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I.~- INTRODUCCION



INTRODUCCION. .

Los métodos que tradicionalmente se usan para el &nélisis de las -

vitaminas hidrosolubles son: Métodos quimicos, fisicoquimicos, mi

crobinlégicos y ensayos con animales.,

Los métodos microbiolégicos y ensayos con animales se usan con mu -
cha frescuencia por ser muy sensibles para detectar cantidades muy -
pequefias de vitaminas en alimentos y productos naturales. Un incon-
veniente de estos métodos es la duracién en tiempo de anflisis pues
requieren cerca de 20 horas de anélisis o més, lo cual es una des -
ventaja cuando los resultados son urgentes. Sin embargo los métodos
microbiolégicos y ensayos con animales se usan por ser féciles y -~

econbmicos,

Los métodos quimicos y fisicoquimicos estdn expuestos al problema -
de interferencias de impurezas que pueden afectar la exactitud de =

los resultados,

En los ultimos afios 1la cromatograffa en placa fina se ha empleado -
para el anflisis de algunas vitaminaas, obteniéndose resultados sa -
tisfactorios. La cromatograffa en placa fina se usa con mucha fre -
cuencia para analizar vitaminas porque elimina en gran parte algu -
nos problemas que se tienen con los métodos mencionados anterior

mente,

El objetivo de este trabajo es desarrollar nuevos métodos para el

anfilisis de vitaminas hidrosolubles mediante una nueva técnica que-

es la cromatograffa de 1iquidos a alta presién.
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Entre una de las ventajas de la cromatografia a alta presién de 11-
quidos con lcs métodos quimicos fisicoquimicos es que solo es nece-

sario ura muestra muy pequefia para hacer un anflisis.

Cromatografia.

La cromatografia ha sido definido como la técnica que hace posible-
la separacibn de una mezcla de solutos, esta separacibm esta basada
en la diferente velocidad con que se mueve cada uno de los solutos-
a través de un medio poroso (fase estacionaria), arrastrada por um-

disolvente en movimiento (fase mbvil).

En el afio de 1906 el blologo TSWETT fue probablemente la primera -
persona que advirti8 la posibilidad de esta técnica. TSWETPT utilizb
una columna larga de vidrio, rellena de sulfato cfleico finamente -
dividido, provista de una llave en el extremo inferior,

Este investigador indico que cuando una mezcla de pigmentos verdes
de planta se pone en 10 alto de la columna y a continuacibén se agre
ga &ter de petrbleo, aparece una serie de bandas horizontales de di
ferentes colores, que corresponden & cada uno de los pigmentos de -
la mezcla que nos 1nd1¢an‘quo ha habido una separacifn a lo largo -
de la columna,., Para describir este fendmeno se introdujé el término
cromatograffa que literalmente quiere decir " escribir em color " -
esta separacifn no tiene que ver nada con el color de los componen=-
tes, sino con la diferente afinidad de adsorcibn de los pigmentos -
hacia el yeso a#f, los que adsorben mfs débilmente avanzan con mbs-

rdpidez a lo largo de la columna que los que lo hacen con mayor -

fuerza.
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Este experimento fue, sin duda, la primera aplicacién de una colum-

na de adscrcidn cromatogréfica. Aunque TSWETT investigbd este fsnf -

meno, posteriormente quedd relegado & una mera curiosidad de labo

ratoric hasta que MARTIN y SYNGE introcducen ia cromatografia de

particidn.
Los medios usados en estas columnas contienen una cierta cantidad -

de agua y las separaciones que en @llas se llevan a cabo dependen

de la distribucibn continua, o coeficiente de reparto, de los compo
nentes de la mezcla a separar entre el agua de la columma y el di =
solvente que fluye continuamente hacia la parte inferior. Las sepa-
raciones por cromatograf{a de particién son particularmente intere-
santes para los compuestos solubles en agua.

Posteriormente en I944 CONSDEN, GORDON y MARTIN describieron la cro
matograffa en papel, en la que las separacicnes se llevan a cabo -
(principalmente por particién) sobre tiras en un sistema de columna
abierta. El concepto de columna abierta se ha extendido por la im -
troduccibn de la cromatografia en capa fina, en la que las separa -
ciones se realizan en un material soportado sobre una placa de vi -
drio. Em el afio de 1958 STAHL generalizé el procedimiento e indico

sus aplicaciones.

La cromatografia de gases y la Cromatograffa de liquidos a alta -
presifn estan teniendo un desarrollo considerable en estos ultimos-

afios., kn sinteses es el desarrollo de la cromatograffa en columna,

Los diversos sistemas empleados en cromatograffa ( por ejemplo: una

tira de papel de filtro, una placa de vidrio cubierta ¢on una eapa-
fina de polvo, como alfimina y gel de sflice o una columna de vidric

preparada para la cromatografia en columna). Con cada uno de estos-
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métodos es posible conseguir separaciones casi imposibles de obte -
ner de otra manera. En cada caso la separacibn esti basada en un -

proceso aa reparto multiple o uno continuo de adsorcibémn- desorcidm.

Se compara la cromatograffa cor la destilactén fraecionada y se ww=
aplica el concepto de plato tefrico es una unidad de la columna de-
destilacién en la que hay un equilibrio entre el vapor ascendente -
y el liquido que cae. Andlogamente podemos considerar que un sistew
ma cromatogréfico esta formado por una serie de dichos platos teb -
ricos, siendo cada uno de ellos una unidad dentro delisistema en el

que hay un equilibrio entre el disolvente y el material empleado.

Cromatograff{a de Particifm.

La cromatograffa de particibm, como su nombre indica, esté basada -
en la separacifm de una mezcla de sustancias mediante, la particifm
existente entre la fase mbvil (disolvente) y la fase estacionaria.

El disolvente puede ser un lfquido (cromatografia 1f{quido- 1lfgquido)

o un gas (cromatografia gas liquido).

Cromatografia de Adsorcidn.

Las diferencias de comportamiento em la adsorcién-desorcibn de sus-
tancias contenidas en un disolvente mévil (un lfquido o un gas), -~
sobre un sblido estacionario se utilizan para conseguir la separa’s
c¢ién de los componentes de una mezcla, La adsorcidm es un fenbmeno-
de superficie que se manifiesta por un aumento de concentracif{n en-

la interfase que rodea al medio estacionario, Las separaciones que-

se llevan a cabo en un disolvente 1fquido se denominan eromatogra -
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fi{a Lf{quido/S61ido, y si el disolvente es un gas se llama cromato -
fraffa Gas/S6lido.
La cromatograffa Lfquido/S6lido, se aplica en la separacibén de sus-

tancias de media o baja polaridad.

En cualquier f{endmeno de adsorciém influyen tres variables indepen-
dientes. Estas son el adsorbente, el disolvente y las sustancias -
a cromatografiar, Las separaciones sobre adsorbentes dependen del -
equilibrio entre las moléculas adsorvidas en la fase estacionaria -
y las que estan libres en el disolvente, moviéndose las moléculas -

individualmente entre las dos fases.

Cromatografia de intercambio iénico.

Las separaciones de intercambio 16nico se llevan a cabo con materia
les especiales de extructura porosa e insolubles. Estos contienen -
grupos reactivos que estén asociados a iones capaces de intercambi~
arlos con los del medio que les rodea. Este es @l finico fenbmeno -
que ocurre en el material durante todo el proceso, que invariable -
mente tienme lugar en el medio lfiquido. (generalmente acuoso).

Como su nombre indica la cromatograffa de intercambio ibnico se 5--
plea en la separacibén de sustancias ibénicas de polielectrélitos -
tanto orgénicas como inorgénicas tales como proteinas, hormonas, -
virus, £cidos nucleicos y otras sustancias biolfgicamente importan-
tes. Los tres tipos de materiales que generalmente se usan son: re-
sinas, geles y celulosas de intercambio iénico. La diferencia entre

ellos se debe a la naturaleza de los grupos cambiadores incorpora -

dos a cada uno y princiﬁaluante a la microestructura,
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El interes inicial por el fendSweno de intercambio ibmico se centré-
principalmente en el ablandamiento de aguas. Se encontrd que cier -
tos minerales, silicatoa notablemente complicadcs, corockdos como =~
zeolitas, tenfan la propiedad de eliminar los iones calcio y magne-
sio de las aguas duras, desplazéndolos por ionees sodio. De esta for
ma actfian las zeolitas como intercambiadores fénicos.

Sin embargo su empleo es muy limitado ya que son relativamemte ines
tables con los cambios de PH s siendo posible muy raramente la re -

cuperacién del producto absorbido.



TERMOSTATO
\NYECTOR CROMATOGRAMA

. — ]
= g PE—
S COLUMNA CET

DETECTOR  ReGISTRADOR

L )
RESERVORIO BOMBA

Esquema de un cromatografo de 1{quidos.

Paneionamiento del aparato,- Una pequefla muestra del material a

separar (I a IO microlitros), se inyecta por medio de una jeringa
de IO microlitros de capacidad al aparato emn la corriente de una -
fase m8vil que esta fluyendo a presiones muy elevadas; que corre -

hasta una columna usada en el anflisis que contiene un medio apro

plado que es capaz de ir retardando el paso de cada componente que

est& pasando a través de la columna. Los componentes separados sa -



len a intervalos diferentes caracteristicos de cada componente ea -

las condiciones del ensayo y pasan a través de un detector de luz -

U.V. (Fotémetro). La sefial es aumentada por un amplificador y es -

captada por un registrador que consta de una tira de papel (para to

do tipo de cromatografia), que corre a una velocidad determinada, -

una pluma que va dibujando una serie de picos. Cada pico corrsspon-

de a un componente, a esta serie de picos se le llama cromatograma.

Las sustancias se identifican por el tiempo que tardan en salir de-

la columna.

La cuantificacién de las sustancias se determina por relacibn del -

frea de los picos de las sustancias problema y $ipo.

El método habitual para determinar el &rea de los picos es la inte-

gracibn por triangulacidm.

En la actual aad se dispone de aparatos electrdénicos conocidos co -

mo integradores, que hacen esta funcifm autométicamente durante la-

separacifn.

Un cromatégrafo de 1fquidos esta constituido por las siguientes -

partes:
a)
b)
c)
d)
e)

f)

g)

Reservorio para el 1liquido mbvil,
Bomba.

Entrada de muestra,

Columna.

Detector.

Registrador.

Termostato para columna y detector.



Ventajas y limitaciones de la cromatograffa de 1fquidos a alta -
pres#ifn. La cromatograffa de lfquidos a alta presidn ofrece va ,;
rias ventajas:

a) Rérides.

b) Resolucidn.

¢) Sernsibilidad.

d) Columnas reusables.

Répidez.- Los tiempog¢ de anflisis involuecran en com@n varios minu -

tos, La operacidn es continua requiere menor tiempo.

Resolucidn.- Por uso de colummas selectivas y lfquidos méviles la -
cromatografia de liquidos a alta presiém puede suministrar reso -
lueién de muchos compuestos no volétiles que no responden a las téc

nicas de cromatograffa de gases,

Sensibilidad,~- La alta sensibilidad de los detectores (Fotémetros -
ultravioleta), permiten la medida de cantidades de material de nona

gramos ( 10?2 8e)s
Otra ventaja de la alta sensibilidad es que las muastras que se -
requieren scn pequefias, unos pocos microgramos de la muestra son -

suficientes para un anélisis completo.

Las pantidades tam pequefias de la muestra que usan en cromatografia

de liquidos a alta presim puede ser una desventaja.

Si las fracciones son colectadas las cantidades de cada componente-
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itil es muy pequefia.

Columnas .-Se a atribuido en cromatograffa de liquidos a alta -
presién que las columnas son reusables.
Las tases mbéviles que se escogen.noc alteran las caracteriasticas de-

la columna.
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Vitaminas.

El hecho de que no puede mantenerse la nutricién normal en animaleé
alimenticios todos con dieta que consiste sblo en proteinas, carbo-
hidratos, 1{pidos y minerales purificados se eprecid que por lo me-
nos 30 afios antes de demostrar que existfan las substancias hoy -
conocidas como vitaminas.

Ba I9I2 Punk ccmprobd gue habfa nitrbgeno bésico en una substantta-
extrafda de la cascarilla del arroz y la levadura, y que curaba el-
beriberi de la paloma. La demomind '"vitamina', esto es amina indig
pensable para la vida. Desde entonces y a pesar de que se ha comser
vado la termimacién "a" que parece denotar que se trata de aminas,
se ha dado este nombre a los "factores alimenticiés accesorios" -
que poseen papel importantfsimo en la nutricién y en algunos fenb -
menos metabblicos fundamentales.

Las vitaminas se han definido como compuestos orginicos que se pre-
sentan en alimentos naturales, en forma de vitamina o de sus precur
sores, y se necesitan en cantidades muy pequefias para el crecimien-
to, mantenimiento y la reproduccibn normales, esto es, para mante -
ner la nutricidn y la salud. Difieren de otros alimentos orgénicos-
por cuanto no participan en la formacidnm de la extructura tisular -
ni experimentan degradacibn para liberar energia.

En un prineipio se clacificaron segfin la solubilidad en agua o gra-
sae a1fabbticamente; por ejemplo: linosolubles A y D, hidrosolubles

ByCGC.

Vitemina B ( complejo vitaminico B ).

En los prinelpios de la investigaci®n acerca de las vitaminas, se -
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denomin$ vitamina B hidrosoluble a un factor que se presentaba em -
la cascarilla. del arroz, los extractos de frijol, la levadura y el-
hfgado, cuya deficiencia en la diets originaba beriberi. Por aquel-
entonces, en 1920 se habia idemtificado dos vitaminas mds "liposoln
bles A" e "hidrosolubles C"; poeo despuls se aprecid que diferfa de
la vitamipna A,otra, la "liposoluble D",

Pronto se hizo patemte el caracter mfiltiple de la vitamina B, y se-
desigmaron nulericancnte,;ni, l2 Y asi sucesivamente los diversos -
componentes do} complejo vitaminico B. Al eomocer su carédcter o su-
extructura quimica, se les dierom mombres més descriptivos.

A} eopiarse los datos a cerca de la distribucibn Y las funciones de
estas substancias, se advirtid que a diferencia de otras vitaminas-
conocidas, son factores mutritivos escenciales para todas las for -
mas de vida, desde las levaduras, mohos y bacterias més inferiores-
hasta el hombrs., Est& comprobado que varias substaneias de este gru
po son cmponentes escenciales (coensimas) de sistemas enziméticos -
intracelulares de importancia funadamental.

Williams ha destacado esta mnoecidm, las considera partes escenciales
de la maquinaria metab8lica de todas las c¢élulas. Y opina que su ‘=
funcibn nutritiva estricta es de importancia secundaria. Eetre las-
vitaminas B incluye a las substancias orgénicas que se presentam en
todad las células vivientes, que actfian como catalizadores y que i+
tienen funcion nutritiva para algunos animales superiores, por lo =-
menos., Por lo menos algunos de estos factores indispensables pueden
ser sintetizados por el hombre y en consecuencia no son elementos -

nutritivos escenciales.

Aunque tenga poca importancia que un compuesto se considere o no =
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como vitamina B, conviene mantener en este eenéido cierta uniformi-
dad, aunque sea solo eor propositos academicos.

Se acepta en general que pertenecen al grupo vitamfco B las siguien
tes substancias: I) tiamina; 2) riboflavina; 3) miacina y niacinami
da; 4) &cido psntotémieo, 5) piridoxina, piridoxal, piridoxamina; -
6) biotina; ?) grupo del &eido f6lico; 8) vitamina BI2 (cobalamina;
cobamida; factor extrinseco antianemia pernieiosa), y) &cido lipoi-

co.

Riboflavina (vitamina Bz).

o

B -CH3
FPérmula: m\(“ P.M.376.3%

o 1 “é
a8 8 B cu-on
Sl
En I93I se aprecid que habia unas substancias que presentabam inten
sa fluorescencia verde amarillenta y co‘obtenian de la clara de hue
vo, la leche, el higado, los vegetalss y otras fuentese que estimu -
lan el crecimiento de las ratas.
Se llamaron "ovoflavinas", "lactoflavinas", "hepatoflavinas" y -
nyerdoflavina™ respectivamente, hasta descubrirse que fuesen la -
misma sustancia. Poco despubs se aprecid que este pigmento se encom
traba en el pigmento amarillo descubierto en 1932 por Warburg y -

Christian en la levadura.

Carécteres quimicos.

La riboflavina es un pigmento amarillo naranga que posee D-ribitol-

Y una sustancia heterocfclica, isoalaxacina (flavina),



Ih
La riboflavina es bastante estable para el calor de las solucicnes-
&cidas y neutras y no en alcalinas. Las soluciones acuesas som des-
conpuestés por la luz visible y u travioleta y la labibidad aumenta
por el calor y la alcalinidad.
Al exponerse a la luz, se separa el residuo robitilice y se forma -
en sol cibn alcalina, un pigmento amarillo soluble en cloroformo -
la lumiflavina; en solucién &cida ¢ nmsutra un, compuesto semejante-

1llamado "lumicro".

Ensayo y valoracibn.

La riboflavina puede estimarse cuantitativamente por los siguientes
procedimientos; I) bidlogisos (efecto curativo en animales), 2) mi-
crobiolégicos (los més sensibles) y 3) cromatogréficos, fluorométri

cos y colorimétricos.

Niacina (8cido nicotinico) y Nicotinamida (miacinamida).

2 NCOOH
Acido nicotfnico. Férmula: \N‘ P.M. 123,11
o
C-NH
Nicotinamida. Férmula: Ei;r' <H d  PeM. 122,11

La pelagra es una enfermedad grave que ocurrio en forma endémica -
y epidémica en diversas regiones, y era muy frecuemte en el sur de-
los Estados Unidos. En I9I2 Golberg comprob8 que dependia de una im
suficiencia alimentaria, cuyo caracter no dilucid8. Se advirtio en-

1917 que una enfermedad de los perros tenfa mucho en comfin con la -

pelagra humana.
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El &cido nicotinico se obtubo de la nicotina en I8367 y ya en I9I2 -
se habfa aislado de la levadura y el salvado de arroz, sin que se -

advirtiera 1la importancia para la nutriciém.
Sin embargo en 1935 Warburg y Christian eomprobaron que la nicotim-
amide participaba en sistemas de oxidacibn celular como agente que-

transporta hidrégemo.

Carficteres quimicos.

El &cido micotinico (niacina) es el &cido piridin-3-carboxilico su-
nombre proviene de que puede prepararse por la oxidacién de la nico
tina, aunque sus efectos farnacongicoa difierem mucho de esta filti
ma. Se presenta en tegidos principalmente en forma de amida; y asi-

entra en combinacibén fisiologica activa,

Ensayo y valoraciba.

El fcido nicotinico puede estimarse cuantitativamente por métodos -

quimicos y nicrobiolbgiéos.

La nicotinamida puede estimarse cuantitativamente por métodos qui -

micos, microbiolégicos y cromatogréficos.



Tratamiento estadistice de datos.,

Cuando se hacen repetidas mediciones, los resultados se agnypan -
airededcr de un valor medio, com una distiribucibén Gausesiana, siem -
pre gque los errores sean puramente al azar ¥ estém sujetos a las -
leyes de probabilidad. La desviaeiém ncrmal de este grupo de datos-
63 una medida de la anplitﬁd de estos errores y es, en cisrta forma
un indice del cuidadd y la habilidad con que se hicieron las medi-
ciones, Al presentar los datos de prueda se eqcuontra una serie de-
diQtribueionos de frecuencia que requieren damasiado espacioc. Por -
1o que debe encontrarse un modo m&s consiso de presentacién.

Esto siempre requiere al menos dos nfimeros. Umo de estos es una -
medida de tendencia central y el otro es una medida de dispersién -

de las observaciones,

Precigién, Reproducibilidad y exactitud de los métodos.

La finica forma en la cual el valor de cualquier caracteristica de -
calidad puede ser determinada, es mediante clerta forma de medicifm,
Cualquier método de mediciém es una cracterfstica de calidad imdus-
trial puede esperarse que tenga clerto patrdn de variabilidad.

Bajo condiciones favorables, esté patrbdm podré ser observado pepi -
tiendo varias veces una medicién de una caracteristica de calidad =

que permanezca invariable.

La precisidn de un método de medicidm se refiere a su variabilidad-
cuando se usa para tomar mediciones repetidas, bajo condieiomes cui

dadosamente comtroladas.



Una mediciln numérieca dé precisibn es la desviacifn normal.

La reproducibilidad de un método de medicibén se refiere a la consis

tencia de su patrda de variacifm.

La exactitud de un método de medicidn se refiere a su ausencia de

error, a la conformidad de sus resultados con el valor verdadero =

de la caracteristica de calidad que sstd siendo medida.

Un método exacto, el valor promedio obtenjdo, de un grupo de medi

ciones deberh diferir del valor weifadero en no mfis de lo que po

drfa esperarse como una variacién al azar.

Entre las medidas mfs comunes que gesultan en el control de calidad
estadfstico esta la media aritmética y la desviacién normal. La des
viacidn normal se define como la raiz cuadrada de la media de las -
desviaciones de los mfimeros obse®vados con respecto a su media arit
mética elevada al cuadrado y divida entre el mfimero de observacio

nes menos uno.

Su expreesifn algebraica es la siguiente:

S=

Doade ;
nz Nlmero de observaciones.

X = Valores medidos.

Y=Valor Promedio (media aritmbtica).
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La media aritmética de un grupo de n nfimero de observaciones es la-
suma de los nfmeros dividida por n. Se exprdsa en terminos algebrai

cos en la siguiente forma:

= - xl"’fz‘fx}*""xn
R

Donde :

X Representa la media aritmética.

X, X,X etc, Ropi-oscntn los nfimeros en cuestidn.

3’
Es necesario hacer la ostimacién do un punto de un parémetro; com -
cierta informaci8n que mos indique que tan cercana puede ser la es-
timacidn del verdadero valor desconocido.

Los intervalos de confianza y los limites de confianza puedem usar-
se para este propbsito.

Para estimar el iatervado de.confianza se usa una mnedida de disper-

sién de la muestra, la desviacibm mormal.

El intervalo de confianza se representa por la siguiente férmula:

tS
I.Ce 2= i’ St
v n
Donde:
S=Es la desviacibn normal.
n=N@mero de observacio es.

t=Valor de t para niveles de probabilidad (90%, 95%, 99%, etc.) de

acuerdo a los grados de libertad que se tengan.
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El ntmero de grados de libertad es el nfimero de elementos dispomi -

bles para la evzluacién de la dispersibm en un conjunto de datos.

Los 1imites de confianza se obtienen aplicando los intervalos de -
confianza calculado a la estimacibén del parémetro en cuestiédn,
Entendiéndose por parémetro a la medida correspondiente de un uni -

verso.

Los lfmites de confianza se expresan de la siguiente manera:

X % 1.0
L.Co= X#I.C.

F il X
Esto nos indica que s8i el resultado de una determinacibém estéd den -
tro de los 1imites sefialados existe un (90%, 95%, 99%, etc.) de pro
babilidad de que &se valor sea el verdadero.



II.- MATERIAL Y REACTIVOS
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Material y reastivos.

I.- Crosmatografo de lfquidos modelo 830 marca Dupont con detector-
de luz U.¥. a 254 nz. equipado con una columna Sorbax da 25 cm.
de largo 2.1 mm de didmentro.

2.~ Jeriga hamilion de I0 microlitros de capacidad.

3.~ Matraces aforados de I0 militros.

4o- Matraces erlemmeyer com tapdn esmerilado de 125 militros.

5.= Pipetas volumétricas de I0 y 50 militros.

6.- Emwbudos de separacibn de I25 ml.

7= Tubos de emsayo.

8.- Embudos de filtracibn répida.

9.- Balanza analitica.

I0.~- Papel Whatman No. 43.

Reactivos.

a) Acido clrohidrico N,

b) Eidrdxido de sodio O.I K.

¢) Fosfato de sodio monobésico ( Ka BZPOh ) 0.05 M.

d) Fosfato de potasio monobAsico ( K H,PO 0.05 M.

%

Disolventes.

Cloroformo.

Solucifn fase mévil.- Fosfato de sodio monobéisico 0.05 M y fosfato-
de potasio monobdsico 0.05 M en proporcidn de 75:25 respectivamente
acidificada con HCl N hasta un B de 3.24%2

Medir exactamente 750 ml de fosfato se sodio monobdsico 0.05 M y -

agregar 250 ml de fosfato de potasio monob&sico 0,05 M. Medir el pn
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de esta solucibn, agitar magnéticamente al tiempo se estar agregam-
do ol dcido clorhidrico N gota a gota hasta que la solucilm alcanse
un B de L% &



III.- PARTE EXPERIMENTAL

Métodos y resultados.
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Determinacibn cuantitativa de &cido nicotfnico por cromatografia -

a alta presibn de liquidos.

Io-

2o~

30"

b-"

5.-

Pundamsnto.
Disolucién del Scido nicotinieo con agua destilada. Estimacibn-
euantitativa por relacibén de la altura o el frea de los picos -

del problema y de una muestra tipo de concentracibm conocida.

Aparatos.
Cromatbdgrafo de 1fquidos de alta presifn marca Dupont modelo -
830 con detector de luz U.V. a 254 nm. Equipado con una columna

Sorbax SIL de 25 cm de largo X 2.I me de didmetro.

Reactivos,
Fosfato de sodio monobésico ( ll!zPOu ) 0.05 M.
Fosfato de potasio monobésico ( KIZPO“) 0.05 M,

Aeido clorhidrico N.

Solucifm tipo de &cido nicotinico.
Pesar exactamente alrededor de 10 mg de &cido micotimico tipo -
en un matraz aforado de I0 ml, disolver con agua destilada -

y afcrar,
Solucién problema.

Pesar exactamente alrededor de IO mg de la muestra en un matraz

aforado de IO ml, disolver con agua destilada y aforar.

Determinacidén cromatogréfica a alta presibm de liquidos.
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Procedimiento.- Com una jeringa Hamiltorn de IO microlitros de capa-

cidad tomar del matraz 5 microlitros de la sclucién tipo, inyectar-
los al cromatbgrafo de 1iquidos de alta presihn que deberd estar -

bajo las siguientes condiciores:

Temperatura ambiente.

Atenuacién del aparato I28X 1’52 de aSeorbancia.
Velocidad de la carta 0.2 pulg/min.

Presifm de la columma I500 PSI.

Pase mbvil.- lalzpou 0.05M y Klzpoh 0.05 M en proporcidn de -
75825 respectivamente a un pl de 3.24% 2,
La solucibn problema también deberf inyectarse al cromatbégrafo de -

1iquidos en estas mismas condiciones.

7?.=- CAlculos y resultados.

Célcular la cantidad de &cido nicotfnico empleando la siguiente

f8rmula:

Area P,

Area Std.

X 100 == % de Aeido nicotinico.

Conc, P

Conc. Std

Area P Conc., Std.
X 100 = % de Acido nicot{ -

.ll‘el std Conc. P nico.
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Donde:

Area P = Area del pico de la soluciém problema.

Area 3Std. = Area del pico de la solucibm tipo.

Conc. P = Concentraciém de la solucién problema.

Conc, Std. == Concentracibm de la solucién tipo.
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TABLA Ho. I
DATOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE ACIDO NICOTINICO EN MATERIA PRIMA.

Microgramos. | ]
Muestra | Adiciomados | Encontrados | % Recuperacidm |( X-X ) | ( X-X )2
I 5.00 5.00 100,00 0.50 0.25
2 " 5.05 I0I.00 0.50 0.25
3 L 4.95 99.00 I.50 2.25
& . 5.05 101,00 0450 0.25
5 » 5.00 100.00 0.50 0.25
6 . 5.05 10I.00 0.50 0425
2 u 5.10 102.00 I.50 2.25
8 L 5.05 101,00 0450 0.25
9 " 5.05 I0X.00 0.50 0.25
I0 " 4,95 99,00 1.50 2.25

X = 100.50
S: 0097
t= 2.81
10I.16
LeCe=100.50F 0,86
99.64

Estos valores representan que si el resultado de una determinacifn -
estf dentro de estos limites existe un 95% de probabilidad de que -

sea el verdadero y no se deba al azar,
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Determinacibtm cuantitativa de nicotinamida por cromatograffa d alta

presibn de 1fquidos. Para materia prima,

I.- Pundamento.
Disolucién de la nicotinamida con agua destilada. Estimacibémn -
cuantitativa por relacién de la altura o el frea de los picos -

del problema y de una muestra tipo de comcentracidém conocida.

2.~ Aparatos.
CromatSgrafo de lfquidos de alta presién marca Dupont modelo -

830 con detector de luz U.V. 1'25# nm. Equipado con una columna

Sorbax SIL de 25 cm da largoX 2.1 mm de difmetro.

3.~ Reactivos.
Fosfato de sodio monobéisico ( IABZPO“ ) 0405 M.
Fosfato de potasio momblsico ( KlzPok ) 0.05 M.

Acido clorhidrico W.

4o~ Solucibn tipo de nicotinamida.
Pesar exactamente alrededor de IO mg de nicotinamida tipo e -

matraz aforado de 10 ml, disolver con agua destilada y aforar.
S5e- Solucidn problema,

Pesar exactamente alrededor de IO mg de la muestra en un matras

aforado de 10 ml, disolver con agua destilada y aforar.

6.- Determinacién cromatogrdfica a alta presién de lfquidos.
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Procedimiento.- Ccn una Jeringa Hamilton de I0 microclitros de capa-
cidad tomar del matraz 5 microlitros de la solucibén tipo o inyectar
al cromatbgrafo de liquidos de alta presibm que deber& estar bajo -

las siguientes condiciones;

Temperatura ambieante.
Atennacibn del aparato I28 X102 de absorbamcia.
Velocidad de la carta 0.2 pulg/min.

Presidn de la columma. I500 PSI.

Fage mbvil.- nanPOk 0.05M y KHEPO“ 0.05 M en proporcién de =

75:25 respectivamente a un _H de 3.24% 2.

P
La solucibn problema deberé inyectarse al aparato en estas mismas -

condiciones.

7.- Céleculos y resultados.
C&lcular la cantidad de nicotinamida empleando la siguiente -

féreula;

Area P,

Area Std.

X 100 = % de Mieotinamida.
Conc. P

“Comc. Std.

Area P Cone. Std.

Area Std. Conc. P

X I00 = % de Micotinamida.
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TABLA No. 2
DATOS OBTEEIDOS EN EL ANALISIS DE NICOTINAMIDA EN MATERIA PRINA.
Microgramos.

Muestra | Adicionados | Encontrados | % Recuperacidm | ( X-X ) | ( X-X )2
I 5,00 4,85 97.1I0 2,39 5.71
2 L 5.00 I100.00 0.51 0.26
3 » 4,93 98.60 0.89 0.79
4 " 5.00 100,00 0,51 0.26
5 L 5.03 100.60 I.IXI I.23
6 n 4.93 98.60 0.89 0.79
7 w 5.00 100,00 0.51 0.26
8 " 4.93 98.60 0.89 0.79
9 L 5.07 101.40 I.91 3.64
10 " 5.0 100.00 0.51 0,26

X = 99.49

8= .25 L.C.= 99.49 ¥ I.II

t= 2,81

1095% = I.II
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Determinacifén cuantitativa de riboflavina por cromatograffa a alta-

presifn de liquidos. Para materia prima.

I,-

2e=

3-‘

ho'

5.'

Funadarento.
Disolucifn de la riboflawina en medio bésico. Estimacién cuamti
tativa por relacibén de la altura o el 4rea de los picos del pro

blema y de una muestra tipo de comncentracidn conoeida,

Aparatos.
Cromatdgrafo de liquidos de alta presidn marca Dupont modelo -
830 con detector de luz U.V. a 254 nm. Equipado con una columna

Sorbax SIL de 25 cm de largo X 2.1 mm de diémetro.

Reactivos,
Fosfato de sodio monobéisico ( xanzpoh ) 0.05 M.

Fosfato de potasio monobéeico ( KH,PO 0.05 M.

“ )
Acido clorhfdrico K.

Hidr8xido de sodio O.I N.

Solucibén tipo de riboflawina.
Pesar exactamente alrededor de I0 mg de riboflavina tipo, en un
matraz aforado de IO ml, disolver con 5 ml de NaOH O,I R y a -

gregar 1 ml de ficido clorhfdrico H y aforar con agua destilada.

Solucibn problema.

Pesar exactamente alrededor de 10 mg de la muestra en un matraz

dforado de I0 ml, disolver con 5 ml de NaOR O0.I N y agregar.



I ml de fcido clorhidrice N, y afourar con agua destilada.

Nota,
La solucidn tipo y la solueibn problema deben protegerse de la -
lux debido a que la riboflavina (vitamina 32) ¢s ura substancia-

fotosencible y se descompone con la luz.

6.- Determinacifn cromatogréfiea a alta presifn de liquidos.
Procedimiento.~ Con una jerinja Hamiltom de IO microlitros de -
capacidad tomar del matraz 5 ml de la solucibm tipo, e inyectar
al cromatbgrafo de liquidos de alta presiém que deberé estar -

bajo las siguientes condiciones:

Temperatura ambiente.

-2
Atenuacidn del aparato I28X I0 de absorbancia.
Velocidad de la carta 0.2 pulg/min.

Presifm de la columna I500 PSI.

Fase mévil,- uanapo~ 0.05 M ¥y xnapo~ 0.05 M en proporeibn de -
75:25 respectivamente a un PH de 3,24% 2,
La solucibn problema también deberf imysctarse al aparats em .estas-

mismas comdiciones.

7.~ C8lculos y resulsados.



Area P

Atga Std.

Comc. P

Conc. Std.

Area P

X 100 =

Comc. Std.

Area S%d.

Conc. P

% de Ridoflavina,

% I00 = % de Riboflavina.

31



TABLA No. 3
DATOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE RIBOFLAVINA EN MATERIA PRIMA.
Mierogramos.

Muestra | Adicionados | Enconsrados | % Recuperacién | ( X-X ) | ( X-X )2
I 5.00 4.95 99,00 1.33 1.77
2 - 5.09 101.80 324 I0.40
3 n 4,95 99.00 I.33 I.77
4 " 5.00 100,00 0,33 0,I0
5 e 5.95 99.00 I.33 1.77
6 L 5.04 100.90 0.57 0.32
4 n 5.00 100.00 0.33 0.I0
8 " 5.00 100,00 0.33 0.I0
9 n 5,09 101,80 3.24 | 10,49
10 " 5.09 101.80 3.2 10.49

T - 100.33

S = 2,03 L.C.= 100.33 T 1.80

t=- 2.81

ICqsy = 1.80
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Determinacidén cuantitativa de Riboflavina y Ricotinamida por croma-

tografia & alta presiln de 1iquidos. Para Chpsulas.

I.-

2--

30-

{ew

Fundamento.,

Disoluciln de riboflavina y nicotinamida en medio bdsico son -
bidr8xido de sodio 0.I ¥ (por ser muy soluble la riboflavina en
medio bfsico), eliminacibén de substaneias solubles em elorofor-
mo. Cuantificacibn por relacibén de la altura o el &rea de los -
picos del problema y de una muestra tipo de comcentracién cono-

cida.

Aparatos.
Cromatdgrafo de 1fquidos de alta presién marca Dupont modelo -
830 con detector de luz B.V. a 254 nm. Equipado con una columna

Sorbax SIL de 25 cm de largoX 2.I mm de didmetro.

Reactivos.

Fosfato de sodio momobésico ( laKZPOu ) 0.05 M.
Fosfato de potasio monobésico ( KBZPOu ) 0,05 M,
Acido clorhidrico K.

Hidréxido de sodio 0.1 N.

Solueién tipo de Riboflavina y Nicotinamida.
Pesar exactamente alrededor de 60 mg de nicotinamida y 6 mg de-
riboflavina, transferirlos a un matraz erlenmeyer de 125 ml con

tapbdn esmerilado. Agragar exactamente 60 ml de NaOH O.I N y -

agitar nagnéticamente por I0 minutos, con una pipeta tomar IQ -



Se=

60"
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ml de esta solucibén y agregar 2 Bl de &cido clorhidrico N.
Concsntracibn: I mg/ml de Hicotinamida y 0.I mg/ml de Riboflavi-

na.

Nota,
Bstas soluciones soluecidn tipo y solucisn prodliema deben prote -

gerse de la luz debido a que la riboflavina es fotosemsible y se

descompone con la luz.

Solueibn problema.

Extraecibén de las vitaminas del granulado vitaminico.- Pesar -
10 chpsulas y determinar su peso promedio, moler el gramulado -
en un mortero hasta obtener um polvo homogémeo. De este polwo -
pesar exactamente alrededor del peso promedio de dos cépsulas.
Transferir ¢l polvo a un matraz erlenmeyer de 125 ml con tapbn-
esmerilado, agregar exactamente 60 ml de HaOH O,I B y agitar -
magnéticamente por IO mimutos, hasta disolucibh completa de la-
riboflavina (granulos amarillos), filtrar a través de un embudo
de filtraciln répida con papel Whatman Ho. 43 recibiendo el fil
trado en un embudo de separacidn de I25 ml y agregar 12 ml de -
ficido clorhfdrico K; lavar el filtrado acidificado com euwatro -
porciones de cloroformo de 25 ml cada una. Desechar en cada cas
80 la capa inferior que es la de cloroformo con impurezas (es -

ta es la solucién problema).

Determinacién cromatogréfica a alta presibén de 1iquidos.

Procedimiento,~ Con una jeringa Hamilton de I0 microlitros de -
capacidad inyectar al cromatbgrafo de lfquidos de alta presidm-

4 microlitros por separado de cada una de las soluciones tipo -
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y problema. El cromatdgrafo de lfquidos de alts presidén deberé-

estar bajo las siguientes condiciones:

Temperatura ambiente.
Presifr de la colummna I500 PSI

2

Ktenuacibn 32%15 de absorbancia para la Kicotin-

amida y una atenuacién de 163(152 para la Ribofla -
vina,
Velocidad de la carta 0.2 pulg/minm.

Pase mbvil.- mzrou 0,05 M ¥y KIZPOI’ 0,05 M em proporcibmn de -

75125 respectivamente a un _H de 3.24F% 2,
7.- Cllculos y resultados.

Gflcular la cantidad de Nicotinamida o Riboflavina (vitamina BZ)

emplendo la siguiente férmula;

.pp % C XD = mg de Nicotinamida o Riboflavina/cépsula.

¥ st

Donde:

Bppg Area o altura del pico ce la Nicotinamida o Riboflavina (so -
lucién problema).
l.t wmArea o altura del pico de la Nicotinamida o Riboflavina (so -

lucibn tipo).
C = Concentracifn de la solucibn tipo.

D = Dilucibn.
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DATOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE NICOTINAMIDA EN CAPSULAS.

TABLA No. 4

36

Microgramos .

Muestra | Adicionados |Encontrados |% Recuperaeidn | ( X=X ) | ( X-X )2
I 3.58 3.54 98.90 2,90 8.41
2 n 3.70 103.40 1.60 2.56
3 L 3.58 IC0.00 1.80 2.24
4 " 3.70 103.40 1.60 2.56
5 i 3.70 103.40 1.60 2,56

X=101.80

8=2.19 L.C.= I0I.80%3,11

t=3.18

I°95%=5-H

TABLA No. 5
DATOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE NICOTINAMIDA EN CAPSULAS.
Microgramos.

Muestra | Adicionados | kncontrados |% Recuperacibn | ( X-X ) | ( X-X )1
I 4,20 4,27 101.80 1.80 3.24
2 " 4,27 I10I.80 1.80 3.24
3 " 42l 100.90 0,90 0.36
A n 412 98.20 1.80 3.24
5 b 4.09 97430 2.70 729

X=100.00

8=2.08 L.C.= 100.00% 2,97

t=3.1I8

IC 2.97

95%=
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TABLA No. 6

DATOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE NICOTINAMIDA EN CAPSULAS.

Microgramos,
Muestra | Adicionados | Encontrados |% Recuperacibn | ( X-X ) ! ( X-X }
I 4,42 4,33 98.01 I.59 2,53
2 " 4.R2 I100.00 0.40 0.16
2 B 4o33 93.0L 1.59 2.53
4 u 437 99.00 0.60 0.36
5 s 5¢54 I102.90 3.30 10.89
S=I.9I LeCo= 990601. 2-72
t=3.18
TABLA No. 7

DATOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE NICOTINAMIDA EN CAPSULAS.

Mierogramos.
Muestra | Adicionados | Encontrados |% Recuperacibn | ( X-X ) | ( X-X f'
15 4,64 L.64 100,00 0.40 0.16
2 e 4,57 98,40 2.00 4,00
b, L 4o6l 100,00 0.40 0.16
4 " 4,78 102,70 2.30 5¢30
5 " 4,68 100,90 0.50 0,25

X =100.40
8=1.9?
t=3.18
Icgs%z 2.23

L.Co= 100,40% 2,23



TABLA No. 8
DATOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE NICOTINAMIDA EN CAPSULAS.

Microgramos,

Muestra | Adicionsdos | Bucontrados | ¥ Recuperacibn | ( Xx-X) | x-X )2

I 4,86 4.98 102.40 2.24 5.01L

2 " 5.01 I03.40 3.04 9.24

3 " 4,66 96.00 4,18 17.30

4 gt 4,62 95.20 4,96 24,20

5 " 5.05 I104.00 3.84 I4.75
X=100.16
Bty B9 LeCe= 100.16 ¥ 5,98

TABLA Ho. 9

DATOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE RIBOFLAVINA EN CAPSULAS.

Mierogramos.

Muestra | Adicionados | Encontrados | % Recuperacibn | ( 2-X ) | ( X-X )2
I 0.478 0.460 96.30 3.70 13.70
2 " 0.482 10I1.00 1.00 1.00
3 " 0.480 100,50 0.%0 0.25
4 " 0.483 101.10 I.10 I.21
5 " 0.485 101.10 1.1I0 1.21

X = 100.00

S= 2.08 L.C.= 100,00 ¥ 2.97

t= 3.18

ICqsy= 2.97
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TABLA Bo. IO
DATCS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE RIBOFLAVINA EN CAPSULAS.
T
Microgramos,

Muestra | Adicionados | Encontrados | % Recuperaciém | ( X-X ) | ( X-X )9'
I 0.352 0.372 105,60 5460 31.36
2 L 0.363 103.20 3.20 10.24
3 " 0.346 98.50 1.50 2.25
4 n 0.337 96.00 4,00 16.00
5 " 0.340 96.70 3430 10.89

¥ =100.00

E=h.20 LeC.= 100,00 ¥ 5,99

t=3.18

1095%-_-_ 5.99

TABLA No. 1I
DATOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE RIBOFLAVINA EN CAPSULAS.
Microgramos. g

Muestra | Adicionados | Encontrados | % Recuperacién | ( X-X ) | ( X-X )
I 0.4I2 0.412 100,00 0.10 0.0I
2 " 0.392 95.20 4,70 22,09
3 n 0.409 99.30 0.60 0.36
4 " 0.423 102,60 2.70 7.30
5 " 0.423 102,60 2.70 7.30

i: 99.90

83,08 L.c.= 00,00t 4, 22

t=3.18




TABLA No. I2
DATOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE RIBOFLAVINA EN CAFPSULAS,

Microgramos.
Muestra | Adicionados | Encontrados | » Recuperacibn | ( X-X ) | ( X-X )2
I 0.434 0.4I2 95.00 4,10 16.80
2 " 0.437 100.60 1.50 2.25
3 " 0.438 I0X.00 1.90 3.60
4 n 0.440 101.40 2,30 5.29
5 L 0.424 97.70 1.40 I.96
X=99.10
8= 0 37 L.C=99.10% 3.89
t=3.18
TABLA No. I3
DATOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE RIBOFLAVINA EN CAPSULAS.
Microgramos, 2
Muestra | Adicionados | Encontrados | ¥ Recuperacibm | ( X=X ) | ( X-X )
1 04456 0.456 100,00 0.48 0.23
2 " 0.456 100,00 0.48 0.23
3 " 0.450 98.80 1.68 2.82
L " 0.459 100.60 0.12 0.02
5 " 0.470 I03,00 2472 6.40
i = 1000#8
5-IL.55 L.c.=1oo.n8%2 16
t=3.18
IC =2,16

95% ~
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Discusiones y conclusiones.

Se desarrollaron métodos para el anflisis de las siguientes vitami-
nas del complejo B: Acido ricotinico, Nicotinamida y Riboflavina en
materia prima y en cipsgulas, usando las mismas condiciones del en -
sayo pars ambcs métodos.

Las determinaciones de estas vitaminas se hicierom en medio &cido -
porque la riboflavina es una vitamina que se descompone en medis -
bésico. En los métodos que se desarrollaron para el anflisis de es-
tas vitaminas se hicieron recobros, preparando placebos especialmen
te en clpsulas para la nicotinamida y la riboflavina adiciomando di
ferentes cantidades de estas vitaminas al granulado vitamfnico de =
de las cépsulas.

El cromatograma tfpico de las tres vitaminas nos muestra la separas
cibn de las tres en una sola inyeccién., Em el cual el primer pico =
corresponde al ficido nicotinico, el segundo a la nicotinamida y el-
tercero a la riboflavina.

Las graficas obtenidas em cada caso, en las cuales se grafic ._2 -
del &rea de los picos contra soluciones de diferente concentracifén-
en las cuales se observa que se obtienme una linea recta, lo cual -
nos indica que el detector del aparato responde en forma lineal pa-
ra las diferentes muestras con diferente concentracién de cada vita
mina, Este hecho también se puede apreciar claramente en el cromatpg
grama respectivo, en el cual se observa que el tamafio de los picos-
va aumentando a medida que aumenta la cantidad de vitamina.

En las tablas de los resultados obtenidos se observa que los valo -

res que se obtuvieron en las diferentes muestras son semejantes al-

valor medio ( valor més ).
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Los valores presentan desviaciones muy pequefias por.lo que se pue -

de decir que los resultados que se obtuvieron son satisfactorios.

De acuerdo com los resultados obtenidos se puede concluir lo si -

guiente:

a) Bstos métodos desarrollados para el anflisis de las vitaminas -

tanto en materia prima como en cépshlas, son aceptables por lo que-

se refiere a su Precisién y Exactitud.

b) Los resultados obtenidos confirman las ventajas que tiene la -
eromatograffa de 1fquidos a alta presidm sobre otras técnicas para-

el andlisis de vitaminas del complejo B.

¢) El método desarrollado para el &nédlisis de nicotinamida y ribo -
flavina en clpsulas también puede aplicarse para analizar productos
que ademds de contener estas dos vitaminas contengan &cido nicotini
co, ya que las tres vitaminas se separan perfectamente lo cual se -

observa en el cromatograma tfpico de las tres vitaminas.

d) Por filtimo estos métodos para el anfilisis de estas vitaminas que
se desarrollaromn en este trabajo contribuyen as{ a nuevas técnicas-

de anflisis en el campo de la quimica andlitica,



et

e
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