiento

(UPLC).
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Anexo No. 16: Tabla del rango del porcentaje de recuperacion aceptado,

estimado en funcién de la concentracién del analito.

Unidad % de Recuperacion
100% 98 - 102
10% 98 - 102
1% 97 - 103
0.1% 95 - 105
100 ppm 90 - 107
10 ppm 80 -110
1 ppm 80-110
100 ppb 80 - 110
10 ppb 60 - 115
1 ppb 40 -120

Fuente: Manual de la Association of Official Analytical Chemist (AOAC) para el

programa de validacién de métodos
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Anexo No. 17: Tabla con datos desviacion estandar estimada en funcién

de la concentracién de analito.

Unidad DSR (%)
100% 1.3
10% 2.8

1% 2.7
0.1% 3.7

100 ppm 5.3

10 ppm 7.3
1 ppm 11

100 ppb 15

10 ppb 21
1 ppb 30

Fuente: Manual de la Association of Official Analytical Chemist (AOAC) para el

programa de validacién de métodos
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