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% = Tanto por ciento

+ = Simbolo matematico de mas/menos
A max = Longitud de onda maxima

pg = Microgramo

ul = Microlitro

um = Micrémetro

= = Simbolo matematico de igual
2,3-DCG = Acido 2,3-dicetogulonico
2,4-DNFH = 2,4-dinitrofenilhidracina
2,6-DCFI = 2,6- diclorofenolindofenol
a.C. = Antes de Cristo

AA-DHAA = Acido L-ascorbico / Acido dehidroascérbico
ACS = Reactivos especiales para aplicaciones especificas segin ACS (American

Chemical Society)

AOAC = Association of Official Analytical Chemists

Apt = Apartado de correos

Art = Articulo

C/ = Calle

CAC = Ciclo del acido citrico

CAE = Cddigo alimentario espaiiol
CDR = Cantidad diaria recomendada
cm = Centimetro

Co = Company

CoA = Acetilcoenzima A

Coef = Coeficiente

Ctra = Carretera

CV = Coeficiente de variacion

d.C. = Después de Cristo

DAD = Detector de matriz de fotodiodos
DHEA = Acido dehidroeritérbico
DHIA = Acido dehidroisoascérbico
DI = Diametro interno
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DL = Dextrégiro-Levogiro

DPN = Difosfopiridinnucleétido

EA = Acido eritorbico

EDTA = Acido etilendiaminotetraacético

et al = Y colaboradores

FAD = Flavinadenindinucleoétido

FAO = Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion

FL = Fluorescencia

FMN = Flavinmononucleétido

g = Gramo

h = Hora

HP = Hewlett Packard

HPLC = High Performance Liquid Chromatography
Hz = Hercio

IAA = Acido 1soascorbico

[UPAC = International Union of Pure and Applied Chemistry
Kcal = Kilocaloria

Kg = Kilogramo

Km = Kilémetro

1 = Litro

LPC = Camara de baja presion

M = Molar

mAU = Miliunidades de absorbancia

mg = Miligramo

min = Minuto

ml = Mililitro

mM = Milimolar

mm Hg = Milimetro de mercurio

N = Normal

n = Numero de datos

NAD = Dinucleétido de nicotinamida y de adenina
NADP = Fosfato del dinucledtido de nicotinamida y de adenina
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ND = No detectado

NEs = Equivalentes niacina

ng = Nanogramo

nm = Nan6émetro

N° = Numero

0- = orto- (Posicion de un substituyente)
°C = Grado centigrado

OFDA = o-fenilendiamina

p- = para- (Posicion de un substituyente)
p/v = Porcentaje peso/volumen

PA = Reactivos para analisis de uso general
PL = Piridoxal

PLP = Fosfato de piridoxal

PM = Piridoxamina

PMP = Fosfato de piridoxamina

PN = Piridoxina

PNP = Fosfato de piridoxina

PP = Preventivo pelagra

PRS = Productos y reactivos purisimos
r = Coeficiente de correlacion lineal

R = Riboflavina

r.p.m. = Revolucion por minuto

RE = Equivalentes retinol

Ref = Referencia

s = Segundo

S.A. = Sociedad an6nima

S.E. = Sociedad espariola

s/n = Sin numero

SD = Desviacion tipica o estandar

sp = Especie

SSA = Acido sulfosalicilico

T = Tiamina

T* = Temperatura
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TCA = Acido tricloroacético

TFA = Acido trifluoroacético

TPN = Trifosfopiridinnucleotido
TPNH,; = Trifosfopiridinnucleétido reducido
TPP =Pirofosfato de tiamina

Tr = Traza

UI = Unidad Internacional

UV = Ultravioleta

V = Voltio

v/v = Porcentaje volumen/volumen
vs = Frente

x =Valor promedio
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El desarrollo normal de todas las funciones fisiologicas en el organismo humano
y animal necesita del aporte regular de una serie de elementos vitales
“esenciales” de la alimentacion; entre los que se hallan las sustancias nutritivas y
de formacion (proteinas, grasas, hidratos de carbono, aminoacidos, sales
minerales) asi como las vitaminas y los oligoelementos.

La palabra vitamina la emple6 por primera vez el quimico polaco Casimir Funk
en 1912. Las vitaminas son micro-nutrientes organicos presentes en pequeiias
concentraciones en los alimentos siendo esenciales como agentes reguladores del
crecimiento y salud normal del individuo. Desempefian funciones especificas y
vitales en las células y en los tejidos del organismo. No nos proporcionan
energia, aunque son necesarias para obtenerla en muchas reacciones metabolicas.
A diferencia de las sustancias nutritivas que sirven al organismo como materiales
de construccion y sustancias de almacenamiento, las vitaminas desempeifian
funciones cataliticas. Actian como cocatalizadores (coenzimas) de apoenzimas, a

las que se unen activandolas.

Las vitaminas se han clasificado en dos grupos basandose en su caracteristica de
solubilidad. Las vitaminas hidrosolubles (vitamina C y el llamado “complejo B”)
facilmente solubles en soluciones acuosas y las vitaminas liposolubles (vitaminas
A, D, E y K) solubles en grasas y disolventes organicos no polares. Las primeras
se eliminan facilmente por la orina y deben tomarse diariamente, pues casi no se
almacenan en el organismo, mientras que las segundas pueden permanecer

durante meses y son de mas dificil eliminacion.

Se caracterizan porque nuestro organismo no las puede sintetizar, por lo tanto si
éste no contiene las vitaminas en cantidad suficiente o carece de ellas, algunos
procesos metabolicos se ven afectados generandose trastornos del rendimiento,
inhibicion del crecimiento asi como enfermedades carenciales y dolencias mas o
menos importantes, cuyos sintomas varian segin el tipo de avitaminosis y
dependiendo de su amplitud. Pueden presentarse carencias de aporte, producidas
como consecuencia de un régimen adelgazante, un régimen médico o por razones
filosoficas. También se dan carencias de absorcion, debidas a trastornos
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metabolicos, durante el desarrollo de determinadas enfermedades, o después de
utilizar ciertos farmacos y carencias por incremento de las necesidades en edades
especificas de la vida: los recién nacidos, la mujer gestante y los ancianos son los

mas afectados.

En contraste con la hipovitaminosis, el uso excesivo de vitaminas provoca
hipervitaminosis, con riesgos mas o menos serios para las vitaminas liposolubles
que permanecen fijadas en las grasas sin ser eliminadas por el organismo como
en el caso de las vitaminas hidrosolubles. La capacidad de almacenamiento de las

vitaminas esta en relacion directa con su toxicidad.

Una dieta lo bastante equilibrada y variada que incluya cereales, carne, productos
lacteos, verduras y frutas, satisface las necesidades organicas de vitaminas y
protege de sus efectos carenciales. Las necesidades vitaminicas varian
dependiendo de una serie de factores: edad, sexo, actividad fisica, consumo de
alcohol, embarazo, costumbres dietéticas. En casos de recuperacion de gripes y
resfriados, en que se produce una disminucién de las defensas y donde la
administracion de antigripales y otros medicamentos ocasiona una destruccion de
vitaminas. El estrés produce una situacion de maxima exigencia organica. En
personas mayores, por razones de sedentarismo, administracion de medicamentos
como antirreumaticos y antibidticos, también es posible que aparezca la
necesidad de suplementos vitaminicos.

A pesar de la abundancia de bienes materiales que caracteriza a las sociedades
desarrolladas, las enfermedades carenciales subsisten, en la mayoria de los casos
como consecuencia de una nutricién desequilibrada motivada principalmente por
los cambios de los habitos de vida, la elaboracién industrial de los alimentos, el
aumento de la productividad en la produccion animal, la publicidad televisiva,
habiéndose creado unos habitos alimentarios poco saludables. La sociedad de
consumo dia a dia va observando que la calidad de vida no sigue la linea
ascendente del consumo y que los alimentos no siempre satisfacen la funcion que
la naturaleza les atribuye. Los temas nutricionales van despertando mayor interés,
destacandose la valiosa contribucion de las vitaminas al bienestar y proteccion
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del individuo que vive rodeado de situaciones estresantes y ruidos ambientales en

un medio sometido a una creciente contaminacion.

Motivados por lo que significan las vitaminas en la alimentacion humana se ha
desarrollado este trabajo, investigando los métodos analiticos que permiten
detectar y cuantificar estas moléculas en productos carnicos, por considerarse a
éstos, alimentos basicos dado el papel que representan en la dieta desde el punto

de vista nutricional.

La carne es un alimento muy rico en vitaminas, especialmente del grupo B. Es
una de las principales fuentes de vitamina B, vitamina B,, niacina, vitamina Bg y
vitamina B;,. No es rica en vitaminas liposolubles, aunque se esta estudiando el
papel de la adicion de la vitamina E como antioxidante, asi como por su efecto en

la prevencion del cancer.

Las vitaminas, en gran parte, son sustancias labiles, susceptibles a la oxidacion y
ruptura cuando estan en contacto con el calor, la luz, el oxigeno o las variaciones
de pH. Por lo tanto debe tenerse gran cuidado en el manejo de las mismas para
prevenir estas alteraciones durante el analisis de las muestras. La cuantificacion
de las vitaminas por HPLC tiene la ventaja de poder realizarse a temperatura
ambiente evitando el contacto con la luz o el oxigeno durante la cromatografia.
Ademas, en cromatografia liquida se pueden efectuar separaciones en tiempos
mas cortos que con otras técnicas separativas. Las significativas diferencias en la
estructura quimica dan lugar a la existencia de diferentes métodos de extraccion

para cada tipo de vitamina y para cada matriz concreta.
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El desarrollo de enfermedades infecciosas y carenciales en la sociedad actual,
como consecuencia de una nutricion desequilibrada motivada por diversos
héabitos de vida y por el procesado industrial de los alimentos, suscita el
reconocimiento de la importante funcién que tienen las vitaminas en la salud
fisica y mental de las personas y en consecuencia la importancia creciente del
conocimiento de su contenido en alimentos procesados.

Por ello, el proposito de este estudio ha sido desarrollar métodos de extraccion y
de analisis mediante cromatografia liquida para la determinacion del contenido de
algunas vitaminas hidrosolubles (vitamina B, vitamina B,, niacina, vitamina Bg y
vitamina C) y de otras liposolubles (vitamina A y vitamina E) en productos
carnicos cocidos enriquecidos (chopped vitaminado) y no enriquecidos (lunch,
chopped pork, chopped beef, chopped de pavo y mortadela siciliana). Un
objetivo adicional ha sido determinar las pérdidas vitaminicas en dichos

productos como consecuencia del procesado industrial.

Cuanto mejor se controle y se conozca la calidad del producto alimenticio mejor
podra la sociedad de consumo decidir las variaciones, cantidades y frecuencias en

la dieta para conseguir una adecuada nutricion.
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3.A. HISTORIA (Leboulanger, 1981; Garcia Almansa, 1983; Rojas Hidalgo,
1985; Lyon, 1987 & Combs, 1992).

Introduccion

El interés por las vitaminas no sélo ha sido manifestado por cientificos, sino también
por otros muchos seres humanos que se dieron cuenta de su necesidad desde hace
muchisimos afios. Los marineros sabian que si permanecian durante largo tiempo sin
comer alimentos frescos estaban propensos a padecer escorbuto, enfermedad
conocida en todo el mundo. Las tripulaciones de Vasco de Gama y de Magallanes se
vieron afectadas de esta “plaga de mar”. En 1720, Kramer, médico militar austriaco,
recomendo el uso de frutos citricos para combatir el escorbuto, pero el hervir el zumo
de estos frutos para que se conservase mejor, les hacia perder sus propiedades, y el

escorbuto seguia manifestandose.

En 1881, Lunin, suizo, demostr6 que los ratones no podian vivir con una
alimentacion constituida por proteinas, grasas, hidratos de carbono y sales en estado
de pureza, y que si se afadia leche a la dieta los ratones se desarrollaban
normalmente. Segun Lunin, la leche debia contener alguna sustancia ain no
identificada, esencial para la vida.

En 1912 un quimico polaco Funk, trabajando en Londres, aislé de la cascarilla de
arroz una sustancia cristalina, muy activa, la cual podia curar rapidamente, con una
dosis de pocos centigramos, a los polluelos y palomos atacados de la paralisis del
beriberi. Por suponer que se trataba de una amina, vital para el organismo, se
denomind vitamina, creyendo que otras enfermedades como el escorbuto, el
raquitismo y la pelagra tendrian un origen parecido y una curacién analoga al

beriberi.

A continuacion se detalla la historia de cada una de las vitaminas estudiadas en este

trabajo.
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3.A.1. VITAMINAS HIDROSOLUBLES

3.A.1.1. Vitamina B,

La descripcion del beriberi por los chinos se remonta en torno al 2600 a.C. El
descubrimiento de la vitamina B; como un factor alimentario indispensable para la
prevencion de esta enfermedad origind importantes adelantos en la investigacion
nutrologica, que durante la primera mitad del siglo XX condujo a la identificacion de

las vitaminas.

En Asia, entre 1870 y 1920, la construccion de numerosas fabricas para descortezar y
blanquear el arroz ocasiono la “enfermedad de los comedores de arroz” ya que el
arroz refinado habia perdido sus vitaminas.

En 1885 el almirante japonés Tataki, presintiendo el origen nutricional de esta
dolencia, sustituy¢ el arroz refinado de la dieta de los marinos de la flota japonesa

por una alimentacion variada.

En 1890 el médico holandés Eijkman, atendia en la penitenciaria de Java a los presos
que padecian una enfermedad incurable y de causa desconocida, el beriberi. Los
pacientes sufrian trastornos cardiacos y paralisis. Un dia, Eijjkman observd que las
gallinas del corral del hospital también estaban paralizadas; por lo tanto estos
trastornos de los animales y de los hombres debian de tener un origen comun; ambos

se alimentaban con arroz descortezado.

Reprodujo experimentalmente la enfermedad en el palomo y lo curé con la
administracion de una sustancia presente en la corteza del arroz. Suministr6 a las
gallinas arroz integral y sus trastornos cesaron. El mismo régimen, prescrito a los
enfermos, produjo idénticos resultados. Se habia demostrado que una cierta carencia

de un principio todavia desconocido era la responsable de la enfermedad.

En 1912 Funk, extrajo de la corteza del arroz una base organica capaz de prevenir y

curar la polineuritis, base a la que asigno el término vitamina.
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En 1926 fue aislada por Jansen y Donath, en Batavia, a partir de las cascarillas de
arroz, denominandola aneurina. Su férmula quimica fue conocida en 1931, y su
sintesis realizada en 1936 por dos equipos, Andersad & Westphal y Williams &
Todd.

3.A.1.2. Vitamina B,

Después del descubrimiento de la vitamina B, en 1920 Emmut, identificé un
segundo factor que permitia utilizar proteinas y azicares, y por lo tanto era un
factor de crecimiento, idéntico a un pigmento amarillo aislado a partir del suero

lacteo, la lactoflavina.

En 1933 fue aislada por Kuhn y Wagner-Jauregg, siendo sintetizada en 1934 por
Kuhn y Karrer.

3.A.1.3. Niacina

La pelagra fue detectada a mediados del siglo XVIII. La primera descripcion fue
realizada por Gaspar Casal en Oviedo, Espaiia, hacia 1730, en su Historia natural y
médica de la poblacion de Asturias, publicada en 1762.

Entre 1760 y 1800, en la regiéon de Venecia y Lombardia, entre las familias rurales
pobres alimentadas solo de maiz aparecieron lesiones cutaneas y trastornos

digestivos.

En Francia, a partir de 1818, J.Hameau observé en varios pueblos de las Landas una
enfermedad llamada “enfermedad de la miseria” o “mal de La Teste” (nombre de un
pueblo). Se identifico con la pelagra (piel seca y rugosa) observada en Italia.

En 1830 y 1837 se produjo una epidemia en el suroeste francés (mas de tres muil
casos censados en las Landas). En 1845, Théophile Roussel le dedicé su tesis
doctoral. Los observadores manifestaron la influencia de la exposicion al sol. Se dijo
también que la pelagra se debia a la suciedad (ésta puede favorecerla, pero no
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originarla); después, tras haber investigado diversos alimentos (agua insalubre, vino
adulterado, carnes saladas), se observo que afectaba a los campesinos que consumian
maiz, lo que hizo pensar que se debia a la alteracion de este alimento, cuyo consumo
era el (inico punto en comin entre poblaciones muy distantes entre si.

A finales del siglo XIX y comienzos del XX Portugal, Rumania, Yugoslavia, los
Balcanes y Egipto se vieron afectados. Los casos disminuyeron en Italia y el suroeste
de Francia al aumentar el nivel de vida y consumir menos maiz. En Estados Unidos,
después de la guerra de Secesion, a partir de 1907, se produjeron mas de 25.000
casos, con un 40% de mortalidad. Se pensé que la causa era una enfermedad
infecciosa (observando los médicos que no afectaba a las clases sociales altas).

Fue Goldberger quien, en el siglo XX, y tras numerosas observaciones, pudo
constatar que los negros, de régimen alimentario pobre, monotono, a base de maiz,
padecian la enfermedad, mientras que los blancos que habitaban entre ellos, pero que
consumian carme y leche ademas de maiz, no la padecian. Haciendo seguir a los
enfermos la dieta de los blancos, la enfermedad desaparecia.

En 1914 Goldberger hizo modificar la alimentacion en los asilos y orfanatos, donde
habia muchos casos; en 1915 ya no quedaba ninguno.

Mas tarde se hicieron observaciones a gran escala sobre la alimentacion en siete
pueblos de Carolina del Sur. En 1917 fue probado el origen carencial de la pelagra,
asi como la seguridad de su prevencion mediante la ingestion de determinados
alimentos. Sin embargo durante este periodo, hacia 1920, ain se produjeron miles de
muertes por esta causa en Estados Unidos.

Hacia 1925, Goldberger et al., intrigados por la analogia entre “pelagra” y “black
tongue” (lengua negra o estomatitis ulcerosa del perro), demostraron que una misma
alimentacion curaba ambas afecciones. Relacionando ésto con el reciente
descubrimiento de las vitaminas A, B, y B,, dicho equipo supuso la existencia de una
vitamina antipelagrosa. Por la misma época, Funk, Weill y Mouriquand manifestaron
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que los trastornos cutaneos subsiguientes a una alimentacion a base de maiz se
debian a la falta de esta vitamina, a la que llamaron vitamina PP.

En 1946 Krehl demostro que la rata podia sintetizar la vitamina PP a partir del
triptofano. Después se demostré que en el hombre ocurria lo mismo. Las vitaminas
B, y Bg también participan en las reacciones que conducen del triptéfano a la
vitamina PP (lo que explica el papel que desempenian la leche y los huevos, ricos en
triptofano). En consecuencia, la pelagra es el resultado de una doble carencia: en
vitamina PP y en un aminoacido, el triptéfano. Pero la carencia de triptofano es el
resultado, a su vez, de un débil aporte de proteinas, sobre todo de origen animal. Por
lo tanto, la pelagra es una enfermedad de malnutricion general.

3.A.1.4. Vitamina B,

Descubierta en 1935 por Gyorgyi al detectar en la levadura un factor diferente de las
vitaminas B, y B,, que curaba la dermatitis de la rata.

Esta vitamina fue aislada, analizada y sintetizada en 1938-1939, englobando tres
sustancias con accion vitaminica: la piridoxina (funciéon alcohol), el piridoxal
(funcion aldehido) y la piridoxamina (funcién amina).

3.A.1.5. Vitamina C

Se halla ligada al escorbuto. Durante siglos todas las expediciones maritimas que
partian en busca de tierras desconocidas vieron diezmar sus tripulaciones a causa de

esta enfermedad.

El escorbuto afectaba no s6lo a los marinos sino también a los ejércitos en campaiia y
a los habitantes de las ciudades asediadas. Cuando Vasco de Gama buscaba en 1498
la ruta de las Indias por el cabo de Buena Esperanza, casi un centenar de sus

marineros murieron a causa del escorbuto.
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No obstante, se sospechaba que el origen de la enfermedad estaba en la forma de
alimentarse.

En 1787 un anglosajon Lind, fue el primero en preconizar, la prevencion del
escorbuto por medio del zumo de naranja o de limén, y asi Cook pudo realizar la
vuelta al mundo y descubrir Australia sin que sus hombres sufrieran esta enfermedad.

La experimentacion cientifica comenzo en el siglo XIX con Holst y Frohlich, quiénes
trataron de provocar el escorbuto en diferentes animales, alimentandolos sin
vegetales frescos. No lo consiguieron en las ratas ni en los palomos (hoy se sabe que
su organismo sintetiza esta vitamina), pero si en el cobaya, el unico, junto con el
mono y el hombre, que no puede sintetizarla. Concluyeron que en las frutas y
verduras existia un “principio antiescorbutico”, soluble en agua, que Funk clasificé
en el grupo de las vitaminas, y que Drummond, en 1907, denomin¢ vitamina C.

En 1928 Szent-Gyorgyi aislo, a partir del zumo de limén y de las glandulas
suprarrenales de animales, un compuesto puro, polvo blanco cristalizado, de
composicion quimica proxima a la de la glucosa. Puesto que la ingestion de éste
prevenia o curaba el escorbuto, se le puso el nombre de acido ascorbico en 1932.

Su sintesis, fue realizada al mismo tiempo por Reichstein y Haworth en 1933.
Actualmente, su fabricacion a nivel industrial permite su uso en terapéutica y en la
industria alimentaria.

3.A.2. VITAMINAS LIPOSOLUBLES

3.A.2.1. Vitamina A

En la antigiiedad, ya se conocia la influencia de los alimentos ricos en vitamina A
sobre la vision y la piel. En el antiguo Egipto, el papiro de Eber, uno de los mas

antiguos tratados de medicina descubiertos (mas de mil quinientos afios antes del
nacimiento de Cristo), recomendaba el higado de buey y el higado de gallo negro
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contra la ceguera crepuscular y las lesiones que entrafiaban una opacidad de la

cornea.

Los médicos chinos conocian también desde época muy remota el efecto terapéutico
del higado, del que se descubrid en seguida su riqueza en vitamina A. En la Biblia
(Tobias 11, 8), el arcangel Rafael sugiere a Tobias el uso de hiel de pescado para
hacer desaparecer las manchas blancas de los ojos de su padre. Hipdcrates
recomendaba el higado contra los trastornos visuales. Celso, médico romano (25 a.C.
- 40 d.C.), fue sin duda el primero en hablar de xeroftalmia. Hacia 1750, en
Alemania, se trataba la ceguera con ayuda del aceite de higado de bacalao.

En 1881, antes de que se descubrieran las vitaminas, se habia detectado en la leche
una sustancia desconocida indispensable para la vida. En 1909 Hopkins y Stepp
encontraron en la leche un factor de crecimiento al que denominaron vitamina A. En
1913 Mac Collum y Davis la obtuvieron a partir de la mantequilla y de la yema de
huevo. Sin embargo, no fue aislada, y su sustancia quimica definida, hasta 1931, por
Karrer. Su sintesis data de 1946-1947, y fue llevada a cabo por Isler.

3.A.2.2. Vitamina E

En 1920 comenz6 a sospecharse la avitaminosis E, al observarse el cese de la
reproduccion en la rata blanca, habitualmente muy prolifica, sometida a un
régimen exclusivamente compuesto de leche desnatada. En el macho se
interrumpe la formacion de las células reproductoras y los testiculos degeneran
progresivamente. En la hembra, la ovulacién y la fecundacion se desarrollan
normalmente, la gestacion se inicia pero, muy pronto, el ammal aborta o el
embrion deja de desarrollarse y muere. Esta evolucion puede hacerse regresiva al
principio, mediante la adicion a la dieta de germen de trigo. Se concluyd que

existia, en ciertos alimentos, una vitamina liposoluble antiesterilidad.

De 1922 a 1925 Evans, Bishop y Sure manifestaron que dicho factor, que
favorece la funcion de la reproduccion, esta presente en las hojas verdes de los
vegetales y en el germen de los cereales. En 1936 Evans y Emerson extrajeron
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del aceite de germen de trigo la sustancia dotada de esas propiedades, a la que
denominaron vitamina E o Tocoferol (a partir de un término griego que significa
“poner hijos en el mundo™). La sintesis fue realizada en 1938 por Karrer.
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3.B.1. VITAMINAS HIDROSOLUBLES (Merck Index, 1989 & Combs, 1992)

3.B.1.1. Vitamina B,

Tiamina es la designacion habitual para la vitamina conocida formalmente como
vitamina B, por su estructura basica; aneurina por sus caracteristicas antineuriticas.
Otros términos como polineuramina, vitamina antiberiberi, vitamina antinetrica han

quedado obsoletos.

La tiamina se emplea principalmente en forma de hidrocloruro; también tiene
importancia otra de sus sales, el monohidrato; ambas son mas estables que la tiamina

en forma libre.

La formula empirica del hidrocloruro de tiamina es C;;H;sCLN,OS y su peso
molecular es 337,28. Su estructura segun Merck Index (1989) se presenta en la figura
1.

N‘//’\\ CH?\ g CH3 o
(s, G :
CH,— CH,— OH

@
NH, S

Fig. 1. Formula estructural de HIDROCLORURO de TIAMINA

Se compone de un anillo de pirimidina (2-metil-4-amino-5-metilpirimidina) y un
anillo tiazol (4-metil-5-hidroxietiltiazol) conectados entre si por un grupo metileno.

En estado de pureza, es un polvo cristalino blanco con olor a levadura, sabor amargo,
y el pH al 1% de solucién en agua es 3,13. Cristaliza a partir de soluciones
alcoholico-acuosas en forma de agujas monoclinicas incoloras de hemihidrato
(Gubler, 1991). Los cristales son higroscopicos y absorben un maximo de 1 mol de
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agua. El punto de fusion del hidrocloruro de tiamina es 246-250 °C (Merck Index,
1989; Ellefson, 1984). La tiamina es muy soluble en agua, 1 g de tiamina se disuelve
en 1 ml de agua, sin embargo en etanol 1 g de tiamina se disuelve en 100 ml de
etanol del 95%. La tiamina es insoluble en éter dietilico, acetona, benceno, hexano y

cloroformo.

La tiamina se destruye rapidamente en soluciones neutras o alcalinas, probablemente
debido a la descomposicion de la porcion tiazdlica. En solucion acida (a pH 2,0-4,0)
resiste la esterilizacion durante 90 min a 120 °C sin ser destruida (Ellefson, 1984). La
descomposicion al calor depende del pH y del tiempo de exposicién al mismo
(Jansen, 1972). Seca es muy estable y no es sensible a la oxidacion atmosférica. Al
reducirse ligeramente, se forma un compuesto desprovisto de actividad vitaminica.
La oxidacion leve produce un disulfuro de actividad bioldgica igual a la de la
vitamina. La oxidacion in vitro, produce tiocromo, que es inactivo biologicamente.

La molécula de tiamina tiene un espectro de absorcion caracteristico en la zona de
200-300 nm, dependiendo los maximos del pH de la solucién. Disuelta en 0,1 N de

acido clorhidrico muestra un maximo de absorcion aproximadamente a 245 nm.

En la determinacion quimica de la tiamina, el mas importante compuesto es el

tiocromo, mostrado en la figura 2.

N/\/[\N I CH,
| e | )
chj\N/ @ 5 CH,— CH,OH

Fig. 2. Formula estructural de TIOCROMO

El tiocromo es cuantitativamente derivado de la tiamina por oxidacién alcalina con
bromuro de ciandgeno o ferricianuro potasico. Este compuesto y sus fosfatos son
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fluorescentes a pH mas altos de 8,0 teniendo todos idéntica longitud de onda de
excitacion maxima a 375 nm y longitud de onda de emision en el intervalo 432-435
nm. Las soluciones alcalinas de tiocromo y de sus fosfatos por encima de pH 9,0 son

estables al menos tres dias a temperatura ambiente.

3.B.1.2. Vitamina B,

Riboflavina, es la designacion comin para la vitamina conocida formalmente como
vitamina B, wvitamina G, lactoflavina, ovoflavina, uroflavina, lisocromo,
hepatoflavina (Cooperman & Lopez, 1991; Matts, 1980).

La formula empirica de la riboflavina es C;7H2N4Og y su peso molecular es 376,37.
Su estructura segun Merck Index (1989) se presenta en la figura 3.

HU

— CHOH —CHOH — CHOH— CH,OH

Fig. 3. Formula estructural de RIBOFLAVINA

Se compone del colorante flavinico lumicromo y del azicar ribosa, por lo que se

llama riboflavina.

Es un pigmento amarillo verdoso, que presenta en solucién acuosa saturada un pH
proximo a 6,0. Cristaliza en agujas amarillo-anaranjado. El punto de fusion de la
riboflavina es 271-293 °C. La solubilidad de la riboflavina en agua es 0,012 g/100 ml,
menos soluble en alcohol que en agua (0,0045 g/100 ml de etanol absoluto a
27,5 °C); ligeramente soluble en ciclohexanol, amil acetato, alcohol bencilico, fenol;
insoluble en éter dietilico, acetona, benceno y cloroformo (Shah, 1984).
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La riboflavina es relativamente estable en forma seca bajo luz normal. Es estable en
soluciones fuertemente acidas y frente a la mayoria de los agentes oxidantes (H,O,,
H,Br,0, HNO; concentrado), pero se oxida por acido crémico. Se destruye en 10
min a temperatura ambiente, por la accion de KMnO, en acido acético 0,1 N, siendo
la destruccion inferior al 10% a pH 4,5. Aunque es estable en presencia de H,0O, se
descompone por ésta en presencia del 16n ferroso. En solucion alcalina se produce
disgregacion relativamente rapida, especialmente bajo el influjo de la luz. Es muy
sensible a la luz visible y a la ultravioleta. Todas las manipulaciones deben hacerse
con luz atenuada o usando material de vidrio de color topacio. La irradiacion visible
o ultravioleta de soluciones alcalinas produce la formaciéon de lumiflavina (6,7,9-
trimetilisoaloxacina) y en soluciones acidas o neutras, lumicromo (6,7-
dimetilaloxacina) y parte de lumiflavina (Merck Index, 1989).

La riboflavina existe en forma libre, como flavinmononucledtido (FMN), como
flavinadenindinucleétido (FAD) y unida a proteinas (Cooperman & Lopez, 1991).

Las soluciones acuosas neutras son amarillas verdosas con absorcion maxima a 223,
268, 359-375, 446 y 475 nm. El compuesto se caracteriza por tener fluorescencia con
longitud de onda de excitacion en el intervalo 440-500 nm y longitud de onda de
emision a 525 nm. Los espectros de absorcion y fluorescencia son dependientes del

pH.

3.B.1.3. Niacina

Niacina es el descriptor genérico para el acido 3-piridincarboxilico o acido nicotinico
y para los derivados que exhiben la actividad biologica de la nicotinamida. Se llama

también factor PP y vitamina antipelagra.

La formula empirica del 4cido nicotinico es CsHsO,N y su peso molecular es 123,11.
Su estructura segiin Merck Index (1989) se muestra en la figura 4.
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Fig. 4. Férmula estructural de ACIDO NICOTINICO

Es un polvo blanco, cristalino con sabor acido, y el pH al 1% de solucién acuosa es
3,0. Cristaliza a partir de soluciones alcoholico-acuosas en forma de agujas incoloras.
Los cristales no son higroscopicos. El punto de fusion del acido nicotinico es 236,6
°C (Merck Index, 1989). Sublima sin descomposicion. Es poco soluble en agua
(aproximadamente 1 g/60 ml) y en alcohol (aproximadamente 1 g/100 ml),
facilmente soluble en alcalis y en propilenglicol. Insoluble en acetona y éter dietilico.

La amida de la niacina es biolégicamente activa siendo la forma predominante en los
tejidos animales. La formula empirica de la nicotinamida es CsHsON; y su peso

molecular es 122,12, Su estructura segiin Merck Index (1989) se muestra en la figura
>

Sy O

e,
N

Fig. 5. Formula estructural de NICOTINAMIDA

La nicotinamida es un polvo blanco cristalino con sabor amargo, y el pH al 1% de
solucion acuosa es 6,0. Cristaliza a partir de soluciones de benceno en forma de



53 Estructura, nomenclatura y caracteristicas

agujas. Los cristales son ligeramente higroscopicos. El punto de fusion es 128-131 °C
(Merck Index, 1989). Destila a 150-160 °C a una presién de 5x10™ mm Hg. Es muy
soluble en agua (aproximadamente 1 g/ml), facilmente soluble en alcohol, soluble en

glicerina, ligeramente soluble en éter dietilico.

Ambas formas, el acido y la amida, son estables en forma seca y en soluciones
acuosas al oxigeno del aire, la luz y el calor. En soluciones muy acidas o muy basicas
la nicotinamida puede ser hidrolizada a acido nicotinico.

Ambos poseen una fuerte absorcion en la zona del ultravioleta con un maximo a 261

nm cuya intensidad es dependiente del pH.

3.B.1.4. Vitamina B,

El nombre de vitamina Be es el término genérico para seis compuestos que exhiben la
misma actividad biologica: piridoxina (PN), fosfato de piridoxina (PNP), piridoxal
(PL), fosfato de piridoxal (PLP), piridoxamina (PM) y fosfato de piridoxamina
(PMP). Las abreviaturas han sido recomendadas por (IUPAC, Commission on
Biochemical Nomenclature, 1970).

Se detallan las formas libres:
- Hidrocloruro de piridoxina (PN)
La formula empirica del hidrocloruro de piridoxina es CgH,>CINO; y su peso

molecular es 205,64. Su estructura segin Merck Index (1989) se presenta en la figura
6.
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Fig. 6. Férmula estructural d¢ HIDROCLORURO de PIRIDOXINA

El pH al 10% de solucion en agua es 3,2. El punto de fusion del hidrocloruro de
piridoxina es 160 °C (Merck Index, 1989), se descompone a 205-212 °C. Es muy
soluble en agua (aproximadamente 1 g/4,5 ml), poco soluble en alcohol
(aproximadamente 1 g/90 ml). Soluble en propilenglicol. Escasamente soluble en

acetona, insoluble en éter dietilico y cloroformo.

Es bastante estable a la luz y el aire. Las soluciones acuosas acidas son estables y
pueden ser calentadas durante 30 min a 120 °C sin descomposicion (Merck Index,
1989).

El maximo de absorcion en la zona del ultravioleta para una solucion preparada en
acido clorhidrico 0,1 N es 291 nm. Los vitameros Bg tienen todos ellos caracteristicas
fluorescentes con una longitud de onda de excitacion maxima en el intervalo 295-305
nm y una longitud de onda de emisién méaxima en el intervalo 370-380 nm.

- Hidrocloruro de piridoxal (PL)

La formula empirica del hidrocloruro de piridoxal es CgH;oCINO; y su peso
molecular es 167,16. Su estructura segun Merck Index (1989) se presenta en la figura
7.
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Fig. 7. Férmula estructural de HIDROCLORURO de PIRIDOXAL

Cristaliza en el sistema réombico. El pH al 1% de solucién en agua es 2,65. El punto
de fusion es aproximadamente 165 °C con descomposicion (Merck Index, 1989). Es
muy soluble en agua (1 g/2 ml), soluble en etanol al 95% de riqueza (1 g/59 ml).

HO

H,C

CHO
\_-CH,0H

L Z

Las soluciones acuosas son sensibles al calor.

El méaximo de absorcion en la zona del ultravioleta para una solucion preparada en
acido clorhidrico 0,1 N es 292.5 nm.

- Dihidrocloruro de piridoxamina (PM)

La formula empirica del dihidrocloruro de piridoxamina es CgH;,CI,N,0O; y su peso
molecular es 241,12. Su estructura segin Merck Index (1989) se presenta en la figura

8.

Fig. 8. Formula estructural de DIHIDROCLORURO de PIRIDOXAMINA
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El pH al 1% de solucion en agua es 2,4. El punto de fusion esta en el intervalo 226-
227 °C con descomposicion. Es muy soluble en agua (1 g/2 ml), soluble en alcohol al
95% de riqueza (1 g/154 ml).

Es razonadamente estable a temperatura ambiente, no mostrando descomposicion en
tres dias a 60 °C.

El maximo de absorcion en la zona del ultravioleta para una solucién a pH 1,94 es
287,5 nm.

3.B.1.5. Vitamina C

Vitamina C es el nombre genérico para todos los compuestos que exhiben la
actividad biologica del acido ascorbico. Los términos “acido L-ascorbico™ y “acido
ascorbico” son ambos designaciones habituales. La forma oxidada de este compuesto
se denomina “acido L-dehidroascorbico” o “4cido dehidroascorbico”.

La formula empirica del acido L-ascorbico es CsHgOgy su peso molecular es 176,12,
Su estructura segun Merck Index (1989) se presenta en la figura 9.

HO OH

HOCH, —CH 0

| 0
OH

Fig. 9. Formula estructural de ACIDO L-ASCORBICO

Por su formula estructural contiene dos grupos endlicos. Es un polvo cristalino
blanco con matiz amarillento, olor agradable y sabor acido. Cristaliza en forma de
agujas monoclinicas. El punto de fusion es 190-192 °C (Merck Index, 1989). Es
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soluble en agua, 80% a 100 °C, 40% a 45 °C; es insoluble en éter dietilico,
cloroformo, benceno, éter de petréleo, aceites, grasas y disolventes organicos.

El sistema redox AA-DHAA es la primera propiedad quimica importante de la
vitamina C y forma la base para el analisis con deteccion electroquimica y para sus
propiedades fisiologicas y estabilidad. Los cristales secos de acido L-ascérbico no se
alteran por la accion del aire y de la luz solar a temperatura ambiente durante largos
periodos de tiempo. En soluciones acuosas a pH inferior a 7,6 el acido L-ascorbico
no se oxida al ser expuesto al aire, a menos que existan trazas de cobre, hierro u otros
materiales que catalicen la reaccion. En presencia de aire y de un catalizador
adecuado, el acido L-ascorbico se oxida muy facilmente a acido L-dehidroascorbico.
Ambos compuestos tienen la misma actividad bioldgica con respecto a la prevencion
del escorbuto. La oxidacién de acido L-ascorbico se inhibe con agentes reductores
tales como el sulfuro de hidrogeno, la homocisteina, el metabisulfito sodico, entre
otros. Por debajo de pH 4,0 el acido L-dehidroascérbico es bastante estable, pero a
pH superior a 4,0 sufre una conversion irreversible a material biologicamente

inactivo.
El compuesto no tiene propiedades fluorescentes. A la luz ultravioleta el acido L-

ascorbico, en solucion muy acida, tiene un maximo de absorcién aproximadamente a

245 nm, pasando con reaccion neutra a 265 nm.

3.B.2. VITAMINAS LIPOSOLUBLES

3.B.2.1. Vitamina A

Vitamina A es el descriptor genérico para los compuestos con la actividad biologica
del todo-trans-retinol. Estos compuestos derivan de un compuesto mono-ciclico que
contiene cinco dobles enlaces y un grupo funcional en el extremo de la cadena.

La formula empirica del todo-frans-retinol es CxH300 y su peso molecular es
286,44. Su estructura quimica segun Merck Index (1989) se presenta en la figura 10.



Estructura, nomenclatura y caracteristicas 58

Fig. 10. Férmula estructural de TODO-7RANS-RETINOL

Cristaliza en forma de prismas amarillos. El punto de fusion esta en el intervalo 62-
64 °C. Destila a 120-125 °C a una presién de 5x10” mm Hg.

La vitamina A es insoluble en agua, soluble en alcohol, y facilmente soluble en éter
dietilico, éter de petrdleo, cloroformo, acetona, grasas y aceites.

Se oxida en la presencia del oxigeno del aire, la luz y el calor. Es extremadamente
sensible a los acidos, los cuéles pueden causar reagrupamientos de los dobles enlaces
y deshidratacion, seguida de procesos de isomerizacion cis-trans (Schwieter & Isler,
1967); es relativamente estable en la presencia de alcalis, no afectandose su

estereoquimica por agentes reductores.

La luz de longitud de onda inferior a 500 nm produce la isomerizacion cis-trans de la
vitamina, dependiendo la cantidad de los diferentes isomeros formados de la longitud
de onda y del disolvente usado.

Las sales de la vitamina A, acetato y palmitato, son mas estables a la oxidacion,
siendo sus caracteristicas fisico-quimicas las siguientes:
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- Acetato de todo-frans-retinol

La formula empirica es C5;,H3,0,y su peso molecular es 328,49. Cristaliza en forma
de prismas amarillos palidos. El punto de fusion es 57-58 °C. El maximo de

absorcion en etanol es 326 nm.

- Palmitato de todo-trans-retinol

La formula empirica es C3sHgoO, y su peso molecular es 524,87. Amorfo o cristalino.
El punto de fusion es 28-29 °C. El maximo de absorcion en etanol esta en el intervalo
325-328 nm.

El todo-trans-retinol presenta absorcion ultravioleta con un maximo a 325 nm en
etanol (Indyk, 1983) o isopropanol (Strohecker & Henning, 1966). Ambos, el retinol
y los ésteres exhiben fuerte fluorescencia con longitud de onda de excitacion maxima
en el intervalo 325-330 nm y longitud de onda de emision maxima en el intervalo
470-490 nm (Hubbard et al., 1971).

3.B.2.2. Vitamina E

Ocho vitameros de vitamina E se encuentran en la naturaleza: cuatro tocoferoles y
cuatro tocotrienoles (Schudel er al., 1972; Kasparek, 1980). Sus estructuras difieren
en la cadena lateral, que en los tocoferoles presenta enlaces sencillos, mientras que en
los tocotrienoles presenta tres dobles enlaces.

El estudio se ha centrado en uno de los vitameros, el DL-a-tocoferol o DL-o-5,7,8-
trimetiltocoferol y su sal correspondiente, el acetato de DL-a-tocoferol; cuyas
propiedades fisico-quimicas se detallan a continuacion.

- DL-a-tocoferol

La formula empirica del DL-a-tocoferol es CxxHsoO; y su peso molecular es 430,69.
Su estructura segiin Merck Index (1989) se presenta en la figura 11.
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Fig. 11. Formula estructural de DL-a¢-TOCOFEROL

El DL-a-tocoferol es un aceite amarillo palido, ligeramente viscoso. El punto de
fusién esta en el intervalo 2,5-3,5 °C. Es insoluble en agua, facilmente soluble en
aceites, grasas, acetona, alcohol, cloroformo, éter dietilico y otros disolventes

Organicos.

Se oxida lentamente en una atmoésfera de oxigeno formando fundamentalmente
quinonas inactivas biologicamente. Esta oxidacion se acelera por exposicion a la luz,
el calor, las condiciones alcalinas y la presencia de trazas de minerales, tales como el
hierro (Fe’*) y cobre (Cu®"). Es estable al calor y los alcalis en la ausencia de oxigeno
y no es afectado por acidos hasta 100 °C. No se altera a la luz visible, pero es
destrozado por la luz ultravioleta, especialmente en la presencia de oxigeno
(Association of Vitamin Chemists, Inc., 1966; Scott, 1978).

La vitamina E exhibe una intensidad de absorcion ultravioleta relativamente baja, con
un maximo de absorcion a 294 nm en etanol. El DL-a-tocoferol presenta una fuerte
fluorescencia nativa con longitud de onda de excitacion maxima a 295 nm y longitud
de onda de emisién maxima a 330 nm (Duggan e al., 1957).

- Acetato de DL-a-tocoferol

La formula empirica del acetato de DL-a-tocoferol es C;;Hs2O3 y su peso molecular
es 472,73. Su estructura quimica segiin Merck Index ( 1989 ) se presenta en la figura
12.
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Fig. 12. Formula estructural de ACETATO de DL-a-TOCOFEROL

El acetato de DL-a-tocoferol es un liquido viscoso amarillo palido. Solidifica a
- 27,5 °C. Es insoluble en agua, soluble en acetona, cloroformo, éter dietilico, y poco

soluble en alcohol.

El acetato no es practicamente afectado por la oxidacion influenciada por el aire, la

luz visible y la luz ultravioleta.

El acetato presenta un maximo de absorcion a 285,5 nm en etanol y se ha
caracterizado por no ser fluorescente, pero con la ayuda de la técnica HPLC acoplada
a un detector de fluorescencia, se ha mostrado que exhibe un 9% de la fluorescencia
del DL-a-tocoferol (Barnes & Taylor, 1980). La longitud de onda de excitacion
maxima es 285 nm y la longitud de onda de emision maxima es 310 nm.
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3.C. FUENTES ALIMENTARIAS
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3.C. FUENTES ALIMENTARIAS (Vivanco e al., 1990 & Carretero Baeza y
Goémez Viazquez, 1995).

3.C.1. VITAMINAS HIDROSOLUBLES

3.C.1.1. Vitamina B,

Esta presente en casi todos los tejidos animales y vegetales, sin embargo las fuentes
alimentarias mas importantes son las camnes sobre todo de cerdo, los despojos
(rifiones), el higado de vaca, las legumbres secas (guisante, haba, garbanzo, lenteja,
entre otros), el germen de cereales (centeno, maiz) en la parte periférica del grano;
siendo eliminada durante la molienda y el cernido de las harinas, permaneciendo en
los productos integrales. Se halla en algunos frutos secos (almendra, avellana, nuez),
en la yema de huevo, en la patata, en menor proporcion en los pescados (anchoa,
almeja, sardina).

3.C.1.2. Vitamina B,

Abunda en la naturaleza, siendo sus principales fuentes alimentarias el higado y los
rifiones, los frutos secos (almendra, avellana, nuez), la leche y derivados, la yema de
huevo, las cames (cordero, ternera, cerdo), las legumbres secas (haba, lenteja,
garbanzo), las verduras y las hortalizas (perejil, espinaca, guisante verde), la
envoltura de los cereales (centeno, maiz, trigo) y los pescados (langosta, anchoa,
sardina, entre otros). En menor proporcion estan las frutas (naranja, fresa,

melocoton).

3.C.1.3. Niacina

Se encuentra en forma de nicotinamida en las carnes y los pescados (mejores fuentes
de niacina que los productos vegetales) y en forma de écido nicotinico en las frutas y
las verduras (proporcionan poca cantidad de niacina). Las cames (pollo, ternera,
vaca, cerdo) contienen altos niveles de niacina y de triptéfano (aminoacido que puede

ser transformado por el organismo en niacina).
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Destaca el contenido de niacina en el higado; en menor proporcion se halla en las
legumbres y en la envoltura de los cereales. Algunos alimentos tales como la leche y
los huevos son fuentes pobres de niacina preformada, pero contienen en abundancia a
su precursor: el triptofano. Las investigaciones han indicado que las proteinas
contienen al menos un 1% de triptéfano, esto es, 60 g de proteinas aportan 600 mg de
triptofano o 10 NEs (Horwitt et al., 1981).

3.C.1.4. Vitamina B,

De las fuentes animales, las carnes (ternera, cerdo) y las visceras (higado) tienen mas
vitamina que los pescados. De las plantas, las leguminosas, el platano, la patata estan
entre las mas ricas. Los huevos y la leche son fuentes con menor contenido en

vitamina Bg.
3.C.1.5. Vitamina C

Esta muy extendida en la naturaleza. Todos los vegetales la contienen, sobre todo los
tejidos muy coloreados (verdes, rojos) de las frutas y las verduras, a un nivel maximo
cuando estan crudas, pero igualmente, si bien en menor grado, cuando estan cocidas,
en conserva o ultracongeladas.

De las verduras y las hortalizas son ricas en vitamina C el perejil, el pimiento, la col
de Bruselas, la acelga, el tomate segun la especie y la estacion. No todos los
vegetales contienen mucha vitamina C (berenjena, alcachofa, zanahoria).

Destacan en contenido de vitamina C las frutas de reaccion acida, pues la presencia
de acido constituye un factor de estabilidad para la vitamina (acerola, freson, fresa,

agrios).
Las carnes, el higado y la leche tienen poca vitamina C.

Los cereales, la harina y los productos a base de éstas, el almidon, el azicar, el
huevo, las grasas y aceites animales y vegetales, no tienen vitamina C.
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3.C.2. VITAMINAS LIPOSOLUBLES

3.C.2.1. Vitamina A

La vitamina A se encuentra principalmente en la materia grasa, visible o invisible, de
algunos alimentos de origen animal. El aceite de higado de bacalao o de rodaballo, es
la fuente principal, el higado de pescado, el higado de vaca, la materia grasa de los
productos lacteos (mantequilla, leche entera, queso), la yema de huevo.

En general la came contiene poca vitamina A, en la de vaca se encuentran

proporciones superiores de esta vitamina.

Los vegetales no contienen vitamina A libre, pero si sus provitaminas (caroteno,
xantofila). El enzima carotinasa desdobla en el higado el caroteno en vitamina A.
Las provitaminas se hallan en los vegetales fuertemente coloreados en rojo, amarillo
o verde (zanahoria, espinaca, escarola, perejil, entre otros) y también en algunas
frutas como melén, melocotén, cereza, naranja, y otras.

3.C.2.2. Vitamina E

Las fuentes mas importantes son de origen vegetal (germen de trigo, aceites extraidos
de semillas o de frutos, sobre todo los aceites de primer prensado en frio y no
refinados (maiz, algodon, soja, oliva), los frutos oleaginosos y, en menor grado, las
legumbres secas (garbanzo, alubia, lenteja), las verduras y las hortalizas (esparrago,

endivia).

La concentracion es menos importante en los productos de origen animal: el higado
de buey, la yema de huevo, los pescados grasos (sardina), las carmnes, la leche y el

queso.

En las tablas (1-5) se detallan datos sobre la composicion en estas vitaminas de
algunos de los alimentos anteriormente mencionados. Los nombres cientificos de

éstos se encuentran en las tablas (6-7).



TABLA 1. Composicion de alimentos espaiioles (Vivanco ef al., 1990)

ALIMENTOS Vitamina B, Vitamina B, Niacina Vitamina C Vitamina A
(mg) (mg) (mg) (mg) (un
LECHE
1. Leche de vaca fresca 0.04 0,20 0,10 2 120
2. Leche en polvo entera 0,30 1,40 0,80 4 1000
3. Leche en polvo descremada 0,35 1,90 1,00 6 40
CARNES
4. Carne de cordero 0,20 0,25 4,00 - -
5. Carne de cerdo poco grasa 0,60 0,20 3,00 - -
6. Carne de cerdo muy grasa 0,30 0,15 2,50 - -
7. Carne de terncra magra 0,14 0,25 6,30 - 20
8. Carne de ternera semigrasa 0,06 0,16 3,60 - 40
9. Carne de vaca magra 0,07 0,17 4,00 - 30
10. Carne de vaca grasa 0,06 0,15 3,30 - 50
11. Higado de vaca 0,40 4,50 15,00 10 7000
12. Carne de pavo 0,09 0,15 8,00 - -
HUEVOS
13. Huevo de gallina (2 piczas) 0,15 0.30 0,10 - 1000
PESCADOS
14. Almeja 0,10 0,16 1,40 - 250
15. Anchoa 0,20 0,50 2,00 - 50

Datos obtenidos por analisis realizados en el Instituto de Investigaciones Clinicas y Médicas, Seccidon de Nutricion, (1990).
Cantidades aportadas por 100 gramos de alimentos crudos.
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TABLA 2. Composicion de alimentos espanoles (Vivanco et al., 1990)

ALIMENTOS Vitamina B, Vitamina B, Niacina Vitamina C Vitamina A
(mg) (mg) (mg) (mg) (Un)
16. Boquerén 0,08 0.20 2,70 - 100
17. Langosta 0,13 0,60 1,90 - -
18. Sardina 0,08 0.21 3,00 - 100
19. Merluza 0,05 0,10 3,00 - -
VERDURAS y HORTALIZAS
20. Achicoria 0,07 0,18 0,51 12 7000
21. Acelga 0,05 0,06 0,40 35 2800
22. Berenjena 0,04 0,04 0,80 5 30
23, Col de Bruselas 0,16 0,16 0,90 920 200
24. Guisante verde 0,35 0,20 2,00 25 600
25. Perejil 0,12 0,24 1,00 140 6000
26. Tomate 0,07 0,04 0,50 20 1000
27. Zanahoria 0,06 0,04 0,70 5 10000
FRUTAS
28. Cereza 0,05 0,06 0,40 10 650
29. Fresa 0,03 0,07 0,30 60 60
30. Limén 0,04 0,02 0,10 40 20
31. Manzana 0,04 0,03 0,20 4 100
32. Naranja 0,08 0,20 0,20 55 200
33. Platano 0,05 0,04 0,60 8 100

Datos obtenidos por analisis realizados en el Instituto de Investigaciones Clinicas y Médicas, Seccién de Nutricion, (1990).
Cantidades aportadas por 100 gramos de alimentos crudos.
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TABLA 3. Composicion de alimentos espaiioles (Vivanco et al., 1990)

ALIMENTOS Vitamina B, Vitamina B, Niacina Vitamina C Vitamina A

(mg) (mg) (mg) (mg) (UI)

LEGUMBRES

34, Garbanzo 0,45 0,18 1,60 - 150

35. Guisante scco 0,55 0,15 2,50 : 100

36. Haba scca 0,50 0,30 2.30 - 100

37. Lenteja 0,40 0,20 2,00 - 100

FRUTOS SECOS

38. Almendra 0,30 0,60 4,50 = >

39, Nuez 0,30 0,50 3,00 - -

CEREALES

40. Centeno (harina integral) 0,50 0,20 2,00 - -

41. Maiz (grano) 0,43 0,10 1,90 . 450

42. Pan trigo (blanco) 0,11 0,06 1,10 - =

43. Pan trigo (integral) 0,19 0,13 2,20 - -

GRASAS

44, Mantequilla - - - - 3200

Datos obtenidos por analisis realizados en el Instituto de Investigaciones Clinicas y Médicas, Seccion de Nutricion, (1990).
Cantidades aportadas por 100 gramos de alimentos crudos.
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TABLA 4. Composicion de alimentos espaiioles (Carretero y Gémez, 1995)

ALIMENTOS Vitamina Bg Vitamina E

(mg) (mg)

LECHE

1. Leche entera 0,04 0,10

2, Leche descremada 0,04 e -

CARNES

3. Carne de cerdo magra 0,47 0

4, Carne de ternera (lomo) 0,61 0,19

HUEVOS

5. Huevo de gallina (2 piezas) 0,12 2,00

PESCADOS

6. Boqueron 1,10 0,02

7. Sardina 0,96 1,60

8. Merluza 0,16 0,35

VERDURAS y HORTALIZAS

9. Ajo 0,32 0,10
10. Endivia 0,05 1,00
11. Tomate 0,13 0,89

el R

Datos obtenidos por analisis realizados en el Departamento de Nutricién de la Universidad Complutense, (1995). Cantidades
aportadas por 100 gramos de parte comestible.
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TABLA 5. Composicion de alimentos espaiioles (Carretero y Gomez, 1995)

ALIMENTOS Vitamina B¢ Vitamina E

(mg) (mg)

FRUTAS

12. Manzana 0,04 0,36

13. Naranja 0,06 0,21

14, Platano 0.37 0,23

LEGUMBRES

15. Garbanzo 0,15 3,10

16. Lenteja 0,70 1,80

Datos obtenidos por analisis realizados en el Departamento de Nutricién de la Universidad Complutense, (1995). Cantidades
aportadas por 100 gramos de parte comestible.
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TABLA 6. Nombres cientificos de alimentos (CAE, 1996)

NOMBRE GENERALIZADO NOMBRE CIENTIFICO
ACEITES
Algodon Gossypium sp.
Oliva Olea europaea
Soja Glycine soja
CEREALES
Centeno Secale careale
Maiz Zea mays
Trigo Triticum sp.
FRUTAS
Agrios Citrus sp.
Almendra Prunus amygdalus
Avellana Corylus avellana
Cereza Prunus avium
Fresa Fragaria vesca
Freson Fragaria elatior
Limoén Citrus limonis
Manzana Pyrus malus
Melocoton Prunus persica
Mel6n Cucumis melo
Naranja Citrus aurantium
Nuez Juglans regia
Platano Musa paradisiaca

Acelga
Acerola
Achicoria
Ajo

HORTALIZAS, VERDURAS y LEGUMBRES

Beta vulgaris
Crataegus azarolus
Cichorium intybus

Allium sativum
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TABLA 7. Nombres cientificos de alimentos (CAE, 1996)

NOMBRE GENERALIZADO NOMBRE CIENTIFICO
Alcachofa Cynara scolymus
Alubia Phaseolus vulgaris
Berenjena Solanum melongena
Col de Bruselas Brassica oleracea
Endivia Cichorium endivia
Escarola Cichorium intybus
Esparrago Asparragus officinalis
Espinaca Spinacia oleracea
Garbanzo Cicer arietinum
Guisante Pisum sativum
Haba Vicia faba
Lenteja Lens sculenta
Perejil Petroselinum sativum
Pimiento Capsicum annuum
Tomate Solanum lycopersicon
Zanahoria Dacus carota
MARISCOS
Almeja fina Tapes decussatus
Langosta Palinurus vulgaris
PESCADOS
Anchoa o Boquerén Engraulis encrasicholus
Sardina Sardina pilchardus
Merluza Merlucius merlucius

Patata

TUBERCULOS
Solanum tuberosum
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3.D.1. METABOLISMO FUNCIONAL (Leboulanger, 1981; Lehninger, 1983;
Lyon, 1987; Ball, 1988; National Research Council, 1989 & Combs, 1992).

3.D.1.1. VITAMINAS HIDROSOLUBLES

3.D.1.1.1. Vitamina B,

Las funciones bioquimicas de la vitamina B, exigen su conversion en pirofosfato de
tiamina (TPP), que sirve de coenzima en varias reacciones del metabolismo de los
glicidos catalizadas enzimaticamente.

Una de las funciones principales del pirofosfato de tiamina es la descarboxilacion
oxidativa de los a-cetoacidos, entre los que destacan el piruvato y el a-cetoglutarato.
La descarboxilacion oxidativa del piruvato en acetilcoenzima A (CoA) es una
reaccion fundamental en la oxidacion de los carbohidratos y de algunos substratos de
aminoacidos en el ciclo del acido citrico (CAC) y en el almacenamiento de los
sobrantes de carbohidratos en forma de grasa (Krampitz, 1968). La descarboxilacion
oxidativa es una reaccién compleja con muchas etapas, que requieren pirofosfato de
tiamina y las coenzimas de otras tres vitaminas B: acido pantoténico (CoA),
riboflavina (FAD) y niacina (NAD). Esto demuestra las funciones interdependientes
de varias de las vitaminas B en el metabolismo de la energia.

El pirofosfato de tiamina participa ademas como coenzima de la transcetolasa en el
ciclo del fosfato de pentosa, que hace posible a la célula transformar fosfato de
pentosa en fosfato de hexosa. La importancia de este ciclo radica en la elaboracion de
pentosas para la composicion de los nucleétidos y acidos nucleicos y en la formacion
de trifosfopindinnucledtido (TPNH;) reducido, que se precisa para la sintesis de
acidos grasos en la célula.

Como consecuencia de la estrecha vinculacion de la vitamina B, con el metabolismo
de los hidratos de carbono, la administracion de una alimentacion rica en éstos

aumenta las necesidades normales de vitamina B,.
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3.D.1.1.2. Vitamina B,

Actia como parte de un grupo de enzimas llamadas flavoproteinas o flavoenzimas,
que intervienen en el metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas. Las formas
con actividad metabolica son FMN y FAD, que participan en la degradacion
oxidativa del piruvato, de los acidos grasos y de los aminoacidos, asi como en el
proceso de transporte electronico en las reacciones de oxidacion-reduccion.

3.D.1.1.3. Niacina

En su forma amida constituye dos coenzimas, el dinucledtido de nicotinamida y de
adenina (NAD), llamado también difosfopiridinnucleétido (DPN) y el fosfato del
dinucledtido de nicotinamida y de adenina (NADP), llamado también
trifosfopiridinnucledtido (TPN). Ambos sirven de portadores de hidrogeno en
multiples reacciones catalizadas por deshidrogenasas especificas del substrato. El
NAD oxidado se requiere en las principales vias metabdlicas que culminan en la
descomposicion oxidativa de hexosas, aminoacidos y &cidos grasos: glucdlisis,
descarboxilacion oxidativa del piruvato, ciclo del acido citrico, desaminacion de
aminoacidos y B-oxidacion de acidos grasos. El NADP reducido se necesita en la
sintesis de acidos grasos, colesterol y de las hormonas esteroides. De ahi que sea

necesario en todas las células y tejidos.

El organismo puede suministrar parte de las necesidades requeridas a partir del

aminoacido triptoéfano.
3.D.1.1.4. Vitamina B

La vitamina Bs desempefia una importante actividad en el metabolismo celular;
siendo la forma metabdlicamente activa el fosfato de piridoxal, implicado
coenzimaticamente en el metabolismo de los aminoacidos.
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Interviene en la sintesis de la adrenalina y la noradrenalina. Por consiguiente, es
esencial para el buen funcionamiento del cerebro y regulariza el sistema nervioso

vegetativo.

Ademas, participa en otras funciones, entre ellas se destaca la conversion del
triptofano en vitamina PP; en el metabolismo de los lipidos favoreciendo el ahorro y
la transformacion de los acidos grasos insaturados que los constituyen, como el acido
linoleico. Interviene en el mantenimiento de un nivel normal de colesterol en sangre,
y es necesaria para la sintesis de los acidos biliares. En el metabolismo de los
glicidos facilita y acelera la formacion de glucégeno en los musculos, disminuyendo
la fatigabilidad de los mismos. Permite el mantenimiento de un porcentaje normal de
magnesio en la sangre y los tejidos. Estimula la sintesis de la hemoglobina.
Desempefia un papel en el metabolismo del acido oxalico, permitiendo reducir su
nivel en la orina, disminuyendo el riesgo de litiasis renal. Es necesaria para el buen
desarrollo del feto. También se ha atribuido a la vitamina Bg un papel terapeutico en
la enfermedad de Parkinson.

3.D.1.1.5. Vitamina C

Entre sus funciones se destacan las hidroxilaciones para sintetizar colageno (proteina
fibrosa formada por tres cadenas polipeptidicas que se unen para formar una hélice).
Esos péptidos tienen una composicion especial de aminoacidos; estan compuestos
sobre todo por glicina, hidroxiprolina e hidroxilisina. Las fibras de colageno
comunican rigidez a la sustancia amorfa del tejido conectivo, son ademas un
componente esencial de la matriz organica de los huesos y de los dientes en el tejido
cicatrizal formado durante la cicatrizacién y las fracturas 6seas.

Participa en otras hidroxilaciones que incluyen la conversion de timina en
hidroximetiluracilo, asi como dos etapas de la biosintesis de carnitina (Hulse ef al.,

1978) que interviene en el metabolismo de los acidos grasos.

Las hidroxilaciones dependientes de esta vitamina también se presentan en la sintesis

de dos neurotransmisores: serotonina y noradrenalina.
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La absorcion intestinal de hierro (Prasad, 1975) se favorece con la presencia de
vitamina C.

Participa en la regulacion del potencial de oxidacion-reduccion y en la transferencia
de hidrégeno en varios sistemas de transporte de electrones.

La forma reducida cumple una funcién como antioxidante celular pues protege otras
sustancias facilmente oxidables, vitaminas A y E. La forma oxidada, acido
dehidroascorbico, desempefia un papel importante en la oxidacion de la fenilalanina
y tirosina, pero puesto que solo una pequefia proporcion de la vitamina esta presente
como acido dehidroascorbico en el organismo, ésta no es la actividad principal.

Participa en la transferencia de colesterol hacia el higado a partir de los tejidos y en la
conversion de colesterol en acidos biliares (Ginter, 1979; Hanck & Weiser, 1979).

Cameron ef al., (1979) han demostrado el papel fundamental de esta vitamina en la
optimizacion de la salud y en la resistencia a enfermedades infecciosas siendo
imprescindible para el normal funcionamiento de las células.

3.D.1.2. VITAMINAS LIPOSOLUBLES

3.D.1.2.1. Vitamina A

Una adecuada ingesta de vitamina A es esencial en la quimica de la vision, y para el
normal desarrollo del tejido epitelial y las estructuras oseas. En el proceso de la
vision, participa en la formacion de la rodopsina, proteina localizada en los bastones,

que son los receptores responsables de la vision nocturna.

Interviene ademas en la formacién y funcion de las células epiteliales de la piel.
Activa la regeneracion de los tejidos y favorece la cicatrizacion, estimulando la
proliferacion del tejido conjuntivo. Devuelve a las pieles secas flexibilidad y
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elasticidad. En union de la vitamina C, favorece la formacion de las fibras colagenas,

y por consiguiente el buen estado de la piel.

Los huesos necesitan vitamina A para crecer y desarrollarse normalmente; segun
algunos investigadores esta funcion esta relacionada con los cambios celulares que
acontecen durante la diferenciacién. Es también necesaria para el crecimiento y la

reproduccion en ratas, cerdos y otros animales.

Es indispensable para mantener la estructura y la funcién normal de la membrana

celular.

La vitamina A desempefia un importante papel protector, reduciendo el riesgo de
desarrollo del cancer. Es preventiva e incluso curativa de algunos canceres (piel, tubo
digestivo, vejiga, pulmon). Puede hacer retroceder las alteraciones precancerosas del
cuello del utero y contrarrestar el efecto maligno inducido por virus, productos

quimicos o radiaciones.

También hay evidencias de que esta implicada en la produccion de anticuerpos.

3.D.1.2.2. Vitamina E

La vitamina E como antioxidante natural, intracelular, interviene, en la estabilizacion
de los acidos grasos insaturados, evitando la formacion de lipoperoxidos téxicos. En
la carne, la vitamina E estabiliza el color rojo e impide el desarrollo de pigmentos
parduzcos. Inhibe las nitrosaminas formadas a partir de los nitritos. En el organismo
protege a la vitamina A, sensible al oxigeno, de la desintegracion oxidativa y mejora
asi la asimilacion de esta vitamina. Con estas propiedades antioxidantes se relacionan
las lesiones de los vasos sanguineos y los cambios en la permeabilidad capilar que
tienen lugar si hay carencia de vitamina E.

Es un importante factor protector de la membrana de los eritrocitos, aumentando su

resistencia frente a agentes hemoliticos.
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Destacan otras funciones especificas como el efecto de la vitamina para el
mantenimiento de la funcién testicular. En las hembras, la carencia origina una
reabsorcion del feto. Evita ademas la degeneracién muscular y la necrosis hepatica.
Influye en el metabolismo de los acidos nucleicos y en la sintesis de acidos grasos
poliénicos. Estimula la produccion de hormonas de la hipofisis y posee una funcion
catalitica especifica en el transporte de electrones a lo largo de la cadena respiratoria
de las mitocondrias.
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3.D.2. CONSECUENCIAS DE LA CARENCIA VITAMINICA (Lyon, 1987;
Ball, 1988; National Research Council, 1989 & Combs, 1992).

3.D.2.1. VITAMINAS HIDROSOLUBLES

3.D.2.1.1. Vitamina B,

La carencia de esta vitamina esta asociada con alteraciones en el metabolismo de
los hidratos de carbono referidas a un decrecimiento en la descarboxilacion
oxidativa. Durante deficiencias severas, los niveles de piruvato en el plasma y en

los tejidos se incrementan.

Los signos clinicos de insuficiencia se han notado cuando se excretan en la orina

menos de 70 pg de vitamina B, (Horwitt et al., 1948).

El sintoma clinico asociado con una prolongada ingesta de una dieta baja en
tiamina se llama beriberi en el hombre y polineuritis en las aves. Afecta a los
sistemas cardiovascular y nervioso. Los signos iniciales son anorexia, nauseas,
vomitos, inapetencia, diarreas e insomnio, entre otros; luego sobrevienen otros
sintomas como confusion mental, debilidad muscular, fatigabilidad, polineuritis,
paralisis, edemas en el beriberi himedo, taquicardias, oftalmoplejia (paralisis de
los musculos oculares), ataxia (incoordinacion muscular) y desgaste muscular en
el beriberi seco (Horwitt et al., 1948; Williams ef al., 1942).

En nifios los sintomas aparecen mas rapidamente que en los adultos siendo mas

severos, y a veces fatales (McCormick, 1988).

3.D.2.1.2. Vitamina B,

La carencia grave de esta vitamina no suele caracterizarse por un cuadro clinico
peculiar sino que se manifiesta en un gran numero de sintomas no especificos
como alteraciones a nivel de los ojos [hipersensibilidad a la luz, opacidad,

queratitis (congestion de la cérnea), disminucién de la agudeza visual]; a nivel de
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las mucosas [queilitis (inflamacion de los labios, que se vuelven lisos, secos,
brillantes, y de sus comisuras, que supuran, se agrietan y se arrugan), glositis
(inflamacion de la lengua)]; a nivel de la piel [dermatitis seborreica (exceso de

secreciones grasas)].

Puesto que la riboflavina es esencial para el funcionamiento de las vitaminas Bg y
niacina, algunos sintomas atribuidos a su deficiencia son debidos a un fallo de los
sistemas que requieren estos otros nutrientes para operar adecuadamente

(McCormick, 1988).

3.D.2.1.3. Niacina

Las personas que reciben una dieta insuficiente en triptéfano y deficiente en
niacina, presentan una enfermedad carencial conocida como pelagra,
caracterizada por dermatitis, diarrea y en casos severos, demencia.

Las alteraciones cutaneas figuran entre los sintomas caracteristicos en el hombre,
y las zonas mas afectadas son las expuestas al sol: eritema (manchas rojas),
prurito (comezon), después aparicion de vesiculas y descamacion, signos mas o
menos comparables a los de una insolacion. Se detecta también acrocianosis
(coloracion azul violacea de las extremidades, las manos, los pies, las orejas), asi

como sabanones.

Los trastornos en el tracto digestivo se observan tanto en el hombre como en el
animal siendo los sintomas: glositis (inflamacion de la lengua), estomatitis,
esofagitis, gastritis, enteritis, diarrea, a menudo nauseas o vomitos, anorexia.

Los sintomas nerviosos se manifiestan en insomnio, dolor de cabeza, signos de
confusion y depresivos, alteraciones de la memoria, irritabilidad, pudiendo
evolucionar hasta la demencia, con alucinaciones y delirio. Con frecuencia, se

presenta polineuritis de los miembros inferiores.
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3.D.2.1.4. Vitamina B

La deficiencia de vitamina B¢ raramente se presenta sola y se manifiesta en el
hombre con carencias de otros representantes del complejo vitaminico B.

La ingestion insuficiente de vitamina Bg repercute en el hombre y en las diversas
especies animales segun la edad; en los nifios puede ocasionar retraso del
crecimiento o pérdida de peso, vomitos y dolor abdominal, convulsiones y
anemia (Bessey er al., 1957; Coursin, 1954). En los adultos se advierten
alteraciones de personalidad (depresion y confusion), fatiga, vértigos, migraiias,
convulsiones, dermatitis seborreica y lesiones bucales parecidas a las causadas

por carencia de riboflavina y niacina.

3.D.2.1.5. Vitamina C

La deficiencia en la dieta de vitamina C conduce al escorbuto, una enfermedad
caracterizada por la debilidad de las estructuras de colageno que resultan en

serias hemorragias capilares (Hornig, 1975; Woodruff, 1975).

Los sintomas principales del escorbuto son debilidad, fatiga fisica, apatia,
conducta neurética, pérdida de apetito; dolor de huesos, articulaciones y
musculos, fuga d¢sea del calcio y del fésforo; sequedad y endurecimiento de la
piel; petequias (pequeiios puntos rojos) en brazos, piernas y conjuntivas;
hemorragias musculares; tumefaccion, friabilidad y color rojizo de las encias, que
sangran con facilidad; aflojamiento de los dientes; neuritis por hemorragias de
nervios; imposibilidad de cicatrizacion de las heridas; convulsiones, choque y
muerte. A todo esto hay que anadir alteraciones del metabolismo de los glucidos
(hiperglucemia), disminucion de la sintesis del tejido conjuntivo, anemia por
carencia de hierro, disminucion de la formacion de tirosina, y degeneracion y
atrofia del cuerpo amarillo del ovario.
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3.D.2.2. VITAMINAS LIPOSOLUBLES

3.D.2.2.1. Vitamina A

La xeroftalmia por carencia de vitamina A es la causa mas importante de ceguera
en muchos paises atrasados del mundo, afectando principalmente a la gente joven
(Passmore & Eastwood, 1986).

Los trastornos mas precoces y los mas graves que produce la avitaminosis A se
refieren a la vista. El primer signo es una disminucion de la vision crepuscular
(hemeralopia). Si la carencia se prolonga, se manifiestan signos mas graves: la
cornea se ulcera, después se ablanda y se deforma, el iris y el cristalino se
reblandecen, y se evoluciona hacia la ceguera total. Los trastornos oculares,
tratados desde su inicio, son reversibles, pero si la carencia se prolonga, el aporte
de vitamina no siempre asegura la interrupcion del trastorno hacia la ceguera. De
ahi la importancia de una deteccion precoz. La disminuciéon de la vision

crepuscular es el signo mas seguro de carencia de vitamina A.

Junto a los signos oculares, pueden producirse retrasos destacables en el

crecimiento del nifio.

La piel también experimenta alteraciones por avitaminosis A: se vuelve compacta
y se reseca, enrojece, pica, se pela anormalmente, manifestandose en la parte
posterior del cuello, espalda, brazos y antebrazos, nalgasy cara interna de los
muslos y de las piernas. El cuero cabelludo sufre la deficiencia en forma de una
pérdida de brillantez del cabello. Otro sintoma determinante es la alteracion del
estado general: pérdida de apetito o anorexia, mayor predisposicion a las

infecciones asi como menor resistencia a todo tipo de estrés.

Se ha detectado una relacion entre canceres de estomago, de colon, de recto, de
prostata y un débil consumo de vitamina A.
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La vitamina A, puede acarrear fenomenos de sobredosis; pudiendo ser puesta en
reserva en cantidad importante por el organismo, en especial por el higado,
cuando se absorbe en grandes cantidades de forma continua y prolongada. Los
sintomas de hipervitaminosis A son anorexia, trastornos en la pigmentacion
cutanea, caida del cabello, trastornos de calcificacion, trastornos nerviosos,
dolores de cabeza, irritabilidad, y descamacion de la piel, entre otros.

3.D.2.2.2. Vitamina E

La carencia en vitamina E es dificil de establecer, ya que su abundancia en los
alimentos hace improbable cualquier déficit de aportacion. Como se asimila
facilmente, apenas hay carencias de utilizacién, salvo en pacientes con mala
digestion o mala absorcion intestinal de la grasa.

Estudios experimentales demuestran que en los casos de deficiencia los signos
son diversos y varian segun las especies animales y la composicion del régimen
alimentario. Las carencias son mas estrictas cuando hay insuficiencia de aporte

de selenio y exceso en la dieta de acidos grasos insaturados.

Los casos mas evidentes en que pueden sobrevenir deficiencias de vitamina E
corresponden a los recién nacidos y, sobre todo, a los prematuros con bajas
reservas. El sindrome del déficit vitaminico en estos casos se caracteriza por
anemia hemolitica (destruccion de los globulos rojos) o anemia hipocroma (por
falta de hierro), la cual es debida a un deficiente transporte de vitamina E a través
de la placenta (Johnson, 1979).

Esta carencia dificulta la absorcion de las grasas y produce diarrea grasa, retrasa
el desarrollo muscular y, en algunos casos, produce ceguera por retinopatia
progresiva (degeneracion del cristalino).

El déficit de vitamina E afecta a las funciones reproductivas en varones y
mujeres, aconsejandose en los casos de peligro de aborto espontaneo. Ensayos
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experimentales en ratas, han hallado trastornos de la nidacion y aborto en la
hembra: en el macho, esterilidad definitiva.
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3.E. RECOMENDACIONES NUTRICIONALES E INGESTA (National
Research Council, 1989 & Moreiras et al., 1994)

La industrializacion creciente de todos los sectores de la vida y el desarrollo de la
investigacion cientifica sobre los alimentos durante este siglo, han conducido a un
cambio en los habitos de la alimentacion humana. Para una correcta nutricién no es
necesario consumir determinados alimentos, sino las cantidades adecuadas de energia
y nutrientes (proteinas, grasas, hidratos de carbono, minerales y vitaminas) que estan
almacenadas en ellos. Las necesidades nutricionales difieren segun la edad, el sexo,
el tamafio corporal, el estado fisiologico y la estructura genética.

Se dispone de tablas sobre alimentacion con las cantidades diarias recomendadas
(CDR) para la poblacion, preparadas por organismos internacionales y basadas en
datos cientificos. A este respecto se sefiala la tabla 8 donde aparecen las
recomendaciones hechas para la poblacion espafiola en el Departamento de Nutricion
de la Universidad Complutense de Madrid y la tabla 9 presentada por el “National
Research Council” (USA), con las recomendaciones para la poblacion de Estados
Unidos.

Las cifras incluidas en estas tablas son suministradas por una cantidad determinada
de alimento, correspondiente a 100 gramos.

(1) Las cantidades de vitamina B,, vitamina B, y niacina se han calculado en funcion
de la ingesta energética recomendada para los individuos segun los siguientes
coeficientes: vitamina B, 0,4 mg, vitamina B, 0,6 mg y equivalentes de niacina 6,6
mg por 1000 Kcal.

(2) 1 equivalente de niacina = 1 mg de niacina o 60 mg de triptofano.

(3) 1 equivalente de retinol = 1 pg de retinol o 6 pg de B-caroteno.

(4) 1 equivalente de a-tocoferol = 1 mg de a-tocoferol

Los valores de otras vitaminas se expresan en miligramos (10~ g) o microgramos
(10° g).



TABLA 8. Recomendaciones Nutricionales, Departamento de Nutricion de la Universidad Complutense de Madrid, Revisadas 1994

Vitamina B, Vitamina B, Equivalentes de Vitamina By Vitamina C Vitamina A: Vitamina E
Categoria niacina Eq.retinol
Edad (anos) (1) (N (Dy @) (3) 4
mg mg mg mg mg ng mg

Nifos y Nifias
0,0-0.5 0.3 0.4 4 0.3 50 450 6
0,5-1.0 0.4 0,6 6 0.5 50 450 6
1-3 0,5 0,8 8 0,7 55 300 6
4-5 0,7 l 11 1.1 55 300 7
6-9 0,8 1,2 13 1,4 55 400 8
Hombres
10-12 | 1,5 16 1,6 60 1.000 10
13-15 111 1,7 18 2,1 60 1.000 11
16-19 ) 1.8 20 2,1 60 1.000 12
20-39 1,2 1.8 20 1,8 60 1.000 12
40-49 1.1 1.7 19 1,8 60 1.000 12
50-59 1.1 1,6 18 1,8 60 1.000 12
60-69 1 1.4 16 1,8 60 1.000 12
+70 0.8 1,3 14 1,8 60 1.000 12
Mujeres
10-12 0,9 1.4 15 1.6 60 800 10
13-15 1 1,5 17 2,1 60 800 11
16-19 0.9 1.4 15 1,7 60 800 12
20-39 0,9 1,4 15 1,6 60 800 12
40-49 0,9 1.3 14 1,6 60 800 12
50-59 0.8 1,2 14 1,6 60 800 12
60-69 0.8 11 12 1,6 60 800 12
+70 0,7 | 11 1,6 60 800 12
Gestacién
(2"mitad) +0,1 +0,2 +2 +2 80 800 +3
Lactancia +0,.2 +0.3 +3 +1,5 85 1.300 +5
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TABLA 9. Recommended Dietary Allowances, Food and Nutrition Board, National Academy of Sciences-National Research Council, Revised 1989

Vitamina B, Vitamina B, Equivalentes de  Vitamina B¢ Vitamina C Vitamina A: Vitamina E
Categoria niacina Eq.retinol
Edad (afios) (1) (Hy(2) 3) 4)
mg (1) mg mg mg 1] mg
mg
Nifios y Nifias
0,0-0,5 0.3 0,4 5 0,3 30 375 3
0,5-1,0 0,4 0,5 6 0.6 35 375 4
1-3 0,7 0,8 9 40 400 6
4-6 0,9 1,1 12 : 45 500 7
7-10 1 1,2 13 i 45 700 7
Hombres
11-14 1,3 1,5 17 1,7 50 1.000 10
15-18 L5 1.8 20 2 60 1.000 10
19-24 1,5 1,7 19 2 60 1.000 10
25-50 1,5 1,7 19 2 60 1.000 10
+51 ;2 [,4 15 2 60 1.000 10
Mujeres
11-14 1,1 1,3 15 14 50 800 3
15-18 1,1 1.3 15 1,5 60 800 8
19-24 1,1 1,3 15 1,6 60 800 8
25-50 1,1 1.3 15 1,6 60 800 8
+51 | ) 13 1,6 60 800 8
Embarazadas
) B 1.6 17 22 70 800 10
Lactancia
1° 6 meses 1,6 1,8 20 2.1 95 1.300 12
2° 6 meses 1,6 1,7 20 2,1 20 1.200 11
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La ingesta recomendada para la vitamina B, (tabla 8) se basa en requerimientos de
0,4 mg/1000 Kcal y 0,5 mg/1000 Kcal (tabla 9). Se han estimado estas cantidades
para ofrecer una adecuada proteccion a todos los adultos. Se recomienda un minimo
de 1 mg/dia, incluso para aquellos que consumen menos de 2000 Kcal/dia. Durante
el embarazo y la lactancia las necesidades de tiamina aumentan puesto que la ingesta
de energia se incrementa en 300 Kcal/dia y hay una secreccion de 0,2 mg de
tiamina/dia en la leche (Nail e al., 1980). Para la poblacién infantil se aconseja una
dosis de tiamina de 0,4 mg/1000 Kcal lo que aporta un margen de seguridad en la
ausencia de deficiencias clinicas y bioquimicas.

La cantidad de vitamina B, se basa en requerimientos de 0,6 mg/1000 Kcal,
sugiriéndose dosis minimas de 1,2 mg/dia para adultos sanos. Sin embargo, puesto
que la ingesta depende del aporte energético las recomendaciones varian entre los
adultos. Durante el embarazo y la lactancia, en vistas de un incremento en la sintesis
de tejido para el desarrollo fetal y maternal, se recomienda un suplemento adicional
de 0,3 mg/dia. Este nivel de 0,6 mg/1000 Kcal es valido también para nifios de todas

las edades cubriendo asi los margenes de seguridad.

Las recomendaciones de niacina durante los ultimos 20 afos han sido de 6,6
NEs/1000 Kcal. Durante el embarazo y la lactancia, a pesar de la existencia de un
mecanismo biolégico que aumenta la capacidad de las mujeres de convertir triptéfano
en derivados de niacina, se sugiere elevar la ingesta de vitamina en 2 NEs diarios,
debido a un mayor aporte energético. Para nifios menores de 6 meses de edad se
deben suministrar 8 NEs/1000 Kcal y para mayores de 6 meses las recomendaciones
se basan en los mismos estandar que los adultos, 6,6 NEs/1000 Kcal, siendo las dosis
incrementadas en proporcion a la ingesta de energia.

Respecto a la vitamina B¢ una relacion de 0,016 mg/g proteina parece asegurar un
nivel aceptable de vitamina en todos los adultos. Las CDR se establecen
considerando el limite supciior de ingesta proteica aceptado, que es 126 g/dia para
hombres y 100 g/dia para mujeres. El aporte vitaminico diario se establece asi en 2
mg/dia para hombres y 1,6 mg/dia para mujeres. Puesto que la vitamina Bg y las
proteinas tienden a aparecer unidas de forma natural en los alimentos, un alto
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consumo proteico es adecuado para cubrir los niveles vitaminicos. Durante el
embarazo y la lactancia el aporte extra de proteinas esta acompaiiado de un
incremento de vitamina. Para nifios menores de 6 meses de edad se deben suministrar
0,3 mg/dia y 0,6 mg/dia hasta 1 afio. Para nifios mayores se mantienen las

recomendaciones de 0,02 mg/g proteina.

La vitamina C es poco retenida en el organismo en ausencia de una ingesta
continua. Las recomendaciones diarias se han establecido a un nivel que previene los
sintomas del escorbuto durante varias semanas cuando la dieta de vitamina C es
escasa. En el adulto la dosis es de 60 mg/dia, siendo facilmente suministrada por una
alimentacién ordinaria. Los fumadores presentan concentraciones menores de acido
ascorbico en el suero (Johnson ef al., 1984; Smith & Hodges, 1987), por lo que se les
sugiere ingestas minimas de 100 mg/dia. Durante el embarazo la concentracion de
vitamina C en el plasma sanguineo disminuye como resultado de la hemodilucion
que acompaifia a éste (Hytten, 1980), por lo tanto para compensar esta pérdida se
recomienda elevar el aporte en 10 o 20 mg/dia. Para nifios menores de 6 meses hay
diferencias entre las dosis propuestas variando entre 30 y 50 mg/dia, cantidades que
se van elevando gradualmente hasta alcanzar los niveles de los adultos.

Respecto a la vitamina A la ingesta recomendada para adultos es de 1000 RE en
hombres y 800 RE en mujeres sobre la base de su menor peso corporal. Los ancianos
ingieren las mismas cantidades de vitamina A que los adultos. Durante el embarazo
no es necesario ningun incremento adicional de vitamina. En ausencia de datos
especificos sobre las necesidades de los nifios las recomendaciones para éstos como
se aprecia en las tablas (8-9) varian considerablemente.

Las CDR para la vitamina E varian de la poblacion espaiiola a la americana. En
Espafia para todos los adultos se proponen dosis mayores que para la poblacion
americana. En ambos casos se asume que las mujeres embarazadas necesitan
consumir cantidades mayores. Los aportes aconsejados para nifios derivan de la
informacion acerca de la concentracion de tocoferol en la leche humana (Jansson et
al., 1981). Los requerimientos de vitamina E se incrementan con el aumento de peso

corporal.
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4.A. VITAMINAS HIDROSOLUBLES
4.A.1. Vitamina B,

A lo largo de los afios se han propuesto muchos métodos para analizar la
vitamina B;. Cada uno de ellos con ventajas e inconvenientes que limitan su
utilidad.

Primeramente se desarrollaron los métodos con animales (Ellefson, 1984),
puesto que la naturaleza vitaminica de la B, se detectd, en un principio, por
observaciones de la falta de desarrollo en el hombre y en los animales
alimentados con dietas deficientes en esta vitamina. La medida del crecimiento y
los experimentos curativos tuvieron una aplicacion muy generalizada en ratas,
palomas y pollos. El experimento de crecimiento requiere de 6 a 8 semanas para
completar un analisis, el procedimiento curativo es ligeramente mas corto. Esta
caracteristica del tiempo es uno de los inconvenientes principales de los métodos
biologicos. Esto, unido a la necesidad de tener grandes grupos de animales y
dietas cuidadosamente preparadas, los hace también muy caros (Gubler, 1991).
Como ocurre con todos los datos biologicos, los resultados varian
considerablemente, dependiendo del grupo particular de animales o de las
técnicas usadas. Se ha demostrado que las bacterias del aparato intestinal pueden
sintetizar tiamina y ponerla a disposicion del animal. Esto introduce otra
complicaciéon en la evaluacion de los datos obtenidos por métodos bioldgicos
(Gubler, 1991).

Los métodos microbiolégicos incluyen procedimientos de fermentacion y
técnicas que comprenden el crecimiento o la formacion de acido por bacterias,
levaduras, mohos u hongos (Ellefson, 1984). Estos métodos consumen mucho
menos tiempo (de 4 horas a 3 dias), son mas econémicos, dan resultados mas
reproducibles que los métodos con animales y son mas sensibles llegando a la
deteccion de 5-50 ng de vitamina B; (Ellefson, 1984; Gubler, 1991). Se han
usado en la deteccion de tiamina Phycomyces blakeslecanus, Kloeckera brevis,
Ochromonas danica, Lactobacillus viridescens, Lactobacillus fermenti y
Neurospora crassa (Friedrich, 1987; Gubler, 1991). Los métodos
microbiologicos difieren mucho en su especificidad. Los ensayos que emplean
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Ochromonas danica y Kloeckera brevis son los mas especificos, porque estos
microorganismos responden solamente a la molécula de tiamina y a los ésteres
fosforicos de ésta. Lactobacillus fermenti responde a los productos de
descomposicion de tiamina. Lactobacillus viridescens es muy usado, mientras
que Neurospora crassa y Phytomyces blakeslecanus son poco utilizados
(Strohecker & Henning, 1966; Friedrich, 1987).

Los métodos quimicos son mas comunmente empleados, son rapidos y
econdmicos, y mas aplicables para determinaciones rutinarias que la mayoria de
los otros métodos. El mas utilizado es el método del tiocromo que implica la
oxidaciéon de la tiamina a tiocromo, que tiene fluorescencia azul con la luz
ultravioleta. Se han usado muchos agentes oxidantes para oxidar la tiamina tales
como el ferricianuro de potasio [K;Fe(CN)s], el permanganato de potasio
(KMnQy), el o6xido de manganeso (MnO,) (Dyke, 1965), el bromuro de
cianogeno (CNBr) (Fujiwara & Matsui, 1953), el cloruro de mercurio (II)
(HgCl,), el peréxido de hidrogeno (H,0,) (Ryan & Ingle, 1980; Friedrich, 1987).

La oxidacion de tiamina a tiocromo fluorescente esta acompafiada por la
formacion simultanea de disulfuro de tiamina, producto resultante de la
condensacion de dos moléculas de tiamina. La relacion de tiocromo a disulfuro
esta afectada por el pH (Kawasaki, 1963), el disolvente (Wostman & Knight,
1960) y el agente oxidante (Sykes & Todd, 1951).

Los métodos cromatograficos son los mas utilizados en nuestros dias,
especialmente aquellos referidos a la cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) por tener la ventaja de la selectividad y velocidad del analisis. La
vitamina B; puede ser determinada directamente como tiamina si la deteccion se
realiza por medidas en el ultravioleta (Hilker & Clifford, 1982; Ayi et al., 1985;
Vidal-Valverde & Reche, 1990a) y como tiocromo si la deteccién es por
fluorescencia. Las determinaciones con fluorescencia incrementan la sensibilidad
de los analisis y reducen el rango de factores interferentes (Fellman et al., 1982).
Los métodos HPLC determinan tiamina individualmente o de forma simultanea
con otras vitaminas hidrosolubles. Un breve resumen de los diferentes métodos
HPLC para la determinacion de tiamina se presentan en las tablas (10-12). Las
tablas (16-19) exponen la determinacién simultanea de tiamina y riboflavina. La
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tiamina se extrae de la muestra matriz mediante hidrolisis acida generalmente con
acido clorhidrico, acido sulfurico, acido tricloroacético o acido perclorico en un
autoclave. Posteriormente el pH se ajusta a 4,0-4,5 y luego se trata
enzimaticamente. Algunas veces se precipitan las proteinas de la muestra o se
centrifuga. Después, el extracto se purifica en algunos casos con cartuchos Sep-
Pak (Hilker & Clifford, 1982; Vidal-Valverde & Reche, 1990a; Bauer et al.,
1991) y se filtra finalmente para su determinaciéon por HPLC.

En el analisis por ultravioleta la longitud de onda empleada esta en el intervalo
245-280 nm, generalmente 254 nm. En fluorescencia la longitud de onda de
excitacion esta en el rango 320-390 nm y la longitud de onda de emision esta
entre 400-530 nm. Como condiciones de HPLC, el modo mas utilizado es la
cromatografia en fase inversa, empleando como fase estacionaria columnas Cg y
C,s. Las fases moviles son muy diferentes, incluyendo disolventes organicos,
mezclas de metanol, etanol o acetonitrilo con soluciones tampon de fosfato, de
citrato y también con reactivos de par-ionico.



TABLA 10. Condiciones de HPLC para la determinacion de VITAMINA B,

PREPARACION DE MUESTRA

FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL

DETECCION

MATRIZ

REFERENCIA

Hidrolisis dcida con H-SO, 0,2 N

en autoclave, hidroélisis enzimatica.

filtracion, oxidacion con
ferricianuro potdsico, extraccion
con 2-butanol

Hidrélisis dcida con HCI1 0.1 N en
autoclave, centrifugacion,
purificacién en Scp-Pak Cyg

Hidroélisis dcida con HCIO,,
centrifugacion, hidrélisis
enzimatica

Hidrolisis 4cida con HC1 0,1 N a
reflujo, hidrélisis enzimatica,
filtracion, oxidacién con
ferricianuro potasico, filtracion
0,45 pum

Dilucién en agua, purificacion cn
columna SCX

Hidroélisis 4cida con TCA 30%,

centrifugacion, extraccion con agua
saturada de éter dietilico, oxidacion

Lichrosorb RP-8

RP-18

p-Bondapak Cyy, 10 pm

p-Bondapak C g

Zorbax CN, 6 pm

PRP-1, 10 um

Metanol/Acetonitrilo/2-
Butanol (80:10:10)

NH4H-PO, 5
mM/Acetonitrilo/H;PO,
(3.9:1:0,1)

Metanol/Tampoén de citrato

sodico 0,05 M a pH 4,0
(45:55)

Agua/Metanol (70:30)

Tampon de trietilamina a
pH 7,7/Metanol (90:10)

Tampén de NazPO, 15 mM

a pH 8,5/ Metanol/
Tetrahidrofurano
(80:10:10)

FL 370:425 nm

UV 245 nm

FL 367:435 nm

FL 365:435 nm

UV 245 nm

FL 365:433 nm

Carnes, patatas y
vegetales

Cereales

Sangre y leche

Patatas

Alimentos infantiles

Sangre

Bognar (1981)

Hilker & Clifford (1982)

Wielders & Mink (1983)

Finglas & Faulks (1984)

Ayi et al., (1985)

BettendorfT et al., (1986)
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TABLA 11. Condiciones de HPLC para la determinacion de VITAMINA B,

PREPARACION DE MUESTRA

FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL

DETECCION

MATRIZ

REFERENCIA

Hidrélisis dcida con H,;SO4 0,1 M,
hidrolisis enzimatica,
centrifugacién, oxidacién

Hidrolisis dcida con acido
sulfosalicilico 5%, centrifugacion,
oxidacion

Hidrélisis acida con HC1 0,1 M en
agua hirviendo 1 h, hidrélisis
enzimatica, centrifugacion,
oxidacién

Hidrolisis acida con HC1 0,1 My 6
M en autoclave a 121 °C, hidrolisis
enzimdtica, purificacion en Sep-
Pak Cyg

Hidrélisis dcida con H.SO, 0,5 M,
hidrdlisis enzimdtica, purificacion
en Sep-Pak C,g, oxidacion

Hidrolisis dcida con TCA 10%,
centrifugacion, oxidacion

Hidrélisis dcida con H,SO, 0,25 N
en autoclave 30 min, hidrolisis
enzimatica, centrifugacion

Nucleosil NH», 5 um

Columna Cy5. 3 pm

Lichrosorb Li60, 5 pm

p-Bondapak Cg, 10 pm

Lichrosorb RP-8, 5 pm

Hypersil ODS, 5 um

Merckosorb Si60, 10 pm

Tampén de K;HPO, 25% a
pH 4,4 cn acetonitrilo

Tampoén de Na;PO, 0,1 M
apH355y2,6

Cloroformo/Metanol
(80:20)

Metanol/Acido
acético/Hexano y heptano
sulfonato

Metanol/Acetonitrilo/2-
Butanol (80:10:10)

K;HPO, 25 mM/Metanol

Tampén de KsPO, a pH
6,5 en etanol

FL 370:425 nm

FL 339:432 nm

FL 375:430 nm

UV 254 nm

FL 370:425 nm

FL 365:450 nm

FL 366:464 nm

Alimentos dictéticos

Alimentos

Tejidos animales y
sangre

Alimentos

Alimentos

Tejidos

Alimentos

Bétticher & Botticher
(1986)

Vanderslice & Huang
(1986)

Bailey & Finglas (1990)

Vidal-Valverde & Reche
(1990a)

Bauer ef al., (1991)

Sander et al., (1991)

Abdel-Kader (1992)
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TABLA 12. Condiciones de HPLC para la determinacion de VITAMINA B,

PREPARACION DE MUESTRA

FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL

DETECCION

MATRIZ

REFERENCIA

Hidrdlisis dcida con H.SO,4 0,1 M
en autoclave 30 min a 120 °C,
oxidacion

Dilucion en agua, hidrélisis dcida
con HCI | N en agua hirviendo 30
min, hidrélisis enzimdtica,
purificacion en columna Bio-Rex,
centrifugacion, oxidacion

Dilucién en agua, hidrélisis acida
con HCI 0,2 M y HCIO, 70%,
centrifugacién, hidrélisis
enzimadtica, oxidacion

Hidrdlisis dcida con HC1 0,1 M en
agua hirviendo 30 mina 121 °C,
hidrélisis enzimatica. purificacion
en columna SPE, oxidacion

Hidrolisis dcida con TCA 10%,
centrifugacion, purificacién con
éter dictilico v n-hexano, oxidacién

Lichrospher RP-18, 5 pm  Metanol/Agua conteniendo

Hypersil ODS

Lichrosorb NH,, 5 pm

Novapak Cyy, 4 pm

p-Bondapak Cyg. 10 pm

acido hexanosulfonico a pH
3.6

Tampon de citrato 0,05 M a
pH 4.5

Metanol/Diclorometano
(10:90)

Tampon de K;PO, /Metanol

Tampon de citrato aménico
15 mM a pH 4,2/Eter
dietilico 0,4% en dcido
formico 0,1 M (90:10)

FL 370:425 nm

FL 365:425 nm

FL 365:440 nm

FL 366:435 nm

FL 365:435 nm

Alimentos

Pollo

Productos bioldgicos

Alimentos

Sangre

Bognar (1992)

Fox et al., (1992)

Laschi-Loquerie ef al.,
(1992)

Ollilainen et al., (1993)

Herve et al., (1994)

sooypi3o11q1g sapuapadaiuy 001



Antecedentes Bibliograficos 101

4.A.2. Vitamina B,

Primero se desarrollaron métodos de ensayo con animales empleando ratas y
pollos. El analisis con ratas (Bourquin & Sherman, 1931) se utiliz6 como patrén
para investigar otros métodos. Los experimentos que emplean animales son mas
largos, mas caros y menos exactos. La ventaja principal de estos procedimientos
es que se basan en respuestas biologicas (Matts, 1980; Shah, 1984) lo que es
importante desde un punto de vista nutricional.

Los métodos microbiolégices se fundamentan en un incremento en el namero de
microorganismos o en la formacién de acido debido a la presencia de vitamina
B,. En los primeros ensayos se utilizaron Leuconostoc mesenteroides o
Tetrahymena pyriformis, pero Lactobacillus casei es el mas usado actualmente.
Estos ensayos son sensibles, pero requieren de 1 a 3 dias para su determinacion
(Matts, 1980; Shah, 1984; Cooperman & Lopez, 1991).

Los métodos quimicos de la vitamina B, dependen de la intensidad de
fluorescencia de la misma. El método fluorimétrico es muy empleado y muy
sensible, pero pueden interferir otras sustancias fluorescentes (Matts, 1980; Shah,
1984; Russell & Vanderslice, 1992a). Los métodos oficiales de la AOAC (1990
ref. 970.65) para la determinacion de esta vitamina son fluorimétricos.

Los métodos HPLC son los mas utilizados por sus multiples ventajas. La
deteccion de vitamina B, se realiza por ultravioleta o fluorescencia. Un breve
resumen de los diferentes métodos HPLC para su determinacion se presenta en
las tablas (13-15).

La extraccion es similar a la adoptada para la vitamina B,; pero Ashoor et al.,
(1985) extrajeron la vitamina B, directamente de la leche y de derivados con una
etapa de dilucion en agua o tampon y un proceso de purificacion con cartuchos
Sep-Pak. Ashoor er al., (1985); Barna E. (1991) y Vidal-Valverde & Reche
(1990b) usaron la purificacion a través de columnas y cartuchos Sep-Pak. Como
condiciones de HPLC, el modo mas utilizado ha sido la cromatografia en fase
inversa, empleando principalmente como fase estacionaria colummas Cg.
También se han usado columnas Cg (Macrae ef al., 1984; Reyes er al., 1988),
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columnas con fases enlazadas de grupos amino (Bognar, 1981) y columnas C»,
(Lumley & Wiggins, 1981). La cromatografia en fase inversa de pares ionicos
también se desarrolla (Watada & Tran, 1985; Reyes ef al., 1988 y Vidal-
Valverde & Reche, 1990b). Las condiciones de elucion y las fases moviles son

muy diferentes y se describen en las tablas (13-15).



TABLA 13. Condiciones de HPLC para la determinacion de VITAMINA B,

PREPARACION DE MUESTRA

FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL

DETECCION

MATRIZ

REFERENCIA

Hidrolisis dcida con H,S0, 0.2 N
en autoclave, hidrolisis enzimatica,
filtracion

Hidrdlisis acida con HC1 0,1 M en
autoclave, hidrolisis enzimatica

Hidrélisis dcida con HC1 0,1 N en
autoclave, centrifugacién, filtracion
0,20 pm

Hidrélisis dcida con HC1 0,1 N a
reflujo, hidroélisis enzimatica,
filtracion

Hidr6lisis dcida con HC1 0.1 N en
autoclave, filtracion

Dilucion en agua o tampén de
acetato 0,02 M a pH 4,0,
purificacion en Sep-Pak C)g

Hidrélisis dcida con H-SO, 0,1 M
en autoclave 15 min a 120 °C,
hidrdlisis enzimatica,
centrifugacion

Lichrosorb NH., 10 pm

RP Caa

p-Bondapak Ciy

pn-Bondapak Cg

Technicon LC-8

BioSil ODS 58

Lichrosorb RP-18, 5 pm
0

p-Bondapak Cyg, 10 pm

Metanol/Tampdn de acetato
a pH 4,5 (50:50)

Agua/Tampon de citrato a
pH 5,8 en metanol (3:2)
Agua/Metanol/Acido
acético (56:43:1)

Agua/Metanol (70:30)

Tampén de citrato
tripotisico | mM a pH
3,5/Metanol (70:30)

Agua/Metanol/Acido
acético (65:34,9:0,1)

Metanol/(NH,),HPO,/Dio-
xal (30:60:10)

FL 467:525 nm

FL 469:520 nm

FL 450:510 nm

FL 450:510 nm

FL 450:520 nm

UV 270 nm

FL 453:521 nm

Carnes, patatas y
vegelales

Alimentos

Pasta

Patatas

Alimentos

Productos lacleos

Alimentos

Bognar (1981)

Lumley & Wiggins (1981)

Woodcock ef al., (1982)

Finglas & Faulks (1984)

Macrae et al., (1984)

Ashoor er al., (1983)

Brubacher er al., (1985)
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TABLA 14. Condiciones de HPLC para la determinacion de VITAMINA B,

PREPARACION DE MUESTRA

FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL

DETECCION

MATRIZ

REFERENCIA

Extraccidn con sacarina 10%,
filtracion

Hidrélisis acida con HCI1 0.1 N en
autoclave 30 min a 99 °C, hidrolisis
enzimatica

Hidrolisis dcida con HC1 0,1 M en
autoclave 30 min a 121 °C,
hidrélisis enzimdtica, precipitacion
proteinas

Hidrolisis dcida con H.SO, 0,25 N
en autoclave 30 min a 121 °C,
hidrolisis enzimatica, precipitacion
proteinas

Hidroélisis dcida con HC1 0,1 M en
autoclave 30 mina 121 “C

Hidroélisis dcida con HCI 0,1 M en
autoclave 20 min, hidrdlisis
enzimaltica, precipitacion proteinas,
purificacion en Sep-Pak C)y

Hidrolisis dcida con acido férmico
6%, centrifugacion, extraccidén en
columna

u-Bondapak Cig

Ultrasphere ODS, 5 pum

Hypersil ODS, 5 pm

Silica, 10 pm

Lichrosorb RP-8, 10 um

Nuclcosil Cyg, 10 pm

LC-18. 3 um

Agua/Metanol (73:27)

Metanol/Agua conteniendo
acido heptanosulfénico 5

mM a pH 4,5

Mectanol/Agua a pH 4,5
(2:3)

Tampodn de acetato y acido

acético

Metanol/Agua conteniendo
acido heptanosulfénico 5

mM (40:60)

Tampén de K3PO, 0,01 M

a pH 7,0/Acetonitrilo
(89.5:10,5)

Metanol/Acido formico
10% (1:4)

UV 254 nm

FL 450:530 nm

FL. 440:520 nm

FL 425:525 nm

FL. 440:565 nm

UV 268 nm

FL 450:530 nm

Alimentos

Frutas, vegetales

Alimentos

Alubias de soja

Alimentos

Alimentos infantiles

Alimentos

Suhara er a/., (1985)

Watada & Tran (1985)

Johnsson & Branzell
(1987)

Kader & Ryley (1988)

Reyes et al., (1988)

Barnd E. (1991)

Bilic & Sieber (1990)
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TABLA 15. Condiciones de HPLC para la determinacion de VITAMINA B,

PREPARACION DE MUESTRA

MATRIZ

REFERENCIA

Hidrélisis dcida con H,SO, 0.2 M
en autoclave 20 min a 121 °C,
hidrélisis enzimatica, purificacion
en Sep-Pak Cyg

Purificacién en columna y en Sep-
Pak C]s

Spherisorb S5 ODS-2, 5
pm

FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL DETECCION
Metanol/Agua (35:65) FL 445:525 nm
Metanol/Acido UV 254 nm

p-Bondapak Cyg, 10 pm

acético/Agua conteniendo
hexanosulfonato sédico 5
mM

Alimentos

Alimentos

Ollilainen e al., (1990)

Vidal-Valverde & Reche
(1990b)
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TABLA 16. Condiciones de HPLC para la determinacion simultanea de VITAMINA B, (T) y VITAMINA B, (R)

PREPARACION DE MUESTRA FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL DETECCION MATRIZ REFERENCIA
Hidrélisis acida con H.SO, 0,1 N p-Bondapak Cg Metanol/Acido acético UV 254 nm Arroz Toma & Tabekhia (1979)
en autoclave 30 mina 121 °C, glacial/Agua conteniendo
hidrélisis enzimatica acido pentanosulfénico y

heptanosulfonico.
Hidrélisis dcida con HC1 0,IN en Spherisorb silica, 20 pm  Cloroformo/Metanol FL T 367 nm Carnes Ang & Moscley (1980)
autoclave 30 mina 121 °C, (90:10) FL. R 270 nm
hidrélisis enzimatica. oxidacion
Hidrélisis dcida con HC1 0,1 N en u-Bondapak Cg Acetonitrilo/Tampén de UV 254 nm Alimentos Kamman et al., (1980)
autoclave 30 mina 121 °C, K;POya pH 7,0
centrifugacion conteniendo 4dcido heptano

sulfonico 5 mM (12,5:87.5)
Hidroélisis dcida con H.SO4 0,2 M, p-Bondapak Cyg Tampén de acetato 0,2 M UV 250 nm Alimentos Skurray (1981)
hidrélisis enzimética, oxidacion conteniendo 4cido heptano  FL 390:475 nm

sulfonico 5 mM
Hidrolisis dcida con HCl en Cy-Radial-Pak, 10 pm Metanol/Tampén de K;PO; FL R 450:530 nm Alimentos Fellman et al., (1982)
autoclave 15 mina 121 °C, 0,01l MapH7,0(37:63) FL T+R 360:415 nm
hidrélisis enzimdtica, precipitacién
proteinas, oxidacién, purificacion
en Sep-Pak Cg
Hidro6lisis 4cida con HC1 0,1 N en p-Bondapak Cg Agua/Metanol (70:30) FL T 365:435 nm Patatas Finglas & Faulks (1984)

autoclave 30 min, hidrolisis
enzimdtica, oxidacion

FL R 450:510 nm
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TABLA 17. Condiciones de HPLC para la determinacion simultanea de VITAMINA B, (T) y VITAMINA B, (R)

PREPARACION DE MUESTRA

FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL

DETECCION

MATRIZ

REFERENCIA

Hidrélisis dcida con H,SO; 0,1 N
en agua hirviendo 10 min,
hidrélisis enzimatica, oxidacion

Hidrdlisis dcida con H.SO4 0,1 N
en agua hirviendo 30 min,
hidrolisis enzimatica,
centrifugacion, oxidacion

Hidrélisis dcida con HC1 0,1 N,
hidrélisis enzimalica, purificacion
en Sep-Pak Ci¢

Hidroélisis dcida con HC1 0,1 Ny 6
N en autoclave 30 min a 121 °C,
hidrolisis enzimdtica, precipitacion
proteinas, oxidacion

Hidrélisis dcida con H,SO, 0.2 N
en bafio de agua 60 min a 70 “C,
hidrélisis enzimatica, purificacion
en Sep-Pak Cg

Hidrolisis dcida con HCI 0,1 M ¢n
bafio de agua 30 min a 100 °C,
hidrolisis enzimatica, oxidacion

p-Bondapak Cy

p-Bondapak Cyg, 10 pm

p-Bondapak C,¢ -Radial-
Pak

Columna Cyy, 10 pm

NovaPack C

K- Bﬂﬂdapak C] 8

Metanol/Agua (60:40)

Metanol/ Acido
acético/Agua conteniendo

hexanosulfonato sédico
SmM (30:1:69)

Metanol/Agua conteniendo
4cido hexanosulfonico
SmM (40:60)

Tampédn de K;PO,4 0,02 M
a pH 7,0/Metanol (70:30)

Metanol/Solucién de par
16nico (20:80)

Metanol/Tampén de acetato
sddico 0,05 M a pH 4,5
(60:40)

FL 360:415 nm

FL 360:460 nm

FL T 360:425 nm
FL. R 360:500 nm

FL. T 378:430 nm
FL. R 464:540 nm

UV 254 nm

FL T 366:435 nm
FL R 422:522 nm

Cereales

Cereales

Alimentos

Carnes

Alimentos

Alimentos dictéticos

Mauro & Wetzel (1984)

Wehling & Wetzel (1984)

Wimalasiri & Wills (1985)

Dawson et al., (1988)

Bétticher et al., (1989)

Hasselmann et al., (1989)

LO1 Soa1pi3o1q1g Sauapadapy



TABLA 18. Condiciones de HPLC para la determinacion simultanea de VITAMINA B, (T) y VITAMINA B, (R)

PREPARACION DE MUESTRA

FASE ESTACIONARIA

FASE MOVIL

DETECCION

MATRIZ

REFERENCIA

Hidrolisis acida con HC1 0,1 Nen
autoclave 30 mina 121 °C,
hidrolisis enzimatica, oxidacion,
purificacion en Sep-Pak Cg

Dilucién en agua, 30 min a 90 °C,
hidrélisis dcida con HC1 5 N en
autoclave 15 min a 121 °C,
centrifugacion, oxidacion

Dilucion en agua, hidrélisis acida
con HCIO,, precipitacion proteinas

Dilucion en agua, hidrdlisis
enzimdtica, oxidacién

Hidrolisis dcida con HCI 0,1 N en
autoclave 15 min a 125 °C,
hidrélisis enzimatica, precipitacion
proteinas, oxidacion, purificacion
en Sep-Pak Cyy

Hidrélisis acida con HC1 0,1 N en
autoclave 30 min a 121 °C,
oxidacion, purificacién en Sep-Pak
ClS

p-Bondapak Cyg, 10 pum

Ultrasphere Cyg, 5 pm

NovaPak Cy4

Nucleosil-phenyl, 7 pm (T)
Nucleosil-100 Cyg, 5 pm(R)

p-Bondapak C,¢-Radial -
Pak

p-Bondapak Cg

Metanol/Tampén de K;PO, FL T 325:400 nm

5mM a pH 7.0 (35:65)

Acetonitrilo/Tampén de
acctato 0,01 Ma pH 5,5
(13:87)

Acido hexanosulfonico/
Acetonitrilo/Hidroxido
amoénico a pH 3,6

Metanol/Acetonitrilo/Buta-
nol/Tampén de K;PO;
0,2% a pH 5,5 (80:10:5:5)

Metanol/Tampén de K;PO,
apH 7,0 (35:65)

Tampén de acetato
amonico 5 mM a pH
5,0/Metanol (72:28)

FL R 360:530 nm

FL. T 364:436 nm
FL. R 436:535 nm

UV 254 nm

FL
FL

T 375:430 nm
R 455:525 nm
FL T 360:425 nm
FL R 440:520 nm

FL T 370:435 nm
FL R 370:520 nm

Cereales

Alubias de soja

Alimentos infantiles

Leche

Alimentos

Alimentos

Reyes & Subryan (1989)

Fernando & Murphy (1990)

Chase er al., (1992)

Gauch et al., (1992)

Higg & Kumpulainen
(1993)

Sims & Shoemaker (1993)
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TABLA 19. Condiciones de HPLC para la determinacion simultanea de VITAMINA B, (T) y VITAMINA B, (R)

PREPARACION DE MUESTRA FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL DETECCION MATRIZ REFERENCIA
Hidrdlisis dcida con HC1 0,01 M en  Nugclcosil Cg, 3 pm Tampoén de KH,PO,0,01 M UV 254 nm Carnes, higado Barna & Dworschak (1994)
autoclave 30 mina 121 "C, a pH 3,0/Acetonitrilo
hidrélisis enzimatica. purificacion conteniendo
en Nucleosil Cyy heptanosulfonato sodico 5
mM
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4.A.3. Niacina

El conocimiento de que muchas bacterias necesitaban niacina para su crecimiento,
origino el desarrollo de métodos microbiolégicos para analizar niacina, compuestos
relacionados y otros con actividad niacinica (Snell & Wright, 1941; Johnson, 1945;
Williams, 1946). Estos procedimientos son todavia hoy muy empleados por ser
sensibles y mas especificos que los quimicos, con el inconveniente de ser poco
precisos y largos. Se utilizan para el ensayo varios microorganismos; Leuconostoc
mesenteroides con especificidad para diferenciar niacina, no siendo adecuado para la
medida de nicotinamida; Lactobacillus casei aplicado a la determinacion de acido
nicotinico; siendo Lactobacillus plantarum el mas usado cominmente.

Los métodos quimicos son menos sensibles que los microbioldgicos y menos
especificos pues se ven influidos por compuestos naturales biologicamente inactivos
producidos durante la extraccion. De ahi la necesidad de emplear procedimientos
complejos de extraccion, purificacion y determinacion de blancos. El método se basa
en la reaccion que produce la niacina con el bromuro de cianégeno para dar un
compuesto de piridinio, que por reajustes da lugar a derivados que se acoplan con
aminas aromaticas para producir compuestos coloreados (Reaccién de Konig). Sin
embargo, presenta varias desventajas, asi la niacina y nicotinamida no se diferencian
entre si debido a la hidrolisis de nicotinamida previa a la derivatizacion y ademas los

reactivos usados son nocivos € inestables.

Mas recientemente, se han descrito métodos basados en HPLC para la
determinacion del acido nicotinico y su amida la nicotinamida. Dependiendo de la
forma de la vitamina que se vaya a determinar y del tipo de alimento, distintos
autores han adoptado diferentes métodos de extraccion (tablas 20-22).

Uno de los primeros en analizar acido nicotinico por HPLC fue Toma & Tabekhia
(1979) en arroz y derivados de éste, por medio de hidrélisis acida y enzimatica, lo
mismo que Skurray (1981) y mas recientemente Vidal-Valverde y Reche (1991) que
introdujeron una etapa para la purificacion del extracto final.

Kitada et al., (1982); Yoshida et al., (1982); Trugo et al., (1985); Takatsuki et al.,
(1987); Hamano et al., (1988) y Gigliotti & Daghetta, (1993) emplearon la extraccion
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acuosa simple para estimar acido nicotinico y nicotinamida en carnes, pescados y
café. Trugo et al., (1985) purificaron el extracto acuoso del café con un cartucho Sep-
Pak Cs, sistema también utilizado por Tyler & Genzale (1990). Balschukat & Kress
(1990) y Fontaine & Horr (1993) usaron extraccion acida simple en compuestos
alimenticios. Fujita er al., (1983) eligieron la extraccion alcalina para el acido
nicotinico en cames; Tyler & Genzale (1990) en camnes y queso. Sakai et al., (1985)
usaron una solucion acuosa de metanol y acido acético para diversos alimentos.

La cromatografia en fase inversa de pares i6nicos ha sido la mas empleada, con
diferentes fases moviles y contraiones (Toma & Tabekhia, 1979; Skurray, 1981;
Kitada er al., 1982; Yoshida et al., 1982; Trugo et al., 1985; Takatsuki et al., 1987,
Tyler & Genzale, 1990; Vidal-Valverde y Reche, 1991; Gigliotti & Daghetta, 1993).
Predomina la deteccion por UV puesto que tanto el acido nicotinico como la
nicotinamida tienen fuerte absorcion en esa zona.



TABLA 20. Condiciones de HPLC para la determinacion de NIACINA

PREPARACION DE MUESTRA FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL DETECCION MATRIZ SEPARACION REFERENCIA
Hidrolisis dcida con H-SO; 0.1 N pn-Bondapak Cg Metanol/Acido UV 254 nm Arroz Acido Nicotinico Toma & Tabekhia
en autoclave 30 min, hidrolisis acético/Agua conteniendo (1979)
enzimatica, dilucion, filtracion 0,45 acido pentanosulfonico y
wm heptanosulfénico
Hidrélisis dcida con H,SO, 0,2 M, p-Bondapak Cx Tamponde acetato 0,2M UV 250 nm Alimentos Acido Nicotinico Skurray (1981)
hidrolisis enzimatica. filtracion conteniendo 4cido heptano
0.25 um sulfénico 5 mM
Extraccion acuosa Lichrosorb RP-8 Tampén de K;PO, 0,01 M UV 260 nm Carnes y Acido Nicotinico Kitada et al., (1982)
a pH 2,6 conteniendo iones pescado y Nicotinamida
de tetrabutilamonio
Extraccion acuosa a temperatura ODS RP Metanol/Acetato sédico UV 254 nm Carnes y Acido Nicotinico Yoshida er al.,
ambiente conteniendo iones de pescado (1982)
tetrabutilamonio
Hidrélisis con KOH 2 N, extraccion  Zipax SCX Tampén de K;PO, 001 M UV 254 nm Carnes Acido Nicotinico Fujita et al., (1983)
acuosa apH2,6
Extraccién con metanol/agua/icido Fincpak Sil Cg Metanol/Agua conteniendo UV 254 nm Alimentos Nicotinamida Sakai et al., (1985)
acético (2:2:1) acido hexanosulfénico (4:1)
Extraccion acuosa a 80 °C, Spherisorb ODS-2 Metanol/Tampéna pH 7,0 UV 254 nm Café Acido Nicotinico Trugo et al., (1985)

dilucién, filtracién 0,45 pm,
purificacion en Sep-Pak Cyg

conteniendo iones de
tetrabutilamonio 5 mM
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TABLA 21. Condiciones de HPLC para la determinacion de NIACINA

PREPARACION DE MUESTRA FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL

DETECCION MATRIZ SEPARACION REFERENCIA

Extraccibén acuosa, precipitacion p-Bondapak Cg Metanol/Agua a pH 7,5 UV 263 nm Carnes Acido Nicotinico Takatsuki e al.,
proteinas contenicndo ioncs de (1987)

tetrabutilamonio 5 mM

(1:9)
Extraccion acuosa, dilucion, p-Bondapak Cg Agua a pH 3,5 conteniendo UV 263 nm Carnes Nicotinamida Takatsuki et al.,
centrifugacion, filtracion, 4acido heptanosulfénico 10 (1987)
precipitacién proteinas, dilucién, mM
filtracion 0,45 pm e inyeccién
Extraccién acuosa a 100 °C, Partisil SCX, 10 pm Tampén de K;PO; 50 mM - UV 260 nm Carnes Acido Nicotinico Hamano et al.,

enfriamiento, dilucién

Homogeneizacién con HC1 0,2 M, RP-18, 5 pm
centrifugacion, filtracion 0,5 pm

Extraccion acuosa en medio de LX-18-DB, 5 pm
Ca(OH); en autoclave 15 min a

121 °C, precipitacion proteinas con

acido oxilico, filtracion,

purificacién en Sep-Pak C;g

Hidrélisis acida con HC1 0,1 Ny p-Bondapak Cyg, 10 pm
HCI 6N en autoclave 15 mina 121

°C, hidro6lisis enzimatica, dilucion,

filtracién, purificacidén con resina

acida Dowex 1-X8 e inyeccién

apH3,0

Tampén de KH,PO, 0,01 UV 264 nm
MapH438

Acctonitrilo/Agua UV 254 nm
conteniendo dodecilsulfato
sodico (40:60)

Metanol/Tampén de acetato UV 254 nm
sodico 0,01 M a pH 4,66

contenicndo ioncs de

tetrabutilamonio 5 mM

y Nicotinamida
Alimentos Nicotinamida
Carnes y Acido Nicotinico

queso

Legumbresy  Acido Nicotinico
carnes

(1988)

Balschukat & Kress
(1990)

Tyler & Genzale
(1990)

Vidal-Valverde y
Reche
(1991)
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TABLA 22. Condiciones de HPLC para la determinacion de NIACINA

PREPARACION DE MUESTRA FASE ESTACIONARIA

FASE MOVIL DETECCION MATRIZ SEPARACION REFERENCIA
Homogeneizacién con dcido Nucleosil 100-5 SA, 5 um  Tampén de NaH,PO4 0,05 UV 264 nm Alimentos Acido Nicotinico Fontaine & Horr
oxalico 1%, centrifugacion, MapH25 y Nicotinamida  (1993)
filtracion, purificacioén con resina
de intercambio catidnico
Extraccion de grasa con n-hexano, Lichrospher 60, 5 pm Acetonitrilo/Tampén a pH UV 260 nm Carnes Acido Nicotinico Gigliotti & Daghetta
decantacion, extraccion acuosa 50- 2,2 conteniendo hexano frescas (1993)

60 °C, precipitacién proteinas,
dilucidn, filtracién e inyeccion

sulfonato sodico 3 g/l
(5:95)
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4.A.4. Vitamina By

La determinacion de vitamina Bg en alimentos y en otros materiales bioldgicos es un
problema analitico dificil debido a la existencia en matrices complejas de seis
vitameros activos nutricionalmente. Los métodos clasicos para el analisis de vitamina
Bs se basan en el control del crecimiento microbiolégico. Saccharomyces uvarum
(formalmente conocida como Saccharomyces carlsbergensis) y Kloeckera brevis
(formalmente Kloeckera apiculata) son los microorganismos mas usados en la
determinacion de la vitamina B¢ porque responden a PL, PM y PN, mientras que
otros exhiben un rango de respuesta mas amplio. Un importante inconveniente de
estos métodos es la diferente respuesta de la levadura a las distintas formas de la
vitamina Bg (Gregory, 1988). En consecuencia se han desarrollado otras propuestas
alternativas para hacer posible la cuantificacion de la vitamina.

Los compuestos que integran la vitamina By tienen fluorescencia nativa, variando la
intensidad de ésta y la longitud de onda de excitacion y de emisién con el pH. El
analisis fluorimétrico directo de extractos de alimentos y de materiales bioldgicos es
inefectivo para la deteccion de la vitamina B debido a la variacion espectral de las
formas de ésta y a la presencia de muchos compuestos interferentes. Se han usado la
cromatografia preparativa en columna abierta y la conversion quimica a derivados
fluorescentes para facilitar la cuantificacion fluorimétrica. La complejidad de estos
métodos, limita su utilidad.

El analisis cuantitativo de vitamina B por HPLC se ha utilizado ampliamente, por
tratarse de una técnica de alta resolucion y sensibilidad que no requiere una
exhaustiva purificacion ni una compleja derivatizacion de la muestra, permitiendo
determinar todas las formas de la vitamina.

Los métodos revisados en las referencias se exponen en las tablas (23-25), y son
aplicables a muchos alimentos (cereales, leche y derivados lacteos, tejidos animales,
carnes y pescados) determinando el grupo de vitameros (PL, PM y PN) y en algunos
casos sus fosfatos (PLP, PMP y PNP). Los procedimientos de extraccion para estas
vitaminas difieren entre autores; asi para prevenir la destruccion de los ésteres fosfato
de la vitamina B se han empleado diferentes agentes extractantes, entre ellos acido
tricloroacético (Macrae et al., 1984; Schoonhoven et al., 1994), acido sulfosalicilico
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(Vanderslice et al., 1980; Gregory & Sartain, 1991), acido metafosforico (Ang et al.,
1988) o por simple dilucion en agua (Lim ef al., 1980). Para la destruccion de las
formas fosforiladas, Bognar (1985, 1993) utilizé extraccion en autoclave con acido
sulftrico, otros autores han empleado tratamientos enzimaticos mas suaves que las
hidrolisis con acido sulfurico (Reitzer-Bergaentzle et al, 1993). Se han usado
muchos modos cromatograficos, procedimientos por intercambio idnico (Williams &
Cole, 1975; Yasumoto et al., 1975; Wong, 1978; Cobum & Mahuren, 1983;
Vanderslice et al., 1979, 1980); cromatografia en fase inversa (Lim et al., 1980;
Gregory et al., 1981; Macrae et al., 1984; Bognar 1985,1993; Ang et al., 1988);
cromatografia en fase inversa de pares i6nicos (Bitsch & Mdller, 1989; Gregory &
Sartain, 1991; Reitzer-Bergaentzle et al., 1993; Schoonhoven et al., 1994).

Vanderslice et al, (1984) presentaron las ventajas e inconvenientes de la
cromatografia por intercambio i6nico y la cromatografia en fase inversa. En concreto,
el método por intercambio i6nico emplea resinas estables con una larga vida media
(5-6 afios), la elucion es isocratica y por lo tanto no se requiere la regeneracion de la
columna después de cada inyeccion. La desventaja es que el tiempo de elucion
necesario, es relativamente largo (60 min). La cromatografia en fase inversa es mas
eficiente y las separaciones se alcanzan en la mitad del tiempo que se necesita para el
intercambio i6nico. En este caso la vida media de las columnas es bastante inferior (6
meses-1 afio). Para esta vitamina las fases moviles utilizadas son muy diferentes
(tablas 23-25); en cuanto al sistema de deteccion predomina la fluorescencia, aunque
Lim et al., (1980) han empleado la deteccion por ultravioleta en productos lacteos.



TABLA 23. Condiciones de HPLC para la determinacién de VITAMINA B,

PREPARACION DE MUESTRA FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL DETECCION MATRIZ SEPARACION REFERENCIA
Dilucién en agua, purificaciéon en Spherisorb ODS, 10 pm Tampodn de K;PO,0,033 M UV 280 nm Productos PL,PMyPN Lim et al.,
Sep-Pak Cg a pH 2,2/Acelonitrilo (99:1) lacteos (1980)
Extraccion con KH.PO, 0,1 M a Ultrasphere [P, 5 pum Tampoén de K;PO, 0,033 M FL 380:446 nm  Productos PL,PLP,PMy  Gregoryefal.,
pH 7,0, precipitacién con HCIO,, a pH 2,2/Acetonitrilo licteos y tejidos PMPcomo PLy (1981)
centrifugacion, neutralizacion, (97.5:2,5) animales PLP

adicion de glioxilato sédico
(conversion de PMP y PM a PLP y
PL)

Derivatizacién: con semicarbazida,
filtracion 0,45 pm

Extraccion con TCA 40%, Spherisorb ODS-2 Citrato tripotasico 0,01 Ma FL 290:390 nm  Alimentos PL, PMy PN Macrae et al.,
filtracion 0,45 pm pH 2.5/Metanol (50:50) (1984)
Hidrélisis acida con H,SO; 0,2 N Spherisorb ODS, 10 pm H.S50,0,08 N lavandocon  FL 290:395 nm  Alimentos PL, PM y PN Bognar (1985)
en autoclave, 30 min a 120 °C, Metanol/Agua (95:5)
filtracion 0,45 pm después de cada andlisis
Extraccion con HPO;, BioSil ODS-5S Cjy Tampén de H;PO,4 0,066 M FL. 290:395 nm  Carnes PM,PL,PMPy Angetal.,
centrifugacion, filtracion 0.45 um a pH 3,0/Acetonitrilo PLP (1988)

(90:10)
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TABLA 24. Condiciones de HPLC para la determinacion de VITAMINA Bg

PREPARACION DE MUESTRA

FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL

DETECCION MATRIZ

SEPARACION REFERENCIA

Extraccion con HC104(0,1-0.5 M)
v hielo, centrifugacion,
neutralizacion, filtracion 0,45 um

Extraccién con SSA 5% y CH,Cls,
centrifugacion, purificacion

Hidrélisis acida con H.SO,4 0,1 M Nucleosil 120 RP-18,
en autoclave 30 min a 121 °C, S um
dilucién, filtracién 0,45 pm

Extraccion con HC1O4 70%, ajuste
de pH a 3,2, dilucion, precipitacion
proteinas, filtracion 0,45 um

Nova Pak C 4

Lichrospher RP-18, 5 um

Ultrasphere Cyg, 5 pum

Metanol/Tampén de H;PO, FL 330:400 nm  Alimentos
0,03MapH?27

conteniendo acido

octanosulfonico 4 mM

(10:90)

(1) Tampén de H3PO,
0,033 MapH?2,.2
conteniendo acido
octanosulfonico 8 mM
(2) Tampén de H3PO,
0,033MapH22e¢
isopropanol 17%

FL 295:405 nm Alimentos

Gradiente: 17% (1) a 31%

(2)
Acido sulfurico 0,04 M FL 333:375 nm  Carnes
Acetonitrilo/Tampén de FL 360:435 nm  Alimentos

H 3P0.1 d pH 3,()
conteniendo 4cido
hexanosulfénico (1:99)

PL, PM, PN, Bitsch & Maller
PLP y PMP (1989)
PL, PM, PN, Gregory &
PLP, PMPy PNP Sartain
(1991)
PL,PMy PN Bognar (1993)
PN Chase et al.,
(1993)
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TABLA 25. Condiciones de HPLC para la determinacion de VITAMINA Bg

PREPARACION DE MUESTRA FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL DETECCION MATRIZ SEPARACION REFERENCIA
Hidroélisis enzimatica, dilucién, Lichrospher 60 RP. 5 um  Acetonitrilo/Tampén de FL 290:395 nm  Alimentos PN Reitzer-
filtracién 0.2 pm KH,PO, 0,05 M apH 2,5 Bergaentzle
conteniendo etal., (1993)
heptanosulfonato sédico 0,5
mM (4:96)
Extraccion con TCA 5%, dilucion, Hypersil ODS Metanol/Tamp6n de FL 333:375nm  Alimentos PLyPM Schoonhoven et

centrifugacion, hidrolisis
enzimalica, precipitacién proteinas,
centrifugacion, filtracién 0.45 pm

KH,PO,; 0,1 MapH 2,15
conteniendo acido
octanosulfénico (3:97)

al.,
(1994)
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4.A.5. Vitamina C

En 1922, Sherman, LaMer y Campbell, describieron un método de bioanalisis,
basado en determinar la cantidad minima de producto necesaria para proteger un
cobaya del escorbuto. Desde entonces, se han desarrollado gran cantidad de métodos
quimicos y biologicos para determinar la actividad de la vitamina C o el contenido de
acido L-ascorbico (AA).

Los bioanalisis son largos, costosos y poco precisos. Presentan la ventaja de medir
globalmente todos los compuestos que poseen actividad de vitamina C, excluyendo
los que carecen de ella. Actualmente los bioanalisis que tienen mayor grado de
especificidad son los basados en el estudio de los cambios histologicos de la
estructura dentaria (Reid, 1947).

Los métodos microbiolégicos son mas rapidos. Meyer et al., (1965) presentaron un
ensayo microbiolégico cualitativo usando Myrothecium verrucacia para la
estimacion de acido L-ascorbico y acido eritorbico (EA).

Los métodos quimicos estan basados en el poder reductor del acido L-ascorbico, son
mas rapidos, mas reproducibles y menos especificos que los bioanalisis y los
métodos microbiologicos, debido a la compleja relacion biolégica entre los
compuestos que poseen actividad de vitamina C, asi como a la semejanza quimica de
estas moléculas con otras que son inactivas. Pueden dividirse en dos grupos: la
determinacion de la forma reducida del acido L-ascorbico y la de la vitamina C
“total”, representada por el acido L-ascorbico, el acido dehidroascorbico (DHAA) y
el acido 2,3-dicetogulénico (2,3-DCG).

El primer grupo de analisis se basa en las propiedades de oxidacion-reduccion del
AA (Bessey & King, 1933; Harris et al., 1942) o en su capacidad de asociacion con
derivados diazotizados de la anilina para formar hidrazidas coloreadas (Schmall et
al., 1953). La capacidad reductora del extracto, se mide por tratamiento con un
agente oxidante adecuado; el que mejores resultados ha dado es el 2,6-
diclorofenolindofenol (2,6-DCFI) introducido por Tillmans (1927), otros también
utilizados son el yodo, el azul de metileno, entre otros. Otra reaccion para determinar
AA, es la que tiene lugar con compuestos de diazonio. Mientras que los compuestos
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diazonicos del benceno reaccionan para dar productos incoloros o de color amarillo
palido, los nitroderivados forman compuestos de intenso color azul en solucién
alcalina (Schmall et al., 1953). Esta reaccion se ha aplicado para determinar AA en
productos farmaceuticos y en piensos. El método mas usado para determinar
vitamina C “total”, se basa en la reaccion del 2,3-DCG con 2,4-dinitrofenilhidracina
(2,4-DNFH), para formar una osazona (Roe et al., 1948) que por tratamiento con
acido sulftirico se convierte en un pigmento soluble de color rojo, medido a 540 nm
por los métodos de Roe et al., (1948).

Los métodos electroquimicos para la determinacion de AA son mas simples que los
métodos quimicos. Entre ellos destaca el uso de la polarografia (Lindquist &
Ferroha., 1975) por ser un método muy especifico, que requiere una pequefia
cantidad de muestra y una minima preparacion.

Las separaciones cromatograficas por HPLC desarrolladas en los ultimos afios han
sido muy numerosas (tablas 26-30), debido a la alta sensibilidad y selectividad de
esta técnica. Se observa un especial interés en la determinacion de AA y DHAA para
estimar la actividad fisiolégica de la vitamina C “total” y en la separacion de AA de
otros compuestos 2,3-DCG y EA. La extraccion se realiza con varios agentes (HPO;,
TCA, EDTA, EDTA vy acido citrico, agua, tampon de fosfato), generalmente seguida
de dilucion e inyeccion de la muestra.

Se han presentado diversas técnicas especiales de preparacion de la muestra y de
extraccion como la reduccion de DHAA (Dennison et al., 1981 y Sawamura et al.,
1990), la utilizacion de HPOs/etanol (Moledina & Flink, 1982 y Sawamura et al.,
1990), la oxidacion enzimatica y derivatizacion con o-fenilendiamina (OFDA)
(Speek et al., 1984 y Vanderslice & Higgs, 1988), la oxidacion de AA y
derivatizacion con 24-DNFH (Kodaka et al, 1985), el empleo de
tiourea/acetonitrilo (Morawski, 1984), el uso de HCIO, (Barja de Quiroga et al.,
1991).

Los modos cromatograficos que se han usado son: cromatografia de adsorcion en
fase normal (Kodaka et al., 1985); cromatografia por intercambio 16nico (Carr et al.,
1983; Rizzolo et al., 1984); cromatografia de particion sobre fases enlazadas de
grupos amino (Dennison e/ al., 1981); cromatografia en fase inversa (Buslig et al.,
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1982; Speek et al., 1984; Sawamura ef al., 1990; Iwase & Ono, 1993); cromatografia
en fase inversa de pares i0nicos (Sood et al., 1976; Coustard & Sudraud, 1981;
Finley & Duang, 1981; Hedlund, 1982; Moledina & Flink, 1982; Parolari, 1982;
Tsao & Salimi, 1982; Kutnink & Omaye, 1987; Schiiep & Keck, 1990; Barja de
Quiroga et al., 1991; Vanderslice & Higgs, 1988). La deteccion por UV ha sido la
mas utilizada, excepto para la deteccion electroquimica adoptada por Tsao & Salimi
(1982), Carr et al., (1983), Kutnink & Omaye, (1987), Iwase & Ono, (1993) y la
determinacion por fluorescencia después de derivatizacion empleada por Speek et al.,
(1984), Vanderslice & Higgs (1988 y 1990).



TABLA 26. Condiciones de HPLC para la determinacion de VITAMINA C

PREPARACION DE MUESTRA

FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL DETECCION MATRIZ SEPARACION REFERENCIA
Dilucién en tampoén fosfato a pH p-Bondapak Cjg, 10 um  Metanol/Solucién aménica UV 254 nm Alimentos y AA Sood et al., (1976)
5,0 (Preparados farmaccnticos) 2mM a pH 5,0 conteniendo preparados
o 4cido féormico 1% o vitaminicos
Extraccion con HPO; 6%. dilucion hidroxido sédico (50:50)
(Alimentos)
Dilucién con HPO; 2%, filtracion Lichrosorb RP-8 0 RP-18  Tampoén de KH,PO, 0,1M UV 264 nm Zumos y jamén AA, EA Coustard &
0,45 um contenicndo bromuro Sudraud
cetiltrimetilamonio 5 (1981)
mM/Metanol (90:10)
Dilucién en agua, ensayo inmediato  p-Bondapak NH, Metanol/Tampén de UV 244 nm Bebidas AAy AA Total Dennison et al.,
(AA) KH,P0,40,25 % a pH 3,5 (1981)
(50:50)
Adicién de DL-homocisteina 0,8
%, ajuste a pH 7,0 con tampdn de
K5HPQ,, filtracién 0,45 um (AA
total)
Extraccién con HPOyj, purificacién  p-Bondapak Ciy Tampén de Na,HPO, UV 210y 254 Frutas, zumosy AA DHAAy Finley & Duang
en Sep-Pak Cjg conteniendo iones de nm vegetales DCG (1981)
tetrabutilamonio
Dilucién en agua RCM-100 Cjg, 10 um NHH,PO, 2% a pH 2,4 UV 254 nm Zumos AAy DHAA Buslig et al.,
(1982)
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TABLA 27. Condiciones de HPLC para la determinacion de VITAMINA C

PREPARACION DE MUESTRA

FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL

DETECCION

MATRIZ

SEPARACION REFERENCIA

Extraccion con HPO; 8%

Extraccion con HPO; 6% v etanol
(10:90), filtracién, centrifugacion,
purificacién en Sep-Pak C g

Extraccion con HPO: 6%,
centrifugacion, filtracion 0,45 pm

Extraccion con HCIO4 0,05 M,
centrifugacion

Extraccion con HCIO, 250 mM y
TCA 5%, centrifugacién

Extraccion con tiourca 10 mM ¢n
acetonitrilo

Columna fasc reversa

Spherisorb ODS, 10 um

u-Bondapak Cg

Ultrasphere ODS 5 pm

Partisil 10 SAX

Radial-Pak, p-Bondapak
NH,

Agua/Metanol conteniendo
iones de tetrahidroxiamonio

Tampén fosfato

conteniendo pares
16nicos/Mctanol (50:50)

Metanol/Tampdn de cloruro
de trioctilmetilamonio 3mM

a pH 5,05

Metanol conteniendo 40
mM de acetato/Agua

(15:85)

Tampdn de acetato sédico

60 mM a pH 4.6

Metanol/ Solucién de
KH.PO; 0,01 M (80:20)

UV 254 nm

UV 254 nm

UV 255 nm

Deteccién
electroquimica
0,7 Vvs.
Ag/AgCl

Deteccidén
electroquimica
0,75 V vs.
Ag/ApCl

UV 254 nm

Zumos, bebidas
y alimentos

Frutas y

vegetales

Carnes

Zumos, leche y
alimentos

Tejidos
animales

Leche

AA

AA

AAyEA

AA

Hedlund (1982)

Moledina & Flink
(1982)

Parolari (1982)

Tsao & Salimi
(1982)

Carret al., (1983)

Morawski (1984)
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TABLA 28. Condiciones de HPLC para la determinacion de VITAMINA C

PREPARACION DE MUESTRA  FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL DETECCION MATRIZ SEPARACION REFERENCIA
Extraccion con HPO; 6%, Partisil 10 SAX Tampén de acetato sédico UV 250 nm Frutas y AA Rizzolo et al.,
centrifugacion, filtracion, 0,1 MapH 4,25 vegelales (1984)
purificacién en Sep-Pak C)g
Extraccion con TCA 0.3 M, Hypersil ODS, 3 pum Metanol/Tampén de FL 365:418 Alimentos y AA, AA Total, Speek et al., (1984)
filtracion, dilucién, adicién de KH,PO,0,08 M a pH 7,8 nm bebidas EA, DHAA Y
tampoén de acetato sédico 4,5 M a (20:80) DHEA
pH 6,2, incubacién con ascorbato
oxidasa, adicion de OFDA 0,1%,
reaccion 30 min a 37 °C (AA Total
y EA)
Las etapas anteriores sin oxidacion
enzimdtica (DHAA y DHEA)
Oxidacion de AA, derivatizacion Nucleosil Si, 3 pum n-Hexano/Acetato de UV 495 nm Alimentos AA Total Kodaka et al.,
con DNFH ctilo/Acido acélico/2- (1985)

Propanol (40:30:10:20)
Extraccién con 4cido citrico 3%, p-Bondapak Cyg Acetonitrilo/Agua UV 254 nm Frutas y AAy DHAA Wimalasiri & Wills
purificacién en Sep-Pak Cyg conteniendo NH,H,PO, (AA) vegetales (1985)

0,01 M a pH 4,3 (70:30) UV 214 nm

(DHAA)

Extraccion con HPO; 5% y EDTA,  Altex Ultrasphere ODS Acetato de sodio 0,04 M, Deteccién Carnes curadas AA EAy Kutnink & Omaye,
centrifugacion, dilucion, filtracion ~ Cyg, 5 pm fosfato de tetrabutilamonio  electroquimica A.Urico (1987)
0,2 um 5 mM, EDTA disoédico 0,2 0,6 V vs.

mg/ml a pH 5,25 Ag/AgCl
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TABLA 29. Condiciones de HPLC para la determinacion de VITAMINA C

PREPARACION DE MUESTRA FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL DETECCION MATRIZ SEPARACION REFERENCIA
Extraccion con écido citrico 0,1 M. Ultraspherec ODS Cy Tampodn de NaH,PO, 0,1 M FL 350:430 Alimentos AA, TAA, Vanderslice &
EDTA 5mM y n-hexano, (3 columnas en serie) a pH 5.0 conteniendo nm DHAA y DHIA  Higgs
centrifugacion, filtracion 0,45 pm EDTA 5 mM e iones de (1988)
(AA e lAA) tetrabutilamonio 5SmM
Oxidacion de AA ¢ [AA a DHAAy
DHIA, condensacion con OFDA
(DHAA y DHIA)
Extracciéon con HPO; 80 g/l y Cosmosil 5 Cy Acido HPO; 2 g/l UV 243 nm Zumos AAy AATotal Sawamuraeral.,
etanol (35:65), centrifugacién, (1990)
adicién de NaSH 12 g/, filtracion
0,45 pm
Extraccion con HPO; 0.5%, Hypersil ODS, 5 pm Agua/Metanol/Tampén UV 254 nm Carnes AAyEA Schiiep & Keck,
centrifugacion, dilucion. filtracion acetato conteniendo 1,5- procesadas (1990)
0,45 um dimetilhexilamina

(94,5:4:1,5)
Extraccion con HPO; 3%, dcido PLRP-S, 5 pm (2 colum-  Tampén de NaH,PO, 0,2 M FL 350:430 Alimentos y AA, IAA, Vanderslice &
acético glacial 1,5 mM y n-hexano,  nas en seric) apH214 nm tejidos animales DHAA y DHIA  Higgs
centrifugacién, filtracién 0,45 um (1990)

(AAclAA)

Oxidacion con HgCls,
condensacion con OFDA (DHAA y
DHIA)
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TABLA 30. Condiciones de HPLC para la determinacion de VITAMINA C

PREPARACION DE MUESTRA

FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL

DETECCION MATRIZ

SEPARACION

REFERENCIA

Extracciéon con HCIO; 50 mM,
centrifugacién, filtracion 0,5 pm

Dilucién en agua, filtracion 0,45
pm

Adicién de a.-metil-L-dopa 125
pg/ml y HPO; 2% (AA)

Adicién de o-metil-L-dopa 125
pg/ml y L-cisteina 2,5 mg/ml en
tampdn de K;PO,; 10 mM a pH 6,8
(DHAA)

Nucleosil Cyy, 7 pm

Inertsil ODS-2, 5 pm

Acetonitrilo/Tampén de
Na;HPQ, 4,3 mM
conteniendo bromuro de
miristiltrimetilamonio 1,07
mMapHS5,5

Tampén de KH,PO, 0,1 M
apH 3y EDTA.2Na ImM

UV 280 nm Tejidos

animales
Deteccién Zumos
electroquimica
0.3 Vs,
Ag/AgCl

AAy A.Urico

AAy DHAA

Barja de Quiroga
etal., (1991)

Iwase & Ono,
(1993)
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4.B. VITAMINAS LIPOSOLUBLES
4.B.1. Vitamina A

Se han utilizado muchos métodos analiticos en la determinacion de la vitamina A,
siendo los mas empleados de naturaleza fisico-quimica.

Los métodos colorimétricos son los primeros que se han aplicado en el analisis de
las vitaminas liposolubles. La vitamina A por su estructura reacciona con acidos de
Lewis (tricloruro de antimonio, acido trifluoroacético y 4cido tricloroacético) dando
un intenso color azul cuya absorbancia maxima esta en el rango 616-620 nm. El
tricloruro de antimonio en cloroformo se conoce como reactivo de Carr-Price,
introducido en 1926. Esta reaccion presenta varios inconvenientes. El color es
extremadamente transitorio y las absorbancias deben ser leidas dentro de 5-10 s de la
adicion del reactivo, evitando la presencia de trazas de agua. El acido trifluoroacético
(Dugan et al., 1964; Olson, 1965; Roels & Mahadevan, 1967; Hashmi, 1973) y el
acido tricloroacético (Grys, 1975, 1980; Kamangar & Fawzi, 1978; Bayfield & Cole,
1980) reaccionan con la vitamina A en una forma similar al tricloruro de antimonio.
Sin embargo, los colores producidos por TFA y TCA son menos susceptibles a
interferencias por trazas de agua. La reaccion de Carr-Price se emplea en los métodos
de la AOAC para el ensayo de vitamina A en alimentos (AOAC, 1990 ref. 974.29).

Se han aplicado también ensayos espectrofotométricos en la region ultravioleta para
la determinacion de esta vitamina en el andlisis de alimentos siendo uno de los
inconvenientes en estos ensayos las interferencias espectrales. Si hay sustancias
presentes en la muestra que absorben entre 300 nm y 350 nm, se obtienen contenidos
falsos de vitamina A. Este problema se resuelve aplicando la ecuacién de Morton y
Stubbs, que mide la absorbancia a 325 nm (A max), a 310 nm y a 334 nm. La
espectrofotometria se usa en los métodos AOAC para el ensayo de vitamina A en
margarina, después de la purificacion de la fraccion insaponificable sobre una
columna de alimina (AOAC, 1990 ref. 960.45).

Una modificacion del método espectrofotométrico para estimar la vitamina A se basa
en la conversion del retinol a su forma anhidro usando acido p-toluensulfonico en
benceno como agente deshidratante (Budowski & Bondi, 1957).
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El retinol y sus ésteres presentan fuerte fluorescencia para una longitud de onda de
excitacion en el intervalo 330-360 nm (maximo 325-330 nm) y una longitud de onda
de emision en el rango 470-490 (maximo 480 nm). Se han desarrollado métodos
fluorimétricos basandose en esta propiedad, los cuales son muy sensibles para la
determinacion de la vitamina A con un limite de deteccion de 0,01 ppm (Senyk et al.,
1975). Son muy especificos, puesto que compuestos como esteroles, vitamina D y
bajas concentraciones de carotenoides, que interfieren en los ensayos colorimétricos
y espectrofotométricos, no afectan la determinacion fluorimétrica de la vitamina A
(Christie & Wiggins, 1978). Sin embargo, los diferentes isémeros de esta vitamina no
exhiben el mismo grado de fluorescencia (Lawn et al., 1983).

Los métodos HPLC usados en el analisis de la vitamina A han sido
fundamentalmente cromatografia de adsorcion y cromatografia de particion. Permiten
la separacion de las vitaminas y de sus vitameros y quedan detallados en la tabla 31.

La cromatografia de adsorcion se realiza en fase normal permitiéndo la separacion de
los isémeros cis/trans (Scotter et al., 1992; Rettenmaier & Schiiep, 1992; Leth &
Jacobsen, 1993; Brinkmann er al., 1994, 1995). Utiliza variados rellenos de silice
(Lichrosorb Si 60, Apex Silica, Spherisorb SW) que difieren entre si en la estructura
porosa. La fase movil emplea disolventes no polares (hexano principalmente)
conteniendo un porcentaje inferior al 5% (v/v) de un disolvente mas polar (éter
dietilico, cloroformo, etanol, isopropanol, 1-octanol). Es posible la inyeccién directa
de la muestra en la columna de silice puesto que se disuelve en un disolvente no polar
(hexano o heptano) el cual es compatible con la fase movil, predominantemente
(hexano o heptano). La cromatografia de adsorcion es apropiada para la deteccion
por fluorescencia, puesto que los eluyentes no polares presentan mas sensibilidad que
las fases moviles polares.

La cromatografia de particion operando en fase inversa con fases moviles semi-
acuosas también se ha empleado para determinar vitamina A en varios alimentos,
leche y derivados, cereales, comidas de animales, alimentos infantiles e higado. Este
tipo de cromatografia permite separar un pico de retinol simple (Reuvers ez al., 1982;
Pikkarainen & Parviainen, 1992) o la separacion de los isomeros cis trans (Lawn et
al, 1983). El grupo funcional méas empleado como fase estacionaria es un
hidrocarburo octadecil (C;g). La fase movil es un disolvente mas polar que la fase
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estacionaria, generalmente metanol o acetonitrilo, algunas veces acompaiiado de
agua. En la mayoria de estos métodos en fase inversa, la solucién que contiene la
materia insaponificable se evapora a sequedad y el residuo se redisuelve en un
disolvente compatible con la fase mévil. La deteccion se ha realizado por medidas en

la zona ultravioleta.



TABLA 31. Condiciones de HPLC para la determinacion de VITAMINA A

PREPARACION DE MUESTRA FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL DETECCION MATRIZ SEPARACION REFERENCIA
Saponificacion, extraccion con 1,2-  Spherisorb ODS Metanol/Agua (97:3) UV 325 nm Alimentos Total retinol Lawn et al., (1983)
dicloroctano, evaporacién
Saponificacion, extraccion con éter  Sin especificar ODS Metanol/Agua (97:3) UV 325 nm Alimentos Total retinol Analytical Methods
de petroleo, evaporacion Committee (1985)
Extraccion con n-hexano, ChromSep Nucleosil Cs, Metanol UV 295 nm Higado y Acetato y Pikkarainen &
cvaporacion 5 um derivados palmitato de Parviainen (1992)
retinol
Saponificacion, extraccion con éter  Apex silica, 5 pm n-Hexano conteniendo iso- FL 328-473 Higado Todo-trans- Scotter et al., (1992)
dietilico, evaporacion propanol 1% nm retinol y 13-cis-
retinol
Saponificacion, extraccion con éter  Lichrosorb Si 60, 5 pm n-Heptano/Isopropanol UV 325 nm Higado Todo-trans- Leth & Jacobsen
dietilico, evaporacién retinol y 13-cis-  (1993)
Gradiente: 0,5% retinol
isopropanol a 8,5%
Saponificacion, extraccion , Spherisorb SW. 3 um Isooctano/Isopropanol UV 324y 329 Higado Todo-trans- Brinkmann et al.,
evaporacion (98,75:1,25) nm retinol y 13-cis-  (1994)
retinol
Saponificacién, extraccion . Spherisorb SW. 3 pm n-Hexano conteniendo 1- UV 325 nm Alimentos Todo-trans- Brinkmann et al.,

evaporacion

octanol 0,3%

retinol y 13-cis-
retinol

(1995)

[€1 sootpidonqig sarapaorauy
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4.B.2. Vitamina E

El método colorimétrico de Emmerie-Engel ha sido muy utilizado para estimar
vitamina E en aceites y en alimentos desde su introduccion en 1939. El reactivo
empleado es una mezcla de cloruro férrico y 2,2’-bipiridilo en solucién etandlica. Los
tocoferoles y tocotrienoles reducen el hierro al estado ferroso, que se combina con el
bipiridilo para formar un complejo de color rojo, cuya concentracion se determina
por espectrofotometria a 520 nm. El método presenta un alto grado de exactitud y
precision con tocoferoles puros, pero no es especifico. Frecuentemente se realiza
sobre extractos de vitamina E purificados por cromatografia en capa fina (Bunnell,
1967; Brubacher, 1968; Zandi & Mckay, 1976).

Se han usado métodos voltamétricos para determinar tocoferoles en grasas, aceites y
alimentos después de la saponificacion (Atuma & Lindquist, 1973; Atuma, 1975) y
en aceites vegetales insaponificados (McBride & Evans, 1973; Waltking et al., 1977,
Deldime et al., 1978).

Se ha propuesto un método espectrofotométrico para la determinacion de acetato de
DL-a-tocoferol en productos lacteos en polvo suplementados con vitamina A (Indyk,
1983). La medida de la absorbancia se hace directamente sobre el lipido
insaponificable, sin implicar purificacién cromatografica. Sin embargo la mayoria de
los alimentos demandan esta purificacion de forma previa a la medida
espectrofotométrica, por lo que la técnica no ha sido muy empleada en el analisis de
alimentos.

Los métodos HPLC para estimar la vitamina E en alimentos se detallan en las tablas
(32-33).

La cromatografia de adsorcion es capaz de separar isocraticamente los ocho
vitameros de la vitamina. La deteccion de los vitameros se realiza generalmente por
medida de la absorbancia o de la fluorescencia, siendo la sensibilidad de un detector
de fluorescencia al menos diez veces superior a la de un detector espectrofotométrico
(Thompson ez al., 1979). Los maximos de excitacion, emision son 295 y 330 nm
respectivamente. La pequenia diferencia entre esas longitudes de onda puede crear
problemas de solapamiento espectrales, que no ocurren cuando se utilizan equipos
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con monocromadores de banda ancha (Woollard, 1987). Una excepcion presentaron
Rammell ez al., (1983), que propusieron una longitud de onda de excitacion de 210
nm y una longitud de onda de emisién de 325 nm. El acetato de DL-a-tocoferol
posee so6lo un 9% de la fluorescencia del tocoferol libre a longitudes de onda de 290
nm para la excitacion y 330 nm para la emision (Bames & Taylor, 1980; Hakansson
et al., 1987). La deteccion por absorcion en la zona del UV no es lo suficientemente
selectiva apareciendo picos que interfieren con los de los vitimeros. Con la ayuda de
un detector de fluorescencia programable, que permite cambiar las longitudes de
onda de excitacion-emision con el tiempo, pueden optimizarse la selectividad y
sensibilidad del analisis (Rettenmaier & Schiiep, 1992). La cromatografia en fase
inversa permite separar DL-o-tocoferol de acetato de DL-a-tocoferol, siendo a
menudo utilizada para la determinacion de €stos en alimentos de origen animal. Si la
fase movil es semi-acuosa, los extractos de la muestra son evaporados a sequedad y
redisueltos en un disolvente polar compatible con los eluyentes.



TABLA 32. Condiciones de HPLC para la determinacion de VITAMINA E

PREPARACION DE MUESTRA

FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL DETECCION MATRIZ SEPARACION REFERENCIA
Saponificacion, extraccion con n-  p-Bondapak C)g Metanol/Agua (95:5) FL 296:330 Alimentos Total a-T McMurray ef al.,
hexano, evaporacion nm (1980)
Saponificacion, extraccion con éter  Lichrosorb Si-60 n-Hexano conteniendo FL 293:326 Alimentos Total &-T Manz & Philipp
dietilico, evaporacién isopropanol 0,1% nm (1981)
Extraccion con etanol en Soxhlet,  Chromegasphere Si-6() Isooctano/Tetrahidrofurano FL 294:325 Alimentos a, B, v, 6-T Cort et al., (1983)
saponificacion, extraccion con éler (97.5:2,5) nm a, y-T3
de petréleo, evaporacion
Saponificacion, extraccion con n-  Partisil ODS n-Hexano/Isopropanol FL 210:325 Higado o-T Rammell et al.,
hexano (99:1) nm (1983)
Digestién alcalina, extraccion con  Lichrosorb Si-60 n-Hexano conteniendo UV 295 nm Grasas y o, B, v, 6T Zonta & Stancher
éter dietilico, evaporacion isopropanol 0,4% aceites (1983)
Saponificacion, extraccion con n-  Lichrosorb Si-60, 5 pm n-Hexano/Diisopropiléter ~ FL 292:324 Carnes a, B, v, 0-T Piironen et al.,
hexano, evaporacion (93:7) nm o, B-T3 (1985)
Dispersion en disolvente Radial-Pak conteniendo n-Hexano conteniendo UV 280 nm Alimentos Tocoferol acetato  Blott & Woollard
orgdnico,extraccion con n-hexano  Resolve Silica isopropanol 0,08% (1986)
Saponificacién, extraccion con n-  BioSil ODS-5S €,y Metanol FL 296:330 Carnes o, v-T Ang et al., (1990)

hexano, ecvaporacion

nm

S021D.301]qQ1g SIUIPINUY HS |



TABLA 33. Condiciones de HPLC para la determinacion simultanea de VITAMINAS Ay E

PREPARACION DE MUESTRA FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL DETECCION MATRIZ SEPARACION REFERENCIA
Saponificacion, extraccion con n-  Radial-Pak Cyy, 10 pm Metanol UV 280y 313 Alimentos Todo-trans-retinol y  Reuvers et al.,
hexano, evaporacion nm infantiles o-T (1982)
Saponificacion, extraccion con n-  Lichrosorb Si-60, 5 pm A: n-Hexano conteniendo  FL (A) 330:480 Higado Todo-trans-retinol,  Reltenmaicr &
hexano y tolueno (1:1) isopropanol 2,5% nm 13-cis-retinol y o-T  Schiiep
(1992)
E: n-Hexano conteniendo FL (E) 295:330
1,4-dioxano 3% nm

SE1 sooybudonqryg sajuapadauly
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Tras la revision de las referencias bibliograficas se observa que no existen métodos
de extraccion y de analisis cromatograficos especificos para la determinacion de
vitaminas hidrosolubles y liposolubles en productos camicos cocidos. Por ello, se han
puesto a punto unos métodos propios cuyas caracteristicas se exponen a
continuacién. Para el desarrollo de algunos procedimientos se ha tomado como base
la experiencia de otros investigadores con otras muestras y otras condiciones que ya
se han comentado.
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5.A. MATERIA PRIMA
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5.A.1. PRODUCTOS CARNICOS TRATADOS POR EL CALOR

Para la realizacion del presente trabajo, se han empleado seis productos cérnicos
diferentes. Tal y como lo contempla la Legislacion alimentaria todos ellos pertenecen
al grupo V (Productos carnicos tratados por el calor). Los datos de informacion
nutricional que aparecen en la descripcion de los mismos, representan la media de
doce analisis realizados y facilitados por el Laboratorio de Gestion de Calidad de la
empresa Campofrio Alimentacion, S.A. durante un periodo de tres meses.

Productos carnicos tratados por el calor

Se denomina “productos carnicos tratados por el calor” a todo producto preparado
esencialmente con carnes y/o despojos comestibles de una o varias de las especies
animales de abasto, aves y caza autorizadas, que se han sometido en su fabricacion a
la accion del calor, alcanzando en su punto critico una temperatura suficiente para
lograr la coagulacion total o parcial de sus proteinas carnicas y opcionalmente, a
ahumado y/o maduracion (Boletin Oficial del Estado, 1981).

Los productos seleccionados son (lunch, chopped pork, chopped beef, chopped de
pavo, chopped vitaminado y mortadela siciliana) siendo derivados carnicos
fabricados fundamentalmente con carne o came y grasa, picadas o troceadas.

Debido a que las vitaminas son extremadamente labiles y muy sensibles a la luz y el
oxigeno, todas las manipulaciones a las que se someten las muestras, durante el
proceso de extraccion de las vitaminas, deben realizarse en el menor tiempo posible,
almacenandose las muestras a analizar en condiciones 6ptimas a 4 °C.

En todos los casos el estudio se ha hecho en dos fases tecnologicas de los productos:

1.- Antes de la coccion
2.- Después de la coccion, cuando ya estan preparados para su salida al mercado
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Lunch

En su elaboracion se ha empleado came de cerdo y de vacuno, panceta, agua, sal
comun, proteina vegetal, glucosa, especias y saborizantes, nitrito de sodio como
conservante, polifosfatos y carragenatos como emulsionantes y estabilizantes y
ascorbato de sodio como antioxidante.

Consiste en una mezcla de pasta fina y pasta gruesa embutida en tripa de plastico
impermeable a la humedad y al oxigeno, no diferenciandose la panceta incorporada

en el producto acabado.

La informacion nutricional se presenta en la tabla 34:

TABLA 34. Composicion de Lunch

Valor energético por 100 g 205,14 Kcal
Proteinas (g) 12,20 £ 0,28
Hidratos de carbono (g) 5,11 £0,42
Grasas (g) 15,10 £0,74

Los datos representados son x (n = 12) £ SD
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Chopped pork

En su elaboracion se ha empleado came de cerdo, de vacuno y de pavo, panceta,
agua, sal comun, proteina vegetal, glucosa, especias y saborizantes, nitrito de sodio
como conservante, almidon como estabilizante, polifosfatos y carragenatos como

emulsionantes y estabilizantes y ascorbato de sodio como antioxidante.

Consiste en una mezcla de pasta fina y trozos de magro curados y picados en un
calibre mayor, embutida en tripa de plastico impermeable a la humedad y al oxigeno.

La informacion nutricional se presenta en la tabla 35:

TABLA 35. Composicion de Chopped pork

Valor energético por 100 g 158 Kcal

Proteinas (g) 12,48 +0,33
Hidratos de carbono (g) 434 £0,51
Grasas (g) 10,08 £ 0,47

Los datos representados son x (n = 12) + SD
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Chopped beef

En su elaboracion se ha empleado carne de vacuno y de cerdo, panceta, agua, sal
comun, proteina vegetal, glucosa, especias y saborizantes, nitrito de sodio como
conservante, almidon como estabilizante, polifosfatos y carragenatos como

emulsionantes y estabilizantes y ascorbato de sodio como antioxidante.

Consiste en una mezcla de pasta fina y trozos de carne de vacuno, embutida en tripa
de plastico impermeable a la humedad y al oxigeno.

La informacion nutricional se presenta en la tabla 36:

TABLA 36. Composicion de Chopped beef

Valor energético por 100 g 149,01 Kcal
Proteinas (g) 13,33 £ 0,52
Hidratos de carbono (g) 3,65 +0,30
Grasas (g) 9,01 + 0,66

Los datos representados son x (n = 12) + SD
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Chopped de pavo

En su elaboracion se ha empleado came de pavo, agua, gelatina, leche en polvo, sal
comumn, proteina vegetal, glucosa, especias y saborizantes, nitrito de sodio como
conservante, sorbitol como gelificante, polifosfatos y carragenatos como
emulsionantes y estabilizantes, ascorbato de sodio como antioxidante y caramelo
como reforzador de color.

Consiste en una mezcla de pasta fina y pasta gruesa elaboradas a partir de muslos y
contramuslos de pavo, embutida en tripa de plastico impermeable a la humedad y al

oxigeno.

La informacion nutricional se presenta en la tabla 37:

TABLA 37. Composicién de Chopped pavo

Valor energético por 100 g 133,46 Kcal
Proteinas (g) 13,17 £ 0,10
Hidratos de carbono (g) 1,34 + 0,08
Grasas (g) 8,38 +0,41

Los datos representados son x (n= 12) + SD
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Chopped vitaminado

En su elaboracion se ha empleado came de cerdo, de vacuno y de pavo, agua, sal
comun, proteina vegetal, glucosa, especias y saborizantes, nitrito de sodio como
conservante, almidéon como estabilizante, polifosfatos y carragenatos como
emulsionantes y estabilizantes, ascorbato de sodio como antioxidante y complejo
vitaminico.

Consiste en una mezcla de pasta fina y pasta gruesa de magros con un
enriquecimiento vitaminico, embutida en tripa de plastico impermeable a la humedad

y al oxigeno.

La informacion nutricional se presenta en la tabla 38:

TABLA 38. Composicion de Chopped vitaminado

Valor energético por 100 g 152,22 Kcal
Proteinas (g) 12,08 +0,16
Hidratos de carbono (g) 3,97 +0,81
Grasas (g) 9,78 £ 0,36

Los datos representados son x (n=12) +SD
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Mortadela siciliana

En su elaboracién se ha empleado carne de cerdo, de vacuno y de pavo, panceta,
agua, sal comun, proteina vegetal, sacarosa, especias y saborizantes, nitrito de sodio
como conservante, almidéon como estabilizante, polifosfatos y carragenatos como
emulsionantes y estabilizantes, ascorbato de sodio como antioxidante y cochinilla

como reforzador de color.
Consiste en una mezcla de pasta fina y pasta gruesa embutida en tripa de plastico
impermeable a la humedad y al oxigeno, diferenciandose la panceta incorporada en

el producto acabado.

La informacion nutricional se presenta en la tabla 39:

TABLA 39. Composicion de Mortadela siciliana

Valor nutricional por 100 g 245,91 Kcal
Proteinas (g) 10,46 +£ 0,50
Hidratos de carbono (g) 8,92 +0,51
Grasas (g) 18,71 £ 1,10

Los datos representados son x (n=12) £ SD
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5.B.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA
(HPLC) EN LA SEPARACION DE LAS VITAMINAS
ESTUDIADAS
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5.B.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA (HPLC) EN LA
SEPARACION DE LAS VITAMINAS ESTUDIADAS (Yost et al., 1981 &
Hewlett-Packard Espaiiola, 1988).

5.B.1.1. Separaciones analiticas por cromatografia

Los métodos para el analisis quimico son selectivos en los casos mas favorables
aunque pocos son verdaderamente especificos. Por lo tanto, la separacién de una
especie de las posibles interferencias es una etapa de vital importancia en los
procedimientos analiticos siendo la forma mas usada para llevar a cabo estas
determinaciones la cromatografia.

La cromatografia se desarroll6 a principios de siglo por el botanico ruso Mikhail
Tswett para la separacion y aislamiento de varios pigmentos vegetales, tales como
clorofilas y xantofilas, haciendo pasar disoluciones de estos compuestos a través de
una columna de vidrio rellena con carbonato calcico finamente dividido. Las especies
separadas aparecian como bandas coloreadas en la columna, lo que justifica el
nombre que eligi6 para el método, del griego croma que significa “color” y graphein
que significa “escribir”. Después de Tswett transcurrié un periodo de tiempo durante
el que no tuvo lugar ningiin nuevo desarrollo de la técnica. En 1930-31, Kuhn y E.
Lederer retomaron el método en los laboratorios de Heidelberg, Alemania. En pocos
afios, la cromatografia liquida en columna se universalizé, desarrollandose las
diferentes variantes. Entre 1960-1970, se desarrolld una nueva expansion de la
moderna cromatografia liquida en columna, actualmente conocida como
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, acronimo del inglés High Performance
Liquid Chromatography). Durante las cuatro ltimas décadas, se ha producido un
incremento en el nimero de métodos analiticos implicando HPLC; no sé6lo debido al
desarrollo de nuevos y diversos tipos de técnicas cromatograficas, sino también a la
gran demanda, por parte de los cientificos, de mejores métodos para la
caracterizacion y separacion de componentes estrechamente relacionados en mezclas
complejas, lo que en muchas ocasiones resulta imposible por otros medios.
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La técnica de HPLC dispone de una amplia gama de columnas empaquetadas con
microparticulas porosas de silice, las cudles permiten una rapida distribucion del
soluto entre la fase movil y la fase estacionaria. Una bomba de alta presion regula el
flujo de la fase movil y la introduccion de la muestra se realiza con un inyector
automatico. La deteccion de los componentes separados se logra por control continuo
de los eluyentes de la columna. Mediante HPLC se realizan en una columna
determinada cientos de separaciones individuales, de forma rapida, eficaz y
reproducible, incluso cuando los compuestos se hallan en muy bajas concentraciones
en matrices complejas como son los alimentos.

Estas caracteristicas, unido a su idoneidad para la separacion de especies no volatiles
o termolabiles, permiten que la técnica HPLC sea seleccionada para el analisis tanto
cualitativo como cuantitativo de las vitaminas hidrosolubles y liposolubles estudiadas
en este trabajo.

Sin embargo, a pesar de las ventajas, esta técnica no estd completamente exenta de
problemas. La cromatografia liquida es tan sélo el ultimo paso del analisis, siendo
partes muy significativas a considerar el muestreo, la extracciéon y la purificacion
previa de las vitaminas en cada matriz concreta, sucediendo con frecuencia que el
método de extraccion para una vitamina determinada en una matriz, no es
reproducible cuando se intenta aplicar en otra diferente.

5.B.1.2. Instrumentaciéon para HPLC
5.B.1.2.1. Modelo
El equipo utilizado es el modelo HP 1090 serie M, cuya estructura principal la

integran cuatro médulos.

1.- El sistema de suministro de disolventes
2.- El compartimento de columna
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3.- El sistema de inyeccion de la muestra
4.- La unidad de deteccion

Todo el control se lleva desde un ordenador conectado al equipo, cuyo sistema
operativo es Vectra MS-DOS 3,3.

5.B.1.2.2. Descripcion funcional del equipo
1. Sistema de suministro de disolventes

El sistema de distribucion de fase mévil con el que opera el equipo tiene tres canales
para disolventes. Cada canal lleva asociado un depdsito con capacidad para un litro y
una bomba de medida de doble jeringa. Cada una de ellas toma la proporcion
correspondiente de disolvente, usando alternativamente las dos jeringas en el
desplazamiento de dicho volumen. Asi la aspiracion y distribucion del disolvente
estan sincronizadas.

El disolvente, una vez medido (0-5 ml/min), entra en una camara de baja presion
(LPC), que almacena el volimen de flujo mientras la bomba de alta presion
suministra eluyente. La presion en la LPC nunca excede los 6 bar. El disolvente
contenido en la LPC fluye al interior de la bomba de alta presion (0-400 bar), desde
esa posicion se envia a una unidad de amortiguacién que reduce las fluctuaciones de
la presion originadas en la bomba de alta presion.

La eleccion de la fase movil es una de las decisiones mas importantes al establecer
los parametros de una separacion en cromatografia liquida.

En la figura 13 se observa el funcionamiento descrito anteriormente.
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Bomba de alta presion

Valula de

Disolvente  Bombade mezclade  Sistemade Unidad de
doble jeringa h}&!;gﬁl amortiguacion

Fig. 13. Sistema de bombeo isocratico del HP 1090

2. Compartimento de columna

El compartimento de columna esta situado cerca del inyector y del detector para
minimizar el ensanchamiento de los picos. Tiene capacidad para permitir la
utilizacion de cualquier configuracion de columnas, que se instalan en los soportes
integrados. La homogeneidad de la temperatura a lo largo de toda la columna es
fundamental para la eficacia de la separacion. Precalentando el eluyente cuando entra
en el compartimento de la columna, se iguala la temperatura de éste y de la columna
para cualquier flujo y muestra. El inyector hace pasar la fase movil a través de un
capilar de 0,12 mm DI en contacto con un intercambiador de calor. Para que la
temperatura sea completamente homogénea, el aire que circula por el interior del
compartimento esta a igual temperatura que la fase movil. El termostato de control y
el ventilador aseguran una precision de + 0,5 °C, esencial para obtener tiempos de
retencion reproducibles.
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La columna define la calidad de la separacion y una parte vital de la documentacion
de cualquier método desempefiando un papel principal en la cromatografia analitica.
Optimizando las variables de relleno de columna (tamafio de poro, tamafio de
particula, carga de carbono, area superficial, modo de separacion, fase enlazada y
presencia de grupos residuales) y las variables de configuracion de columna
(longitud, diametro interno y material de construccion) se consigue la separacion
analitica 6ptima para cada vitamina.

En los tltimos afios ha habido un fuerte interés en disminuir la longitud y el diametro
interno de la columna, asi como el tamafio de particula del relleno. Los inherentes
beneficios de reducir la longitud y el diametro interno son una disminucion en el
consumo de disolvente y un incremento en el limite de deteccion. De forma paralela,
el relleno de columna ha experimentado una reduccioén en el tamafio de particula,
manteniendo la eficacia mientras disminuye el tiempo de analisis. Todo ello permite
una menor dispersion de la muestra en la fase estacionaria durante el proceso de
separacion.

3. Sistema de inyeccion de la muestra

El método de introduccion de la muestra es muy importante en HPLC. Un
dispositivo de inyeccion poco eficiente da lugar a una resolucién de los componentes
de la muestra en forma de bandas largas y anchas.

El equipo utilizado dispone de un mecanismo de inyeccién automatico para 100
muestras que opera mediante una valvula de rotaciéon de seis vias. Antes de la
inyeccion la valvula esta en el modo “normal”, permitiendo que el disolvente fluya a
través del auto-inyector y de la columna. Cuando comienza un ciclo de inyeccion, la
valvula rota a la posicion de “carga” y la fase movil circula sélo a la columna. La
aguja de inyeccion se conecta a la jeringa (25 pl), se levanta y el vial que contiene la
muestra se situa inmediatamente debajo. La aguja desciende hasta el vial y aspira la
muestra (normalmente 10 pl, pudiendo llegar a ser 2 pul) introduciéndola en el capilar.
Con la aguja y el vial situados de nuevo en su posicion normal, el inyector
automatico vuelve al modo de operacion normal, inyectando toda la muestra en la
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columna como un todo sin diluir. La precision de operacion es inferior al 1%
(normalmente 0,6%).

La figura 14 describe las etapas del ciclo del inyector automatico.

A la colummna

Desde el SSD

Fig. 14. Etapas en el ciclo del inyector automatico

4. Unidad de deteccion

Los detectores utilizados en la cromatografia liquida son de tipo 6ptico. En ellos, se
hace pasar la corriente liquida a través de una microcubeta de pequefio volumen (10
ul) que se atraviesa por un rayo de luz. Los cambios en la intensidad de la luz,
causados en este estudio por absorbancia UV y/o emision de fluorescencia,
resultantes de la interaccion de la luz con los componentes de la muestra que pasan
sucesivamente a través de la cubeta se registran en forma de variaciones del voltaje
de salida, suministrandose a un integrador que proporciona los tiempos de retencion
y las areas de los picos cromatograficos.
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En este estudio de investigacion se han empleado dos detectores:

A.- Detector de matriz de fotodiodos (DAD)
B.- Detector de fluorescencia

A.- Detector de matriz de fotodiodos (DAD)

La deteccion por matriz de fotodiodos (DAD) proporciona una sensibilidad y
selectividad, aplicable al analisis de trazas. La identificacion de los componentes de
la muestra se incrementa al poder registrar simultaneamente y en un solo analisis
hasta ocho longitudes de onda diferentes en el rango (190-600 nm) adquiriendo datos
espectrales y cromatograficos en paralelo.

El haz de luz procedente de una lampara de deuterio pasa a través de la celda de flujo
antes de ser dispersada hacia los 211 fotodiodos de la matriz, realizandose una
lectura completa de los mismos cada 10 milisegundos. Puesto que la matriz de
fotodiodos y la red de difraccion estan fijas, no se pueden producir errores por
desajuste mecanico lo que permite mantener un alto nivel de reproducibilidad y
exactitud. En la figura 15 se presenta el sistema optico del detector de matriz de
fotodiodos.

Red de difiacciin

Fig. 15. Sistema Optico del detector de matriz de fotodiodos
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B.- Detector de fluorescencia

Para los compuestos que presentan fluorescencia natural, asi como para los que
pueden convertirse en fluorescentes por simple derivatizacion este modo de deteccion
permite alcanzar mayores cotas en sensibilidad y selectividad que el sistema DAD.
Efectia barridos de los espectros de excitacion y de emision, mediante técnicas de
registro con paro de flujo, encontrando los mejores pares de longitudes de onda de

sus componentes.

La radiacion UV procedente de una fuente de xenon se hace pasar a través de la
célula de flujo donde las moléculas de soluto se excitan con energia de longitud de
onda corta emitiendo instantaneamente en todas las direcciones una radiacion de
fluorescencia a una longitud de onda mayor, midiéndose en un angulo de incidencia
perpendicular a la excitacion.
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5.B.2. DETERMINACIONES ANALITICAS DE LAS
VITAMINAS ESTUDIADAS
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5.B.2.1. VITAMINAS HIDROSOLUBLES
5.B.2.1.1. VITAMINA B,

5.B.2.1.1.1. Reactivos

Todos los reactivos que se han utilizado son de grado analitico reconocido y el
agua se ha purificado por sistema Milli-Q Plus (Millipore Co., Milford,
Massachusetts 01757 U.S.A.).

- Hidrocloruro de tiamina .- (99%, Merck, Art. 8181, D-6100 Darmstadt 1,

Germany)

Acido clorhidrico.- (37%, 1,19 Kg/l, Grado PA, Panreac, Ref. 131020)

Acido tricloroacético.- (99,5%, Grado PA, Panreac, Ref. 131067)

Acido ortofosforico.- (85%,1,69 Kg/l, Grado PRS, Panreac, Ref. 141032)

Acetonitrilo.- (99,9%, 0,78 Kg/l, Grado HPLC, Panreac, Ref. 263093)

Metanol.- (99,8%, 0,79 Kg/l, Grado HPLC, Panreac, Ref. 261091)

Acetato de sodio 3-hidrato.- (99%, Grado PRS, Panreac, Ref. 141632)

1

Clara-Diastasa.- (Fluka Quimica, Art. 27540, Apt. de Correos 161, 28100
Alcobendas, Madrid)

- Hidroxido de sodio.- (97%, Grado PRS, Panreac, Ref. 141687)

- Ferricianuro de potasio.- (99%, Merck, Art. 4973)
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- Solucion oxidante (Se prepara nueva cada dia y se protege de la luz).- Se afade
1 ml de solucién acuosa de ferricianuro de potasio al 1% a 24 ml de solucién fria
de hidroxido de sodio al 15%.

- Solucioén estandar.- La solucion patron de tiamina (1000 pg/ml) se prepara en
un matraz aforado de color topacio de 100 ml con una solucién de acido
clorhidrico 0,1 N. Solucién estable un mes si se guarda en oscuridad en un
frigorifico. A partir de ella las soluciones de trabajo se preparan en el momento

de su uso.
- Hidrogeno fosfato de dipotasio.- (99%, Grado PA, Panreac, Ref. 131512)

- Dihidrogeno fosfato de potasio.- (99%, Grado PA, Panreac, Ref. 131509)

- Tampén fosfato 5 mM, pH 7,0 + 0,1 .- Se disuelven 0,44 g de hidrégeno
fosfato de dipotasio y 0,34 g de dihidrogeno fosfato de potasio en 400 ml de
agua, ajustando la solucion a pH 7,0 con acido ortofosforico al 85% y diluyendo
hasta un volumen final de 500 ml con agua. Esta solucion se filtra a vacio a

través de un filtro de nylon de 0,45 pm.
- Fase movil.- Esta integrada por:

A- 70% Tampon fosfato pH 7,0
B- 30% Acetonitrilo

- Gas helio.- Usado en la desgasificacion de la fase movil (S.E. de Carburos
Metalicos S.A., Aragon 300, 08009 Barcelona)
5.B.2.1.1.2. Aparatos

Material fungible de laboratorio en color topacio y en particular:
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- Cromatoégrafo de liquidos.- Modelo HP 1090 equipado con un sistema de
inyeccion automatico, modelo Rheodyne 7010 e integrador modelo HP 3390A
(Hewlett-Packard Espaiiola, S.A., Ctra. N-VI, Km 18,400, 28230 Las Rozas,

Madrid)

- Detectores.- Detector de fotodiodos modelo HP 8452A y detector de
fluorescencia modelo HP 1046A (Hewlett-Packard Co.)

- Impresora.- Modelo HP ThinkJet (Hewlett-Packard Co.)

- Cartucho HPLC.- Spherisorb Cg, 5 pm tamaiio de particulas de relleno, 25 x
0,4 cm DI, N® TR-015045 (Teknokroma, 08190 - Sant Cugat del Vallés,

Barcelona)
- Picadora.- Modelo “Luxe” Ref. 643, (Moulinex)

- Balanza analitica y de precision.- Modelo AE 160 (Mettler Instrumente AG,
CH - 8606 Greifensee, Switzerland)

- Autoclave.- Modelo Autester-E Dry, Ref. 4000854 (J.P.Selecta S.A., Ctra. N-II,
Km 585,1, Abrera, Barcelona)

- Frigorifico.- Modelo US-2360 P3 (Fagor)

- pH-metro.- Modelo micropH 2002 (Crison Instrumente, AG, CH-6340 Baar,
Switzerland)

- Barno termostatico.- Modelo Precisterm, Ref. 6000388 (J.P.Selecta S.A.)

- Filtros.- De papel plegado ALBET N° 1305 y filtros 0,45 um Millex-HV
(Millipore Co.)
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- Cartuchos de purificacion.- Sep-Pak C,3 (Waters Associates, Milford, MA
01757, U.S.A))

- Sistema Milli-Q Plus, 220-240 V / 50 Hz - Ref. ZFMQO050 (Millipore Co.)

También se han empleado otros materiales de uso corriente en el laboratorio.

5.B.2.1.1.3. Preparacion de patrones

A partir de la solucion madre de tiamina, que se ha conservado en refrigeracion y
oscuridad, se prepara en el momento de utilizacion una solucion de trabajo de menor
concentracion que permite a su vez mediante diluciones en agua obtener soluciones
de inferiores concentraciones, de las que se toman alicuotas por duplicado para
someter al mismo proceso de extraccion y cuantificacion que el blanco y las
muestras. Con los resultados cromatograficos que se han obtenido para las
concentraciones finales de 0,5, 1, 2, 2,5, 5y 7,5 ug de tiamina se prepara la curva de
calibracion, que permite cuantificar el contenido de vitamina en las muestras. Una
descripcion mas detallada se presenta en la figura 16.
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TIAMINA
SOLUCION MADRE
1000 pg/ml
10:100 (v/v) Dilucién en agua
100 pg/ml SOLUCION DE TRABAJO
i _ TN
5:100 (viv) 25:100 (v/v) Diluciones en agua
|
|
5 ug/ml 25 pg/ml SOLUCIONES
DE TRABAJO
- == L = -
- -' / N T~ -
A t’j 4 RO K 4
1 ml 2ml 4 ml 5ml 2ml 3ml Alicuotas para
extraccion
| i | | l l
I | I I
R v 4 v
CONCENTRACIONES
0,5ug 1ug 2 g 2,5ug 5pg 7.5 ng PARA LA
CALIBRACION

Fig. 16. Diagrama de preparacion de patrones para la calibracion de TIAMINA
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5.B.2.1.1.4. Procedimiento analitico

En este método la tiamina y la riboflavina se extraen de forma similar y conjunta
del alimento, por medio de una hidrdlisis acida y enzimatica comiin a ambas
vitaminas pero con procesos de derivatizacion, purificaciéon y analisis

cromatografico diferentes en cada caso.

Se pesan por duplicado en matraces erlenmeyer topacio de 250 ml muestras de
10,000 g a temperatura ambiente finamente picadas y homogéneas. A patrones,
muestras y blanco se afiaden 60 ml de HCI 0,1 N, se agitan las muestras y se
llevan a hidrolizar en un autoclave 20 min a 120 °C (Ang & Moseley, 1980). Las
mezclas se dejan enfriar a temperatura ambiente y se ajusta el pH a 4,0-4,5
anadiendo solucion acuosa de acetato de sodio 2,5 M. A las muestras se
adicionan 5 ml de solucion enzimatica acuosa (6% (p/v) de Clara-diastasa) y se
llevan a incubar 3 horas a 50 °C. Para precipitar las proteinas, se afiaden 2 ml de
acido tricloroacético al 50% (p/v) y las soluciones se calientan en un bafio de
agua termostatico 15 min a 90 °C. Después las muestras se enfrian a temperatura
ambiente y se enrasan hasta 100 ml con agua en matraces aforados color topacio.
Las mezclas se filtran a través de papel de filtro ALBET, y se conservan en
material de color topacio y refrigeradas para su uso al dia siguiente.

La tiamina en el extracto recogido se oxida a su derivado fluorescente, tiocromo.
Para ello se toman 10 ml de los filtrados y se adicionan 5 ml de solucion recién
hecha de ferricianuro potasico al 1% (p/v) preparada en solucion acuosa fria de
hidroxido sodico al 15% (AOAC 1990, ref. 942.23); se mezclan por agitacion
manual durante 15 s, permitiendo 45 s para oxidacion. Inmediatamente, a cada
muestra se adiciona 1 ml de acido ortofosférico al 85% y se mezcla para
neutralizar y minimizar la formacion de disulfuro de tiamina, reaccion
dependiente del pH (Ryan & Ingle, 1980).

La concentracion y posterior purificacion de estos extractos se lleva a cabo
pasando los mismos a través de un cartucho Sep-Pak C,g previamente activado
mediante lavado por duplicado con metanol (2 ml) seguido de agua (2 ml). Para
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eliminar sustancias interferentes el cartucho se lava una vez con 3 ml de una
solucion al 5% (v/v) de metanol en tampdn fosfato 5 mM a pH 7. La tiamina se
eluye con 3 ml de metanol puro en un tubo de ensayo y se filtra a través de un
filtro de 0,45 pm en un vial de color topacio para el analisis por cromatografia
liquida. Las muestras se han protegido de la luz durante todo el proceso usando
material de vidrio de color topacio o cubriendo con papel de aluminio.

La separacion cromatografica se realiza en un cartucho Spherisorb Cg 25 x 0,4
cm. La determinacion de tiamina como tiocromo se mide a una longitud de onda
de excitacion de 360 nm y una longitud de onda de emision de 430 nm, para una
ganancia de 14. El volumen de inyeccion es 10 pl y la fase moévil es una mezcla
al 70% de solucion tampon fosfato a pH 7 y 30% de acetonitrilo con una
velocidad de flujo de 0,650 ml/min. La temperatura de la columna es de 35 °C.

Las etapas principales del procedimiento analitico se presentan en la figura 17.



164 Metodos

DETERMINACION DE TIAMINA

Extraccion

- Homogeneizacién de muestra
- Hidrdlisis acida en autoclave
¥*HCIO0,IN
*20 min a 120°C
- Enfriamiento (T* ambiente)
- Ajuste de pH (4,0 - 4.5)
* Acetato de sodio 2,5M
- Hidrolisis enzimatica
* Clara-Diastasa 6%
*3 has0°C
- Precipitacion proteica
* Acido tricloroacético 50%
* 15 min a 90°C
- Enfriamiento (T* ambiente)
- Enrase hasta volumen
- Filtracion papel ALBET

Purificacion

- Activacion cartucho Sep-Pak Cis
* Metanol
* Agua

- Carga de muestra oxidada

- Lavado con metanol:tampdn

- Elucién con metanol

\\\___.r--*"/ |

Fig. 17. Diagrama del procedimiento analitico para la determinaciéon de TITAMINA

o 4

Oxidacion a Tiocromo

- Oxidacién alcalina

* Ferricianuro potésico 1%
- Neutralizacion (pH=7.,0)

* Acido ortofosforico 85%

Analisis HPLC

- Tiamina cuantificada como Tiocromo
- Filtracion membranas 0.45 pm
- Cartucho: Spherisorb Cs. 25 x 0,4 cm
- Deteccion: FL. 360:430 nm
- Volumen inyeccion 10 pl
- Fase movil:

*70% Tampon fosfato pH 7,0

* 30% Acetonitrilo
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5.B.2.1.1.5. Calculos

El contenido de tiamina presente en la muestra, expresado en miligramos por

ciento, viene dado por la formula:

10 x Y

mg Tiamina/100 g = ----mmemeeee
PxV

Siendo :

Y = pg de tiamina leidos en la curva de calibracion a partir del area

cromatografica
P = peso, en g, de la muestra inicial

V = volumen, en ml, de alicuota tomada
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5.B.2.1.2. VITAMINA B,

5.B.2.1.2.1. Reactivos

Todos los reactivos que se han utilizado son de grado analitico reconocido y el
agua se ha purificado por sistema Milli-Q Plus (Millipore Co., Milford,
Massachusetts 01757 U.S.A.).

Riboflavina.- (99%, Merck, Art. 7609, D-6100 Darmstadt 1, Germany)

L}

Acido clorhidrico.- (37%, 1,19 Kg/l, Grado PA, Panreac, Ref. 131020)

Acido tricloroacético.- (99,5%, Grado PA, Panreac, Ref. 131067)

Acido ortofosforico.- (85%, 1,69 Kg/l, Grado PRS, Panreac, Ref. 141032)

Acido acético glacial.- (99,5%, 1,05 Kg/l, Grado PRS, Panreac, Ref. 141008)

Acetonitrilo.- (99,9%, 0,78 Kg/l, Grado HPLC, Panreac, Ref. 263093)

Tolueno.- (99,5%, Merck, Art. 8325)

Acetato de sodio 3-hidrato.- (99%, Grado PRS, Panreac, Ref. 141632)

Clara-Diastasa.- (Fluka Quimica, Art. 27540, Apt. de Correos 161, 28100
Alcobendas, Madrid)

- Solucioén estandar.- La solucion patron de riboflavina (50 pg/ml) se prepara en
un matraz aforado de color topacio de 1000 ml con una solucion de acido acético
0,02 N conservandola con unas gotas de tolueno. Esta solucion es estable
durante dos meses si se almacena en oscuridad en un frigorifico. A partir de ella

las soluciones de trabajo se preparan en el momento de su uso.
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- Acido 1-heptanosulfonico (Sal sddica, Sigma Chemical Co., Ref. H-2766, St.
Louis, MO 63178, U.S.A.)

- Reactivo de par-ionico 5 mM, pH 2,7 + 0,1.- Se disuelven 0,505 g de acido 1-
heptanosulfénico en 400 ml de agua, ajustando la solucién a pH 2,7 con acido
ortofosforico al 85% y diluyendo hasta un volumen final de 500 ml con agua.

Esta solucidn se filtra a vacio a través de un filtro de nylon de 0,45 pm.
- Fase movil.- Esta integrada por:

A- 75% Reactivo de par-iénico pH 2,7
B- 25% Acetonitrilo

- Gas helio.- Usado en la desgasificacion de la fase movil (S.E. de Carburos
Metalicos S.A., Aragén 300, 08009 Barcelona)

5.B.2.1.2.2. Aparatos

Material fungible de laboratorio en color topacio y en particular:

- Cromatografo de liquidos.- Modelo HP 1090 equipado con un sistema de
inyeccion automatico, modelo Rheodyne 7010 e integrador modelo HP 3390A

(Hewlett-Packard Espafiola, S.A., Ctra. N-VI, Km 18,400, 28230 Las Rozas,
Madrid)

- Detectores.- Detector de fotodiodos modelo HP 8452A y detector de
fluorescencia modelo HP 1046A (Hewlett-Packard Co.)

- Impresora.- Modelo HP ThinkJet (Hewlett-Packard Co.)
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- Cartucho HPLC.- Spherisorb ODS-2, 5 um tamaiio de particulas de relleno, 25
x 0,4 cm DI, N° TR-015033 (Teknokroma, 08190 - Sant Cugat del Vallés,

Barcelona)
- Picadora.- Modelo “Luxe” Ref. 643, (Moulinex)

- Balanza analitica y de precision.- Modelo AE 160 (Mettler Instrumente AG,
CH - 8606 Greifensee, Switzerland)

- Autoclave.- Modelo Autester-E Dry, Ref. 4000854 (J.P.Selecta S.A., Ctra. N-II,
Km 585,1, Abrera, Barcelona)

- Frigorifico.- Modelo US-2360 P3 (Fagor)

- pH-metro.- Modelo micropH 2002 (Crison Instrumente, AG, CH-6340 Baar,

Switzerland)

- Baiio termostatico.- Modelo Precisterm, Ref. 6000388 (J.P.Selecta S.A.)

- Filtros.- De papel plegado ALBET N° 1305 y filtros 0,45 pm Millex-HV
(Millipore Co.)

- Sistema Milli-Q Plus, 220-240 V / 50 Hz - Ref. ZFMQO050 (Millipore Co.)

También se han empleado otros materiales de uso corriente en el laboratorio.

5.B.2.1.2.3. Preparacion de patrones

A partir de la solucion madre de riboflavina, que se ha conservado en refrigeracion y
oscuridad, se preparan en el momento de utilizacion varias soluciones de trabajo
mediante diluciones en agua. De cada una de las soluciones resultantes se toman

alicuotas por duplicado para someter al mismo proceso de extraccion y cuantificacion
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que el blanco y las muestras. Con los resultados cromatograficos que se han obtenido
para las concentraciones finales de 10, 20, 40, 80 y 100 pg de riboflavina se prepara
la curva de calibracion, que permite cuantificar el contenido de vitamina en las
muestras. Una descripcion mas detallada se presenta en la figura 18.

RIBOFLAVINA
SOLUCION MADRE

50 pg/ml

A
10:50 (viv) 20:50 (viv) 25:50 (viv) Diluciones en agua
i
I
|
Y
10 pg/ml 20 pg/ml 25 pg/ml SOLUCIONES

DE TRABAJO

Alicuotas para

1 ml 2 ml 2 ml 4 ml 4ml extraccion
| |
| I
| |
v 4 v v
CONCENTRACIONES
10 ug 20 ug 40 ug 80 ug 100 ug GRS

CALIBRACION

Fig.18. Diagrama de preparacion de patrones para la calibracion de RIBOFLAVINA
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5.B.2.1.2.4. Procedimiento analitico

El proceso de extraccion de la riboflavina como se indico en el apartado
5.B.2.1.1.4. es comun al utilizado con la tiamina hasta conseguir el extracto de
filtracidn, que se inyecta directamente al sistema cromatografico, sin necesidad
de ningun proceso de derivatizacion y purificacion.

La separacion cromatografica se realiza en un cartucho Spherisorb ODS-2 25 x
0,4 cm. La determinacion de riboflavina se mide a una longitud de onda de
excitacion de 227 nm y una longitud de onda de emision de 520 nm, para una
ganancia de 14. El volumen de inyeccién es 10 pl y la fase movil es una mezcla
al 75% de reactivo par-ionico a pH 2,7 y 25% de acetonitrilo con una velocidad
de flujo de 0,600 ml/min. La temperatura de la columna es de 35 °C.

Las etapas principales del procedimiento analitico se presentan en la figura 19.
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DETERMINACION DE RIBOFLAVINA

Extraccién

- Homogeneizacion de muestra
- Hidrdlisis 4cida en autoclave
*HCI0.1IN
*20 mina 120°C
- Enfriamiento (T* ambiente)
- Ajuste de pH (4,0 - 4,5)
* Acetato de sodio 2,5M
- Hidrdlisis enzimética
* Clara-Diastasa 6%
*3 has0°C
- Precipitacion proteica
* Acido tricloroacético 50%
* 15 mina 90°C
- Enfriamiento (T* ambiente)
- Enrase hasta volumen
- Filtracion papel ALBET

Anilisis HPLC

- Filtracion membranas 0,45 pm
- Cartucho: Spherisorb ODS-2, 25 x 0.4 cm
- Detecciéon: FL 227:520 nm
- Volumen inyeccion 10 pl
- Fase movil:
* 75% Reactivo de par-idnico pH 2,7
* 25% Acetonitrilo

Fig. 19. Diagrama del procedimiento analitico para la determinacion de
RIBOFLAVINA
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5.B.2.1.2.5. Calculos

El contenido de riboflavina presente en la muestra, expresado en miligramos por

ciento, viene dado por la formula:

0,1 x Y

mg Riboflavina/100 g = ------emeemee-
P

Siendo :

Y = pg de riboflavina leidos en la curva de calibracion a partir del éarea

cromatografica

P = peso, en g, de la muestra inicial
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5.B.2.1.3. NIACINA

5.B.2.1.3.1. Reactivos

Todos los reactivos que se han utilizado son de grado analitico reconocido y el agua
se ha purificado por sistema Milli-Q Plus (Millipore Co., Milford, Massachusetts
01757 US.A.).

Acido nicotinico.- (99,5%, Merck, Art. 6817, D-6100 Darmstadt 1, Germany)

Nicotinamida.- (Sigma Chemical Co., Ref. N-3376, St. Louis, MO 63178, U.S.A))

1

Sulfato de zinc.- (Heptahidrato, Grado PA, Panreac, Ref. 131787)

Hidroxido de sodio.- (97%, Grado PRS, Panreac, Ref. 141687)

Acido ortofosforico.- (85%, 1,69 Kg/l, Grado PRS, Panreac, Ref. 141032)

1

Acetonitrilo.- (99,9%, 0,78 Kg/l, Grado HPLC, Panreac, Ref. 263093)

Acido 1-heptanosulfonico.- (Sal sodica, Sigma Chemical Co., Ref. H-2766)

Solucion estandar.- La solucién patrén de acido nicotinico y nicotinamida (1000
pg/ml) se prepara en un matraz aforado de color topacio de 100 ml con agua
ultrapura (Milli-Q Plus). Esta solucion puede almacenarse en un frigorifico durante
una semana. A partir de ella las soluciones de trabajo se preparan en el momento de

Su uso,

- Reactivo de par-i6nico 5 mM, pH 3,3 + 0,1.- Se disuelven 0,505 g de acido 1-
heptanosulfonico en 400 ml de agua, ajustando la solucion a pH 3,3 con acido
ortofosforico al 85% y diluyendo hasta un volumen final de 500 ml con agua. Esta

solucion se filtra a vacio a través de un filtro de nylon de 0,45 pm.
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- Fase movil.- Esta integrada por :

A - 75% Reactivo de par-ionico pH 3,3
B - 25% Acetonitrilo

- Gas helio.- Usado en la desgasificacion de la fase movil (S.E. de Carburos
Metalicos S.A., Aragon 300, 08009 Barcelona)

5.B.2.1.3.2. Aparatos

Material fungible de laboratorio en color topacio y en particular:

- Cromatoégrafo de liquidos.- Modelo HP 1090 equipado con un sistema de
inyeccion automatico, modelo Rheodyne 7010 e integrador modelo HP 3390A

(Hewlett-Packard Espaiiola, S.A., Ctra. N-VI, Km 18,400, 28230 Las Rozas,
Madrid)

- Detectores.- Detector de fotodiodos modelo HP 8452A (Hewlett-Packard Co.)
- Impresora.- Modelo HP ThinkJet (Hewlett-Packard Co.)

- Cartucho HPLC.- Spherisorb ODS-2 , 5 um tamaiio de particulas de relleno, 25 x
0,4 cm DI, N° TR-015033 (Teknokroma, 08190 - Sant Cugat del Vallés, Barcelona)

- Picadora.- Modelo “Luxe” Ref. 643, (Moulinex)

- Balanza analitica y de precision.- Modelo AE 160 (Mettler Instrumente AG,
CH - 8606 Greifensee, Switzerland)

- Frigorifico.- Modelo US-2360 P3 (Fagor)
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- pH-metro.- Modelo micropH 2002 (Crison Instrumente, AG, CH-6340 Baar,
Switzerland)

- Baiio termostatico.- Modelo Precisterm, Ref. 6000388 (J.P.Selecta S.A.)
- Centrifuga.- Modelo Megafuge 1,0 (Heraeus, Agustin de Foxa 25, 28036 Madrid)

- Agitador magnético.- Modelo Agimatic-N, Ref. 7000243 (J.P. Selecta S.A., Ctra.
N-II, Km 585,1, Abrera, Barcelona)

- Filtros.- De papel plegado ALBET N° 1305 y filtros 0,45 pm Millex-HV
(Millipore Co.)

- Sistema Milli-Q Plus, 220-240 V / 50 Hz - Ref. ZFMQO050 (Millipore Co.)

También se han empleado otros materiales de uso corriente en el laboratorio.

5.B.2.1.3.3. Preparacion de patrones

A partir de la solucion madre de acido nicotinico y nicotinamida que se ha preparado
en un unico matraz y se ha conservado en refrigeracion, se hacen en el momento de
utilizacion varias soluciones de trabajo mediante diluciones en agua. Se toman
alicuotas de las soluciones resultantes para someter al mismo proceso de extraccion y
cuantificacion que el blanco y las muestras. Con los resultados cromatograficos que
se han obtenido para las concentraciones finales de 20, 50, 100, 200 y 300 pg de
acido nicotinico y nicotinamida respectivamente, se preparan las dos curvas de
calibracion, que permiten cuantificar el contenido de vitamina en las muestras. Una
descripcion mas detallada se presenta en la figura 20.
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ACIDO NICOTINICO-
NICOTINAMIDA

SOLUCION MADRE

1000 pg/ml

5:100 (viv) 25:50 (viv) Diluciones en agua

‘______
‘_._

50 pg/ml 500 pg/ml SOLUCIONES
DE TRABAJO
VAS
£
A
/ \
4 4
2ml 5ml 1 ml 2ml 3ml Alicuotas para
extraccién
]
i I l l
# |
A 4
CONCENTRACIONES
20 ug 50 ug 100 pg 200 ug 300 ug PARA LA
CALIBRACION

Fig. 20. Diagrama de preparacion de patrones para la calibracion de ACIDO
NICOTINICO y NICOTINAMIDA
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5.B.2.1.3.4. Procedimiento analitico

Se pesan por duplicado en vasos de precipitados de 50 ml muestras de 10,000 g a
temperatura ambiente finamente picadas y homogéneas. A patrones, muestras y
blanco se adicionan 30 ml de agua mezclandose 2 min en un agitador magnético. Se
transfieren a matraces aforados color topacio de 100 ml de volumen enrasando con
agua ultrapura. Se centrifugan las muestras 5 min a 3000 r.p.m.. Se filtran a través de
papel de filtro ALBET. Se pipetean 20 ml de los respectivos extractos en matraces
aforados color topacio de 25 ml, se adicionan 1 ml de solucién acuosa saturada de
sulfato de zinc y 1 ml de solucion 1 N de hidroxido de sodio sucesivamente. Se
diluyen a volumen con agua, se mezclan bien y se dejan en reposo 30 min a
temperatura ambiente. Se filtran las soluciones a través de papel de filtro ALBET y
después se pasan por un filtro de 0,45 um recogiéndose en viales de color topacio

para el analisis cromatografico.

La separacion cromatografica se realiza en un cartucho Spherisorb ODS-2 25 x 0,4
cm, siendo la deteccion por UV a 261 nm. El volumen de inyeccion es 10 ul y la fase
movil es una mezcla al 75% de reactivo par-ionico a pH 3,3 y 25% de acetonitrilo
con una velocidad de flujo de 0,650 ml/min. La temperatura de la columna es de
35°C.

Las etapas principales del procedimiento analitico se presentan en la figura 21.
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DETERMINACION DE NIACINA

Extraccién

- Homogeneizacion de muestra
- Extraccion acuosa (T* ambiente)
- Enrase hasta volumen
- Centrifugacion 5 min/3000 r.p.m.
- Filtracion papel ALBET
- Precipitacion proteica
* Solucion saturada ZnSOs
* NaOH IN
- Enrase hasta volumen
- Reposo
* 30 min (T* ambiente)
- Filtracion papel ALBET

Andlisis HPLC

- Filtracion membranas 0.45 pm
- Cartucho: Spherisorb ODS-2, 25 x 0.4 cm
- Deteccion: UV 261 nm
- Volumen inyeccion 10 pl
- Fase mowil:
* 75% Reactivo de par-ionico pH 3,3
* 25% Acetonitrilo

Fig. 21. Diagrama del procedimiento analitico para la determinacion de NIACINA
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5.B.2.1.3.5. Calculos

El contenido total de niacina presente en la muestra, expresado en miligramos por
ciento, viene dado por la suma del contenido de acido nicotinico y nicotinamida,

calculados respectivamente por las formulas:

10x Y
mg Acido nicotinico/100 g = =====mmmmmmnm-
PxV
10 x Y
mg Nicotinamida/100 g = = ~=mememeemeen
Px V

Siendo :

Y = ug de acido nicotinico o de nicotinamida leidos en las curvas de calibracion

respectivas a partir de las areas cromatograficas
P = peso, en g, de la muestra inicial
V = volumen, en ml, de alicuota tomada

mg Niacina/100 g = mg Acido nicotinico/100 g + mg Nicotinamida/100 g
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5.B.2.1.4. VITAMINA Bg

5.B.2.1.4.1. Reactivos

Todos los reactivos que se han utilizado son de grado analitico reconocido y el agua
se ha purificado por sistema Milli-Q Plus (Millipore Co., Milford, Massachusetts

01757 US.A.).

- Hidrocloruro de piridoxal (PL).- (Sigma Chemical Co., Ref. P-9130, St. Louis, MO
63178, US.A))

Fosfato de piridoxal (PLP).- (98%, Sigma Chemical Co., Ref. P-9255)

Dihidrocloruro de piridoxamina (PM).- (98%, Sigma Chemical Co., Ref. P-9380)

Fosfato de piridoxamina (PMP).- (Sigma Chemical Co., Ref. P-9505)

Hidrocloruro de piridoxol, piridoxina (PN).- (Sigma Chemical Co., Ref. P-9755)

Acido metafosforico.- (35,9%, Sigma Chemical Co., Ref. M-5043)

Acido tricloroacético.- (99,5%, Grado PA, Panreac, Ref. 131067)

Acido clorhidrico.-(37%, 1,19 Kg/l, Grado PA, Panreac, Ref. 131020)

- Acido ortofosforico.- (85%. 1,69 Kg/l, Grado PRS, Panreac, Ref. 141032)
- Acetonitrilo.- (99,9%, 0,78 Kg/l, Grado HPLC, Panreac, Ref. 263093)
- Dihidrogeno fosfato de potasio.- (99%, Grado PA, Panreac, Ref. 131509)

- Solucién estandar.- Las soluciones patron de PL, PLP, PM y PMP (100 pg/ml) y

la solucion patréon de PN (500 pg/ml) se preparan respectivamente en matraces



aforados de color topacio de 100 ml con una solucién de acido clorhidrico 0,1 N.
Estas soluciones pueden almacenarse en oscuridad en un frigorifico durante un mes.
A partir de ellas las soluciones de trabajo se preparan en el momento de su uso.

- Tampon fosfato 0,05 M, pH 3,2 £ 0,1.- Se disuelven 3,44 g de dihidrogeno fosfato
de potasio en 400 ml de agua, ajustando la solucion a pH 3,2 con acido ortofosforico
al 85% y diluyendo hasta un volumen final de 500 ml con agua. Esta solucion se
filtra a vacio a través de un filtro de nylon de 0,45 pm.

- Fase movil.- Esta integrada por:

A- 99% Tampon fosfato pH 3,2
B- 1% Acetonitrilo

- Gas helio.- Usado en la desgasificacion de la fase movil (S.E. de Carburos
Metalicos S.A., Aragon 300, 08009 Barcelona)

5.B.2.1.4.2. Aparatos

Material fungible de laboratorio en color topacio y en particular:

- Cromatografo de liquidos.- Modelo HP 1090 equipado con un sistema de
inyeccion automatico, modelo Rheodyne 7010 e integrador modelo HP 3390A

(Hewlett-Packard Espaiiola, S.A., Ctra. N-VI, Km 18,400, 28230 Las Rozas,
Madrid)

- Detectores.- Detector de fotodiodos modelo HP 8452A y detector de
fluorescencia modelo HP 1046A (Hewlett-Packard Co.)

- Impresora.- Modelo HP ThinkJet (Hewlett-Packard Co.)
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- Columna HPLC.- Hypersil BDS Ci3, 5 um tamario de particulas de relleno, 10 x
0,46 cm DI, N° 59864581 (Shandon HPLC, Life Sciences (Spain) S.A., Carretera
Real 95, 08960 Sant Just Desvern, Barcelona)

- Picadora.- Modelo “Luxe” Ref. 643, (Moulinex)

- Balanza analitica y de precision.- Modelo AE 160 (Mettler Instrumente AG,
CH - 8606 Greifensee, Switzerland)

- Frgorifico.- Modelo US-2360 P3 (Fagor)

- pH-metro.- Modelo micropH 2002 (Crison Instrumente, AG, CH-6340 Baar,
Switzerland)

- Centrifuga.- Modelo Megafuge 1,0 (Heraeus, Agustin de Foxa 25, 28036 Madrid)

- Agitador magnético.- Modelo Agimatic-N, Ref. 7000243 (J.P. Selecta S.A., Ctra.
N-II, Km 585, 1, Abrera, Barcelona)

- Filtros.- De papel plegado ALBET N° 1305 vy filtros 0,45 pm Millex-HV
(Millipore Co.)

- Sistema Milli-Q Plus, 220-240 V / 50 Hz - Ref. ZFMQO050 (Millipore Co.)

También se han empleado otros materiales de uso corriente en el laboratorio.

5.B.2.1.4.3. Preparacion de patrones

A partir de las soluciones madre preparadas para los diversos vitameros de la
vitamina Bg, que se han conservado en refrigeracion y oscuridad, se preparan en el

momento de utilizacion las soluciones de trabajo mediante diluciones en agua. De
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éstas se toman alicuotas por duplicado para someter al mismo proceso de extraccion
y cuantificacion que el blanco y las muestras. Con los resultados cromatograficos
obtenidos para las concentraciones finales de cada vitamero se preparan las
respectivas curvas de calibracion, que permiten cuantificar el contenido de vitamina
en las muestras. Una descripcion mas detallada se presenta en las figuras (22-24).

PL,PM v PMP
SOLUCION MADRE

100 pg/ml

A
10:100 (v/v) 25:50 (viv) Diluciones en agua
|
|
|
I
|
]
Y
i SOLUCIONES
10 pg/ml 50 pg/ml DE TRABAJO
~ i -
- // ™ = i
, / B
| 2 | =
Alicuotas para
1 ml 2 ml 4 ml 5 ml 2ml extraccion
] T N T
| | | |
| | | |
+ + | |
h 4 Y
CONCENTRACIONES
PARA LA
10 u 20 40 50 100
ug Hg Hg HE HE CALIBRACION

Fig. 22. Diagrama de preparacion de patrones para la calibracion de
HIDROCLORURO DE PIRIDOXAL, DIHIDROCLORURO DE PIRIDOXAMINA
y FOSFATO DE PIRIDOXAMINA
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SOLUCION MADRE

N

A~ f/ |
| 2 \ 4
I ml 2 ml 3ml 4 ml Sml
l l y l l
100 pg 200 pg 300 ng 400 ug 500 pg

Alicuotas para

extraccion

CONCENTRACIONES
PARA LA
CALIBRACION

Fig. 23. Diagrama de preparacion de patrones para la calibracion de FOSFATO DE

PIRIDOXAL
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SOLUCION MADRE

A
2:100 (v/v) 10:100 (v/v) Diluciones en agua

I

!

v X

SOLUCIONES
10 ug/ml 50 pg/ml DE TRABAJO

e

[ S

| - .

. ' AN
Alicuotas para
2ml 3ml 6 ml 1 ml 2ml extraccion
T 1 I
| I |
[ I I
| |
Y Y + y
CONCENTRACIONES
20 ug 30 ng 60 pg 30 pg 1008 cAf[):i]:ti(I:‘;z)N

Fig. 24. Diagrama de preparacion
HIDROCLORURO DE PIRIDOXOL

de patrones para la calibracion de
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5.B.2.1.4.4. Procedimiento analitico

Se ha desarrollado un método HPLC para la separacion de cinco vitameros Bg (PL,
PLP, PM, PMP y PN). Se pesan por duplicado en vasos de precipitados de 50 ml
muestras de 10,000 g a temperatura ambiente finamente picadas y homogéneas. A
patrones, muestras y blanco se adicionan 20 ml de una solucién fria de acido
metafosforico al 5% (p/v). Los extractos se mezclan 2 min en un agitador magnético
para facilitar la extraccion. Después se llevan hasta un volumen de 100 ml con agua
en matraces aforados de color topacio. Se centrifugan las muestras 5 min a 3000
r.p.m.. Se filtran a través de papel de filtro ALBET y de forma previa al analisis
HPLC las muestras se pasan a través de un filtro de 0,45 um recogiéndose en viales
color topacio para su analisis cromatografico. Las muestras se han protegido de la luz
durante todo el proceso usando material de vidrio de color topacio o cubriendo con

un papel de aluminio.

La separacion cromatografica se realiza en una columna Hypersil BDS C,g 10 x 0,46
cm, siendo la deteccion por fluorescencia con una longitud de onda de excitacion de
290 nm y una longitud de onda de emision de 395 nm, para una ganancia de 16. El
volumen de inyeccion es 10 pl y la fase movil es una mezcla al 99% de solucién
tampon fosfato a pH 3,2 y 1% de acetonitrilo con una velocidad de flujo de 0,800
ml/min. La temperatura de la columna es de 35 °C.

Las etapas principales del procedimiento analitico se presentan en la figura 25.
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‘ DETERMINACION DE VITAMINA Bs '

Extraccion

- Homogeneizacion de muestra
- Hidrélisis acida (T* ambiente)

* Acido metafosforico 5%
- Enrase hasta volumen

- Filtracion papel ALBET

- Centrifugacion 5 min/3000 r.p.m.

Analisis HPLC

- Filtracion membranas 0,45 pm
- Columna: Hypersil BDS Cis, 10 x 0,46 cm
- Deteccion: FL 290:395 nm
- Volumen inyeccion 10 pl
- Fase movil:
* 99% Tampon fosfato pH 3,2
* 1% Acetonitrilo

Fig. 25. Diagrama del procedimiento analitico para la determinacion de

VITAMINA B,
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5.B.2.1.4.5. Calculos
El contenido de vitamina B presente en la muestra, expresado en miligramos por

ciento, viene dado por la suma del contenido de los diversos vitameros,

calculados por la férmula:

0,1 x Y

mg Vitamina B¢/100 g =3 -----m-meeee
P

Siendo :
2. = simbolo que indica la suma de ese calculo para cada vitamero

Y = pg de cada vitamero leidos en las curvas de calibracion respectivas a partir

de las areas cromatograficas

P = peso, en g, de la muestra inicial
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5.B.2.1.5. VITAMINA C

5.B.2.1.5.1. Reactivos

Todos los reactivos que se han utilizado son de grado analitico reconocido y el agua
se ha purificado por sistema Milli-Q Plus (Millipore Co., Milford, Massachusetts
01757 US.A)).

- Acido L-ascorbico.- (Vitamina C, 99,7%, Merck, Art. 127, D-6100 Darmstadt 1,

Germany)

- Acido metafosforico.- (35,9%, Sigma Chemical Co., Ref. M-5043, St. Louis, MO
63178, US.A))

- Acido ortofosforico.- (85%, 1,69 Kg/l, Grado PRS, Panreac, Ref. 141032)

- Acido etilendiaminotetraacético (EDTA).- (99%, Grado Puro, Sigma Chemical
Co., Ref. ED)

- Acetonitrilo.- (99,9%, 0,78 Kg/l, Grado HPLC, Panreac, Ref. 263093)

- Dihidrégeno fosfato de potasio.- (99%, Grado PA, Panreac, Ref. 131509)

- Solucién estandar.- La solucion patron de acido L-ascorbico (1000 pg/ml) se
prepara en un matraz aforado de color topacio de 100 ml con una solucién de acido
metafosforico al 2% (p/v) y 2 ml de solucion EDTA de 0,1 mg/ml. Esta solucion
puede almacenarse en oscuridad en un frigorifico durante una semana. A partir de

ella las soluciones de trabajo se preparan en el momento de su uso.

- Tampoén fosfato 0,02 M, pH 3,6 £ 0,1.- Se disuelven 1,37 g de dihidrogeno fosfato
de potasio en 400 ml de agua, ajustando la solucion a pH 3,6 con acido ortofosforico
al 85% y diluyendo hasta un volumen final de 500 ml con agua. Esta solucion se
filtra a vacio a través de un filtro de nylon de 0,45 pm.
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- Fase movil.- Esta integrada por:

A - 40% Tampoén fosfato pH 3,6
B - 60% Acetonitrilo

- Gas helio.- Usado en la desgasificacion de la fase movil (S.E. de Carburos
Metalicos S.A., Aragén 300, 08009 Barcelona)

5.B.2.1.5.2. Aparatos

Material fungible de laboratorio en color topacio y en particular:

- Cromatografo de liquidos.- Modelo HP 1090 equipado con un sistema de
inyeccion automatico, modelo Rheodyne 7010 e integrador modelo HP 3390A

(Hewlett-Packard Espafiola, S.A., Ctra. N-VI, Km 18,400, 28230 Las Rozas,
Madrid)

- Detector.- Detector de fotodiodos modelo HP 8452A (Hewlett-Packard Co.)
- Impresora.- Modelo HP ThinkJet (Hewlett-Packard Co.)

- Cartucho HPLC.- Spherisorb NH,, 5 um tamafio de particulas de relleno, 25 x 0,4
cm DI, N° TR-015051 (Teknocroma, 08190- Sant Cugat del Vallés, Barcelona)

- Picadora.- Modelo “Luxe” Ref. 643, (Moulinex)

- Balanza analitica y de precision.- Modelo AE 160 (Mettler Instrumente AG,
CH - 8606 Greifensee, Switzerland)

- Frigorifico.- Modelo US-2360 P3 (Fagor)
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- pH-metro.- Modelo micropH 2002 (Crison Instrumente, AG, CH-6340 Baar,
Switzerland)

- Centrifuga.- Modelo Megafuge 1,0 (Heraeus, Agustin de Foxa 25, 28036 Madrid)

- Agitador magnético.- Modelo Agimatic-N, Ref. 7000243 (J.P. Selecta S.A., Ctra.
N-II, Km 585, 1, Abrera, Barcelona)

- Filtros.- De papel plegado ALBET N° 1305 y filtros 0,45 pm Millex-HV
(Millipore Co.)

- Sistema Milli-Q Plus, 220-240 V / 50 Hz - Ref. ZFMQ050 (Millipore Co.)

También se han empleado otros materiales de uso corriente en el laboratorio.

5.B.2.1.5.3. Preparacién de patrones

A partir de la soluciéon madre de acido L-ascorbico, que se ha conservado en
refrigeracion y oscuridad, se preparan en el momento de utilizacion varias soluciones
de trabajo mediante diluciones en agua. De las soluciones resultantes se toman
alicuotas por duplicado para someter al mismo proceso de extraccion y cuantificacion
que el blanco y las muestras. Con los resultados cromatograficos que se han obtenido
para las concentraciones finales de 50, 75, 100, 150 y 200 pg de acido L-ascorbico se
prepara la curva de calibracion, que permite cuantificar el contenido de vitamina en
las muestras. Una descripcion mas detallada se presenta en la figura 26.
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ACIDO
L-ASCORBICO

1000 pg/ml

25:100 (viv) 20:100 (viv)
|
i
I
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250 pg/ml 200 pg/ml
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v v 4
50 ug 75 png 150 pg 100 pg 200 pg

SOLUCION MADRE

Diluciones en agua

SOLUCIONES
DE TRABAJO

Alicuotas para
extraccion

CONCENTRACIONES
PARA LA
CALIBRACION

Fig. 26. Diagrama de preparacion de patrones para la calibracion de ACIDO

L-ASCORBICO
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5.B.2.1.5.4. Procedimiento analitico

Se pesan por duplicado en vasos de precipitados de 50 ml muestras de 5,000 g a
temperatura ambiente finamente picadas y homogéneas. A patrones, muestras y
blanco se adicionan 20 ml de una solucién fria de acido metafosforico al 5% (p/v) y 1
ml de una solucion EDTA de 0,1 mg/ml, mezclandose 2 min en un agitador
magnético para facilitar la extraccion. Después se llevan hasta un volumen de 50 ml
con agua en matraces aforados de color topacio. Se centrifugan las muestras 5 min a
3000 rpm. Se filtran a través de papel de filtro ALBET, y se diluyen (1:2) con agua
ultrapura (Milli-Q Plus). De forma previa al analisis HPLC las muestras se pasan a
través de un filtro de 0,45 pm recogiéndose en viales color topacio para su analisis
cromatografico. Las muestras se han protegido de la luz durante todo el proceso
usando material de vidrio de color topacio o cubriendo con papel de aluminio.

La separacion cromatografica se realiza en un cartucho Spherisorb NH; 25 x 0,4
cm, siendo la deteccion por UV a 248 nm. El volumen de inyeccion es 10 pl y la fase
movil es una mezcla al 40% de solucién tampén fosfato a pH 3,6 y 60% de
acetonitrilo con una velocidad de flujo de 1,000 mI/min. La temperatura de la

columna es de 35 °C.

Las etapas principales del procedimiento analitico se presentan en la figura 27.
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DETERMINACION DE ACIDO L-ASCORBICO

Extraccion

- Homogeneizacion de muestra
- Hidrolisis acida (T* ambiente)
* Acido metafosforico 5%
*EDTA 0,1 mg/ml
- Enrase hasta volumen
- Centrifugacion 5 min/3000 r.p.m.
- Filtracion papel ALBET
- Dilucion (1:2)
* Agua ultrapura

Analisis HPLC

- Filtracion membranas 0.45 um
- Cartucho: Spherisorb NH2, 25 x 0,4 cm
- Deteccion: UV 248 nm
- Volumen inyeccion 10 ul
- Fase movil:
* 40% Tampon fosfato pH 3,6
* 60% Acetonitrilo

Fig. 27. Diagrama del procedimiento analitico para la determinacion de
ACIDO L-ASCORBICO
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5.B.2.1.5.5. Calculos

El contenido de acido L-ascorbico presente en la muestra, expresado en

miligramos por ciento, viene dado por la formula:

5 x XY

mg Acido L-ascérbico/100 g = ------mmnvmnenv
P x V

Siendo :

Y = pg de acido L-ascorbico leidos en la curva de calibracion a partir del area

cromatografica
P = peso, en g, de la muestra inicial

V = volumen, en ml, de alicuota tomada
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5.B.2.2. VITAMINAS LIPOSOLUBLES

5.B.2.2.1. VITAMINA A

5.B.2.2.1.1. Reactivos

Todos los reactivos que se han utilizado son de grado analitico reconocido y el agua
se ha purificado por sistema Milli-Q Plus (Millipore Co., Milford, Massachusetts

01757 U.S.A.).

- Acetato de todo-trans-retinol.- (Sigma Chemical Co., Ref. R-4632, St. Louis, MO
63178, U.S.A.)

2-Propanol.- (99,8%, 0,79 Kg/l, Grado HPLC, Panreac, Ref. 261090)

Pirogalol.- (Reactivo ACS, Sigma Chemical Co., Ref. P-2923)

Hidréxido de potasio.- (85%, Grado PA, Panreac, Ref. 131515)

Etanol.- (96% , 0,81 Kg/l, Grado PA, Panreac, Ref. 131085)

n-Hexano.- (99%, 0,66 Kg/l, Grado PA, Panreac, Ref. 132063)

Sulfato de sodio anhidro.- (99%, Grado PRS, Panreac, Ref. 141716)

1

Gas nitrogeno.- (S.E. de Carburos Metalicos S.A., Aragon, 300, 08009 Barcelona)

Acetonitrilo.- (99,9%, 0,78 Kg/l, Grado HPLC, Panreac, Ref. 263093)

- Tetrahidrofurano.- (99%, 0,89 Kg/l, Grado HPLC, Panreac, Ref. 261736)

- Fenolftaleina.- (Merck, Art. 7233, D-6100 Darmstadt 1, Germany)
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- Solucion estandar.- La solucién patron de acetato de todo-frans-retinol
(aproximadamente 350 pig/ml) se prepara en un matraz aforado de color topacio de
100 ml con una solucién pura de 2-propanol. Esta solucion puede almacenarse en
oscuridad en un frigorifico y en presencia de nitrogeno durante un mes. A partir de
ella las soluciones de trabajo se preparan en el momento de su uso.

- Fase movil.- Esta integrada por:

A - 10% Tetrahidrofurano
B - 90% Acetonitrilo

- Gas helio.- Usado en la desgasificacion de la fase movil (S.E. de Carburos
Metalicos S.A., Aragon 300, 08009 Barcelona)

5.B.2.2.1.2. Aparatos

Material fungible de laboratorio en color topacio y en particular:

- Cromatografo de liquidos.- Modelo HP 1090 equipado con un sistema de
inyeccion automatico, modelo Rheodyne 7010 e integrador modelo HP 3390A
(Hewlett-Packard Espatiola, S.A., Ctra. N-VI, Km 18,400, 28230 Las Rozas,
Madrid)

- Detector.- Detector de fotodiodos modelo HP 8452A (Hewlett-Packard Co.)

- Impresora.- Modelo HP ThinkJet (Hewlett-Packard Co.)

- Cartucho HPLC.- Spherisorb ODS-2, 5 um tamario de particulas de relleno, 15 x
0,4 cm DI, N° TR-015032 (Teknocroma, 08190- Sant Cugat del Vallés, Barcelona)

- Picadora.- Modelo “Luxe” Ref. 643, (Moulinex)
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- Balanza analitica y de precision.- Modelo AE 160 (Mettler Instrumente AG,
CH - 8606 Greifensee, Switzerland)

- Frigorifico.- Modelo US-2360 P3 (Fagor)

- Refrigerante Liebig-West.- Ref. 2306 (Pobel, C/. Luis I, s/n., Poligono Industrial
Vallecas IV, 28031 Madnid)

- Centrifuga.- Modelo Megafuge 1,0 (Heraeus, Agustin de Foxa 25, 28036 Madnd)

- Agitador magnético.- Modelo Agimatic-N, Ref. 7000243 (J.P. Selecta S.A., Ctra.
N-II, Km 585,1, Abrera, Barcelona)

- Rotavapor.- Modelo RE/A (Biichi Laboratoriums-Technik AG, CH-9230
Flawil, Switzerland)

- Vacobox.- Modelo B-160 (Biichi Laboratoriums-Technik AG, CH-9230
Flawil, Switzerland)

- Filtros.- De papel plegado ALBET N° 1305 vy filtros 0,45 um Millex-HV
(Millipore Co.)

- Sistema Milli-Q Plus, 220-240 V /50 Hz - Ref. ZFMQO050 (Millipore Co.)

También se han usado otros materiales de uso corriente en el laboratorio.

5.B.2.2.1.3. Preparacion de patrones

A partir de la solucion madre de acetato de todo-frans-retinol, que se ha conservado
en refrigeracion, oscuridad y atmosfera inerte de nitrogeno, se preparan en el

momento de utilizacién varias soluciones de trabajo de menor concentracion
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mediante diluciones en agua. De las soluciones resultantes se toman alicuotas por
duplicado para someter al mismo proceso de extraccion y cuantificacion que el
blanco y las muestras. Con los resultados cromatograficos que se han obtenido para
las concentraciones finales de 3,5, 7, 14, 17,5 y 21 ug de acetato de todo-trans-
retinol se prepara la curva de calibracién, que permite cuantificar el contenido de
vitamina en las muestras. Una descripcion mas detallada se presenta en la figura 28.

ACETATO DE
TODO-TRANS-RETINOL

SOLUCION MADRE

350 pg/ml

A~ \

1:100 (v/v) 2:100 (v/v) Diluciones en agua
!
|
|
v
SOLUCIONES
3,5 pg/ml 7 pg/ml DE TRABAJO
A
- = ;‘l N =~ i
5 / ‘ By
| 4 4 “A
Alicuotas para
1 ml 2ml 4ml 5ml 3ml extraccion
i | ] 1
| | | |
v v v v 3
CONCENTRACIONES
35u 7 14 17,5 21 PARA LA
ug ug ue ug ug CALIBRACION

Fig. 28. Diagrama de preparacion de patrones para la calibracion de ACETATO DE
TODO-TRANS-RETINOL
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5.B.2.2.1.4. Procedimiento analitico

Se pesan por duplicado en matraces de fondo plano en color topacio de 250 ml
muestras de 7,000 g a temperatura ambiente finamente picadas y homogéneas. A
patrones, muestras y blanco se afiaden 50 mg de pirogalol, 10 ml de agua, 10 ml de
solucion de hidroxido potasico 13 N en agua y 15 ml de etanol, mezclandose en
atmosfera de nitrogeno 15 min. Los extractos de muestra se saponifican a reflujo en
bafio Maria 20 min a 45 °C. Se enfrian rapidamente con agua corriente, las mezclas
se centrifugan 5 min a 3000 r.p.m. y después se transfieren los sobrenadantes a
embudos conicos de decantacion de 250 ml. Las vitaminas liposolubles se extraen
tres veces con volumenes de 50 ml de n-hexano, permitiendo la separacion de la fase
acuosa y organica. Los extractos organicos combinados se lavan cuidadosamente con
sucesivas porciones de 20 ml de agua destilada hasta que las aguas de lavado quedan
libres de alcalis, no dando coloracion a una solucion de fenolftaleina al 1%. Durante
los lavados la agitacion debe ser suave para evitar la formacion de emulsiones, las
cuales, si no se rompen, retienen algunas de las vitaminas resultando en una pobre
recuperacion. Las soluciones se hacen pasar seguidamente por un filtro ALBET que
contiene sulfato sodico anhidro, lavando a continuacion con 10 ml de n-hexano. Las
muestras se transfieren a matraces de fondo plano de 250 ml evaporandolas a vacio
en un rotavapor a 40 °C hasta disminuir su volumen a unos mililitros (< 5ml). Los
extractos se disuelven en etanol, se vuelven a evaporar reduciendo volumen y los
residuos se arrastran con etanol hasta un volumen final de 5 ml en tubos de color
topacio graduados. A continuacion se pasan las muestras por un filtro de 0,45 pum
recogiéndose en viales color topacio para su analisis cromatografico.

La separacion cromatografica se realiza en un cartucho Spherisorb ODS-2 15 x 0,4
cm, siendo la deteccion para el todo-trans-retinol por UV a 325 nm. El volumen de
inyeccion es 10 pl y la fase movil es una mezcla al 10% de tetrahidrofurano y 90%
de acetonitrilo con una velocidad de flujo de 0,800 ml/min. La temperatura de la

columna es de 35 °C.

Las etapas principales del procedimiento analitico se presentan en la figura 30.
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5.B.2.2.1.5. Calculos

El contenido de todo-trans-retinol presente en la muestra, expresado en microgramos

por ciento, viene dado por la formula:

100 x ¥ x f
g Todo-Trans-Retinol/100 g =

Siendo:

Y = ug de acetato de todo-frans-retinol leidos en la curva de calibracion a partir del
area cromatografica

f = 0,872 (factor que permite transformar los pig de acetato de todo-trans-retinol en

ug de todo-frans-retinol)

P = peso, en g, de la muestra inicial
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5.B.2.2.2. VITAMINA E

5.B.2.2.2.1. Reactivos

Todos los reactivos que se han utilizado son de grado analitico reconocido y el agua
se ha purificado por sistema Milli-Q Plus (Millipore Co., Milford, Massachusetts

01757 US.A.).

- Acetato de DL-a-tocoferol.- (97-102%, Merck, Art. 8284, D-6100 Darmstadt 1,

Germany)
- Etanol.- (96% , 0,81 Kg/l, Grado PA, Panreac, Ref. 131085)

- Pirogalol.- (Reactivo ACS, Sigma Chemical Co., Ref. P-2923, St. Louis, MO
63178, US.A.)

Hidroxido de potasio.- (85%, Grado PA, Panreac, Ref. 131515)

n-Hexano.- (99%, 0,66 Kg/l, Grado PA, Panreac, Ref. 132063)

Sulfato de sodio anhidro.- (99%, Grado PRS, Panreac, Ref. 141716)

Gas nitrogeno.- (S.E. de Carburos Metalicos S.A., Aragén, 300, 08009 Barcelona)

Acetonitrilo.- (99,9%, 0,78 Kg/1, Grado HPLC, Panreac, Ref. 263093)

- Tetrahidrofurano.- (99%, 0,89 Kg/l, Grado HPLC, Panreac, Ref. 261736)

- Solucién estandar.- La solucion patron de acetato de DL-a-tocoferol
(aproximadamente 1000 pg/ml) se prepara en un matraz aforado de color topacio de
100 ml con una solucién pura de etanol. Esta solucion puede almacenarse en
oscuridad en un frigorifico y en presencia de nitrégeno durante un mes. A partir de

ella la solucion de trabajo se prepara en el momento de su uso.
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- Fase movil.- Esta integrada por:

A - 10% Tetrahidrofurano
B - 90% Acetonitrilo

- QGas helio.- Usado en la desgasificacion de la fase movil (S.E. de Carburos
Metalicos S.A., Aragon 300, 08009 Barcelona)

5.B.2.2.2.2. Aparatos

Se ha utilizado el mismo material que el empleado en la determinacion del acetato de
todo-trans-retinol, detallado en 5.B.2.2.1.2.

5.B.2.2.2.3. Preparacién de patrones

A partir de la solucion madre de acetato de DL-a-tocoferol, que se ha conservado en
refrigeracion, oscuridad y atmdsfera inerte de nitrégeno, se prepara en el momento de
utilizacion una solucion de trabajo de menor concentracion mediante dilucion en
agua. De la solucién resultante se toman alicuotas por duplicado para someter al
mismo proceso de extraccion y cuantificacion que el blanco y las muestras. Con los
resultados cromatograficos que se han obtenido para las concentraciones finales de
50, 100, 150, 200 y 250 pg de acetato de DL-a-tocoferol se prepara la curva de
calibracion, que permite cuantificar el contenido de vitamina en las muestras. Una
descripcion mas detallada se presenta en la figura 29.
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ACETATO DE
DL-a -TOCOFEROL

1000 pg/ml

SOLUCION MADRE

Dilucion en etanol

SOLUCION DE TRABAJO

Alicuotas para
extraccion

50 pg

100 pg

150 ug

CONCENTRACIONES

PARA LA
200 250
8e he CALIBRACION

Fig. 29. Diagrama de preparacion de patrones para la calibracion de ACETATO DE
DL-a-TOCOFEROL
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5.B.2.2.2.4. Procedimiento analitico
El proceso de extraccion se ha detallado en el apartado 5.B.2.2.1.4.

La separacion cromatografica se realiza en un unico analisis junto con el todo-trans-
retinol, siendo la deteccion para el DL-a-tocoferol por fluorescencia a una longitud
de onda de excitacion de 292 nm y una longitud de onda de emision de 330 nm, para

una ganancia de 14. El volumen de inyeccion es 10 pl y la fase movil es una mezcla
al 10% de tetrahidrofurano y 90% de acetonitrilo con una velocidad de flujo de 0,800
ml/min. La temperatura de la columna es de 35 °C.

Las etapas principales del procedimiento analitico se presentan en la figura 30.
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DETERMINACION DE VITAMINAS

TODO-TRANS-RETINOL y DL-a-TOCOFEROL

Saponificacion

- Homogeneizacion de muestra
- Saponificacion a reflujo
* Pirogalol
* Potasa etanolica
* Atmosfera N2
* 20 min a 45°C
- Enfriamiento
b
Y 4

Extraccion

- Centrifugacion 5 min/3000 r.p.m.
- Extraccion con n-hexano
.| - Lavado con agua
> - Filtracion papel ALBET {\
* Sulfato sédico anhidro
- Evaporacion a vacio (40°C)
- Redisolucién en etanol

‘.\

\\ 1
) ’
P
e —

Analisis HPLC (Todo-Trans-Retinol) Andlisis HPLC (DL-a-Tocoferol)

- Filtracion membranas 0.45 pm - Filtracion membranas 0.45 pm
- Cartucho: Spherisorb ODS-2. 15 x 0,4 cm | - Cartucho: Spherisorb ODS-2, 15 x 0,4 cm
- Deteccion: UV 325 nm - Deteccion: FL 292:330 nm
- Volumen inyeccion 10 pl - Volumen inyeccion 10 pl
- Fase movil: - Fase movil:

* 10% Tetrahidrofurano * 10% Tetrahidrofurano

* 90% Acetonitrilo * 90% Acetonitrilo

Fig. 30. Diagrama del procedimiento analitico para la determinacion de
TODO-TRANS-RETINOL y DL-a-TOCOFEROL
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5.B.2.2.2.5. Calculos

El contenido de DL-a-tocoferol presente en la muestra, expresado en miligramos

por ciento, viene dado por la formula:

01xYxf
mg DL-a-Tocoferol/100 g =

Siendo:

Y = ug de acetato de DL-a-tocoferol leidos en la curva de calibracion a partir del

area cromatografica

f = 0,911 (factor que permite transformar los pg de acetato de DL-a-tocoferol

en ug de DL-a-tocoferol)

P = peso, en g, de la muestra inicial
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
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6.A. EXPERIMENTOS METODOLOGICOS
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6.A.1. VITAMINAS HIDROSOLUBLES

6.A.1.1 VITAMINA B,

El procedimiento analitico descrito para la extraccion de vitamina B, indicado en
el apartado 5.B.2.1.1.4. se ha elaborado después de la realizacion de una serie de
estudios basados en la bibliografia revisada que se exponen a continuacion.

6.A.1.1.1. Estudio para la optimizacion de la separacion cromatogrifica de

tiocromo

El objetivo ha sido preparar un método que permita la separacion cromatografica
mas adecuada para la vitamina B, en productos carnicos cocidos con el minimo
tiempo, esfuerzo y coste. Revisada la bibliografia no se han encontrado métodos
especificos para estos productos, por lo que aprovechando la experiencia de
diferentes autores (tablas 10-12) se inicia el estudio empleando un método de

separacion en fase inversa, por ser el mas utilizado.

Se ha seleccionado como columna un cartucho Spherisorb Cg (5 um, 25 x 0,4 cm
DI). Se ha elegido este relleno por tratarse de microparticulas de silice esféricas,
totalmente porosas con una total ausencia de silanoles residuales para evitar su
interaccion con los compuestos a cromatografiar. A continuacion, el primer paso
ha sido determinar la composicion 6ptima de la fase moévil. Inicialmente se han
estudiado mezclas de acetonitrilo-agua (60:40 v/v) y mezclas de metanol-agua
(70:30 v/v) en eluciones isocraticas, intentando simplificar los eluyentes que han
empleado otros investigadores para productos que son diferentes. Se ha aplicado
el ensayo a un patrén puro de tiamina de 2 pg que previamente ha sido oxidado a

tiocromo segun se describe en el apartado 5.B.2.1.1.4.

Observando los cromatogramas que se han obtenido en seis inyecciones
efectuadas para cada uno de los casos estudiados, la mejor seiial para la

separacion de tiocromo se ha logrado empleando como fase movil la mezcla de
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acetonitrilo-agua, aunque el compuesto eluye muy rapido, a un tiempo de
retencion de 2,262 min y el pico cromatografico tiene poca intensidad. Por lo
tanto, se ha decidido modificar la relacion de la fase movil a (30:70 v/v) y se ha
estudiado la influencia del pH en la separacion cromatografica. Para ello, se ha
tamponado la fase acuosa a pH 2,7 (Tampon fosfato SmM), a pH 5,2 (Tampon
fosfato SmM) y a pH 7,0 (Tampon fosfato SmM), estudiandose por separado las
tres opciones en seis determinaciones respectivamente. Como se observa en las
tablas (10-12) los autores no coinciden entre si en los valores de pH utilizados,
Ayi et al., (1985) trabajaron a pH 7,7, Bettendorff er al., (1986) a pH 8,5,
Botticher & Botticher (1986) a pH 4,4. Debe considerarse que los métodos no
son homologos entre si, cada uno esta aplicado a un producto y a una columna
determinada, obteniéndose buenos resultados en cada uno de los casos.

En este estudio concreto la mejor separacion para el tiocromo se ha logrado
utilizando como fase movil una mezcla de acetonitrilo-tampon fosfato 5 mM a
pH 7,0 en una proporcién de (30:70 v/v), operando con una velocidad de flujo de
0,650 ml/min a una temperatura de 35 °C. El tiempo de retencién en estas
condiciones para el tiocromo ha sido de 3,929 min. Incrementando la cantidad de
acetonitrilo en la fase movil el tiempo de retencion disminuye. Fellman et al.,
(1982), Dawson et al., (1988) y Higg & Kumpulainen (1993) han usado en la
determinacion simultanea de vitamina B; y vitamina B, una fase movil de
composicion parecida formada por una mezcla de metanol-tampén fosfato (0,01
M; 0,02 M; 5 mM) a pH 7,0 pero trabajando con columnas Cg-Radial-Pak, C y
u-Bondapak C,g-Radial-Pak que son diferentes y aplicandolo a otras muestras,

obteniendo también buenos resultados.

La mayor intensidad para la sefial de tiocromo se ha alcanzado con el tampoén
fosfato a pH 7,0. Se confirma que la intensidad de fluorescencia del tiocromo es
funcion del pH y alcanza un valor fijo para valores de pH superiores a 8,0 (Ishii
et al., 1979). Para valores de pH inferiores a 7,0 la intensidad de fluorescencia
disminuye. Mediante el espectro de excitacion y de emision del tiocromo, se ha

encontrado que los maximos corresponden en las condiciones de operacion a una
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longitud de onda de excitacion de 360 nm y una longitud de onda de emision de
430 nm.

Este método se ha aplicado al patrén de tiamina obteniendo el cromatograma de
la figura 31. Las condiciones cromatograficas permiten una buena separacion de
la tiamina con una sefial simétrica y bien definida, habiéndose preparado un
procedimiento adecuado para aplicacion en productos carnicos cocidos.
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Fig. 31. Cromatograma de TIAMINA en Patron (2 pg; 3,929 min)



213 Experimentos metodologicos

6.A.1.1.2. Estudio para la determinacién cuantitativa de tiocromeo por HPLC

La conversion de tiamina en su derivado fluorescente, tiocromo, segiin el método
de la AOAC, 1990 (Ref. 942.23) implica la oxidacion del extracto de la muestra
con ferricianuro alcalino, mezclando suavemente, y extrayendo el tiocromo
resultante con un disolvente organico, alcohol isobutilico, midiendo

posteriormente por fluorescencia la concentracion de tiocromo.

Se ha experimentado este proceso con varios patrones de tiamina (2,5 y 5 pg).
Puesto que los resultados son poco precisos se ha buscado otra alternativa que
sustituya la extraccion de tiocromo con alcohol isobutilico. En la bibliografia
revisada se ha observado la propuesta de incorporar una etapa de purificacion y
concentracion de tiocromo mediante extraccion en fase sélida con cartuchos Sep-
Pak (Fellman et al., 1982; Hasselmann et al., 1989; Ollilainen et al., 1993). El
proceso se ha ensayado con los anteriores patrones de tiamina, y las
concentraciones finales de lavado y de elucion de los cartuchos que se han usado
se detallan en 5.B.2.1.1.4., siendo diferentes a las utilizadas por los autores
anteriores, por permitir obtener mejor limite de deteccion (0,01 mg/100 g).

La tabla 40 presenta los datos obtenidos en el estudio. Como se observa, la
operacion en la que se produce y extrae el tiocromo, es menos reproducible si se
utiliza el método de la AOAC. Sin embargo, la investigacion realizada utilizando
un cartucho Sep-Pak C,g para concentrar y purificar el tiocromo presente,
eliminando la presencia del exceso de reactivo oxidante (ferricianuro potasico) en
la fase movil, mejora la sensibilidad, linealidad y precision del método. Estos
cartuchos se reutilizan durante diez veces sin cambio aparente en la capacidad de
separacion, lo que hace que la etapa de concentracion sea relativamente
econdmica.
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TABLA 40. Determinacion cuantitativa de TIOCROMO por HPLC

Muestra Método AOAC Extraccién Sep-Pak
(ng) x *(n=10) +SD x *(n=10)+ SD
2.5 133,62 £ 5,773 184,53 + 1,673
5,0 197,24 + 8,834 357,42 £ 1,937

* Los datos representan las areas cromatograficas obtenidas en el analisis por

duplicado de las muestras

6.A.1.1.3. Estudio para la optimizacién de la digestion enzimitica en la
extraccion de tiamina a partir de productos cdrnicos cocidos

Basandose en la bibliografia y considerando la naturaleza proteica de las
muestras se han ensayado tres enzimas diferentes en la busqueda de la digestion
enzimatica adecuada para la extraccion de tiamina en productos carnicos cocidos,

asi como pruebas sin ningin tipo de tratamiento enzimatico.

Se ha usado papaina (Difco N° 0253-17-5), pepsina (Merck N° 7190) y clara-
diastasa (Fluka N° 27540) trabajando con diferentes concentraciones (3, 6 y 9%)
y variando el tiempo de incubacion (2, 3 y 4 h). Las determinaciones se han
llevado a cabo con tres productos distintos (chopped beef, lunch y chopped de
pavo). La tabla 41 detalla los datos Optimos obtenidos después de los varios
tratamientos enzimaticos realizados en la extraccidon de tiamina. En la figura 32
se representan dichos resultados, los cuéles son constantes e independientes del
producto utilizado. La concentracion de enzima a emplear y el tiempo de
incubacion optimos son un 6% (p/v) durante 3 h a una temperatura de 50 °C. Se



215 Experimentos metodologicos

observan diferencias significativas, dependiendo del enzima usado (o de si no se
ha empleado). Esto indica que la ttamina no se encuentra en la muestra en forma
libre, sino combinada como complejo proteico o como éster del acido -

pirofosforico.

Observando los datos de la tabla adjunta se aprecia que la mayor cuantificacion
de tiamina en los productos analizados, se consigue utilizando el enzima clara-
diastasa. Puesto que los valores obtenidos para ese caso, son los mas altos, se han
tomado como referencia y se ha supuesto que corresponden con el 100% de
extraccion de tiamina en el producto. Teniendo en cuenta esto, en el caso de
emplear papaina los resultados son de 34,7 + 0,7%, en el caso de usar pepsina
son 47,6 + 1,3% y cuando no hay tratamiento enzimatico son 41,5 + 0,6%. Por lo
tanto, se ha decidido el empleo de clara-diastasa, que al ser una mezcla de seis
enzimas diferentes (a-amilasa, celulasa, invertasa, peptidasa, fosfatasa y
sulfatasa) permite liberar con mas facilidad a la vitamina y lograr mejor deteccion
de la misma. Este mismo enzima ha sido anteriormente utilizado con éxito por
Hégg & Kumpulainen (1993) en cereales principalmente.



TABLA 41. Efecto de diversos tratamientos enzimaticos en la determinacion de TITAMINA

Enzima " Chopped beef Lunch Chopped pavo
(mg/100 g) * Extraccion (mg/100 g) * Extraccion (mg/100 g) * Extraccion
(%) (%) (%)
Papaina 0,054 + 0,004 34,4 0,177 £0,018 35,3 0,014 + 0,002 34,1
Pepsina 0,075 + 0,005 47,8 0,231 + 0,021 46,3 0,020 + 0,003 48,8
Clara-Diastasa 0,157 + 0,007 100,0 0,499 £ 0,030 100,0 0,041 £ 0,004 100,0
Ningan enzima 0,066 + 0,004 42,0 0,204 £ 0,026 40,9 0,017 + 0,002 41,5

® Los datos representan x (n=6) + SD por duplicado
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6.A.1.1.4. Determinacion de los pardmetros analiticos

Para comprobar la bondad de los métodos analiticos seleccionados se ha

evaluado la precision y la exactitud de cada uno de ellos.

PRECISION

La precision se expresa como coeficiente de variacion y representa el grado de
dispersion entre resultados individuales cuando el método se aplica

repetidamente a una muestra homogénea.

Para cada vitamina analizada se ha calculado la repetibilidad durante un dia como
el coeficiente de variacion obtenido en el analisis de seis réplicas de una unica
muestra y la reproducibilidad durante tres meses como el coeficiente de variacion

obtenido en el analisis por duplicado de diez muestras diferentes de un mismo

producto.

El estudio se ha ensayado con la muestra de lunch y los resultados se presentan
en la tabla 42.

TABLA 42. Determinacion de TIAMINA: Precision

Muestra n x+SD CV

(mg/100 g) (%)
Lunch® 1 0,455 + 0,007 1,5
Lunch ® 10 0,496 + 0,026 5,2

* Analisis de seis réplicas de una tinica muestra durante un dia
® Analisis por duplicado de diez muestras diferentes durante tres meses
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Cuando se analizan muestras diferentes de un mismo producto a lo largo de un
tiempo, el coeficiente de variacion es mas alto que si se trabaja con réplicas de
una unica muestra de dicho producto. Ello es debido a que la composicion
vitaminica de la materia prima varia segin la especie animal y segun la
alimentacion. Este comportamiento se ha observado para todas las vitaminas
estudiadas.

EXACTITUD

Se evalua mediante ensayos de recuperacion. Para cada vitamina analizada se han
tomado doce alicuotas de una unica muestra, adicionandose cantidades conocidas
de dicha vitamina a seis de ellas. Todas las muestras se analizan siguiendo el
correspondiente procedimiento analitico. El porcentaje de recuperacion se calcula
en todos los casos mediante la siguiente expresion:

Cantidad hallada - Cantidad presente

% Recuperacion = x 100
Cantidad adicionada

Los resultados de exactitud para tiamina se detallan en la tabla 43.
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TABLA 43. Determinacion de TIAMINA: Exactitud

Muestra Cantidad Cantidad Cantidad  Recuperacion
presente adicionada hallada
(mg/100g)  (mg/100g)  (mg/100 g) (%)
Lunch®
- 0,448
- 0,445
5 0,457
- 0,463
- 0,455
- 0,461
x+SD 0.455 + 0,007
0,455 0,250 0,688 93,2
0,455 0,250 0,685 92,0
0,455 0,250 0,691 94,4
x+SD 0,688 + 0,003
0,455 0,500 0,924 93,8
0,455 0,500 0,929 94,8
0,455 0,500 0,926 94,2
x+SD 0,926 +0,003 93,7+ 1,0

* Analisis de doce réplicas de una tinica muestra durante un dia

La recuperacion para la tiamina oscila entre 92,0-94,8% con un valor medio de
93,7%. La reproducibilidad de la exactitud se ha estudiado durante cinco dias

sucesivos, obteniendo un coeficiente de variacion de 1,5%.
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6.A.1.1.5. Sistema de calibracion y ensayo

La cuantificacion de las vitaminas se ha realizado mediante estandarizacion
externa. Las concentraciones de los diversos patrones que se han preparado en
cada caso se representan frente a las areas cromatograficas que se han obtenido
por HPLC para cada una de esas sefiales; construyendo asi las correspondientes
curvas de calibracion. La reproducibilidad de la regresion se ha ensayado para
cada vitamina seis veces durante un periodo de tres meses, detallandose el
coeficiente de variacién obtenido para la pendiente.

La tabla 44 contiene los datos de calibracion obtenidos para las concentraciones
de tiamina detalladas en 5.B.2.1.1.3. siguiendo el procedimiento analitico
descrito en 5.B.2.1.1.4.

TABLA 44. Datos de calibracion para TIAMINA

Tiempo de retencion Contenido vitamina Area cromatografica

(min) (1g) x (n=6) +SD

, 0 0,00 + 0,000
3,928 0,5 32,90 £ 0,569
3,931 1 68,11 £ 0,369
3,929 2 139,83 + 2,238
3,933 2,5 187,87 + 1,988
3,940 5 359,46 + 2,247
3,932 79 562,05 £ 5,465

La curva de calibracion obtenida se presenta en la figura 33. Es una linea recta en
el margen de trabajo de 0,5-7,5 ug y cubre en el alimento un rango de 0,050-
0,750 (mg/100 g). El coeficiente de variacion para la pendiente es 13,9% por lo
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que cada dia deben analizarse los correspondientes patrones. El limite de
deteccion corresponde a 0,010 (mg/100 g).
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Fig. 33. Curva de calibracion para TTAMINA

El resultado de la regresion se expone en la tabla 45.

TABLA 45. Regresion lineal TIAMINA = - 4,654 + 74,746 x

RESULTADO REGRESION TIAMINA

Constante - 4,654
Coeficiente X 74,746

Coef. correlacion lineal (r) 0,9996
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El valor de (r) obtenido indica una buena correlacion entre las variables.
Parametro que se ha mantenido en las diversas calibraciones realizadas.

6.A.1.1.6. Cromatogramas de tiamina en productos carnicos cocidos

Puesto a punto el método que permite la determinacion de vitamina By, se aplica
a las muestras objeto del estudio, obteniendo los cromatogramas de las figuras
(34-39). Las interferencias légicamente son mas acentuadas en las muestras que
en el patron, no afectando a la sefial de la vitamina, por lo que no se ha realizado
ninguna investigacion posterior. La identificacion del pico se ha basado en el
tiempo de retencion, siendo el coeficiente de variacion del mismo de 1,6%.
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Fig. 34. Cromatograma de TIAMINA en Lunch (0,503 mg/100 g; 3,771 min)
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Fig. 35. Cromatograma de TIAMINA en Chopped pork (0,165 mg/100 g; 3,775 min)
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Fig. 36. Cromatograma de TIAMINA en Chopped beef (0,145 mg/100 g; 3,768 min)
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Fig. 37. Cromatograma de TIAMINA en Chopped pavo (0,041 mg/100 g; 3,786 min)
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Fig. 38. Cromatograma de TIAMINA en Chopped vitaminado (0,413 mg/100 g;
3,784 min)
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Fig. 39. Cromatograma de TIAMINA en Mortadela siciliana (0,139 mg/100 g;
3,755 min)
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6.A.1.2. VITAMINA B;
6.A.1.2.1. Estudio para la optimizacion de la separacion cromatogrifica de
riboflavina

Revisada la bibliografia no se hallan métodos especificos para la separacion
cromatografica 6ptima de la vitamina B, en productos carnicos cocidos, por ello
se ha iniciado el estudio intentando preparar un método de separacién en fase

inversa, por observarse que es muy utilizado (tablas 13-15).

Se dispone de dos columnas adecuadas que se han seleccionado para el ensayo,
un cartucho Spherisorb ODS-2 (5um, 25 x 0,4 cm DI) y una columna
LiChrospher RP-18 (5 um, 25 x 0,4 cm DI). Ambas presentan un relleno esférico,
y difieren fundamentalmente en la carga de carbono, 12 y 21,5%
respectivamente. Se ha intentado determinar la composicion Optima de la fase
movil, estudiando mezclas de acetonitrilo-agua (40:60 v/v) y mezclas de metanol-
agua (50:50 v/v) en eluciones isocraticas; aplicando el ensayo a un patrén puro de

riboflavina de 20 pg.

Observando los cromatogramas obtenidos en seis inyecciones efectuadas para
cada uno de los casos estudiados, se obtiene mejor separacion para la riboflavina,
cuando se trabaja con el cartucho Spherisorb ODS-2 empleando como fase movil
la mezcla de acetonitrilo-agua. La vitamina eluye a un tiempo de 3,164 min
quedando la sefial unida a la de los interferentes, por lo que se ha modificado la
relacion de la fase movil a (25:75 v/v) y la naturaleza de la misma cambiando el
pH de la fase acuosa a 2,7 (Acido ortofosforico 85%), puesto que los bajos pH
permiten mejor separacion en fase inversa. Finalizado este estudio con objeto de
mejorar la separacion obtenida se ha adicionado a la fase acuosa un reactivo de
intercambio i6nico, el acido 1-heptanosulféonico a una concentraciéon de 5 mM
(Watada & Tran, 1985 y Reyes et al., 1988).

Combinando estas variables se ha conseguido separar la riboflavina de las
moléculas interferentes empleando como fase mdvil una mezcla de acetonitrilo-
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reactivo de par-ionico 5 mM a pH 2,7 en una proporcion de (25:75 v/v),
operando con una velocidad de flujo de 0,600 ml/min a una temperatura de 35
°C. El tiempo de retencion en estas condiciones para la riboflavina ha sido de
4,032 min. Incrementando la cantidad de acetonitrilo en la fase mévil el tiempo
de retencion disminuye. Watada & Tran (1985), Reyes et al., (1988) y Vidal-
Valverde & Reche (1990b) han utilizado también con buenos resultados métodos
de separacion en fase inversa de pares id6nicos empleando el 4acido
heptanosulfonico o su sal, aplicandolos en otras columnas y alimentos.

Se ha trabajado con un detector de fluorescencia puesto que permite obtener una
respuesta diez veces mayor a la que resulta si esa misma muestra se analiza con
un detector de matriz de fotodiodos (DAD). A pesar de que la riboflavina se
caracteriza por tener fluorescencia con longitud de onda de excitacion en el
intervalo 440-500 nm y longitud de onda de emision a 525 nm, en las
condiciones de operacion se ha encontrado que los maximos corresponden a una
excitacion de 227 nm y a una emision de 520 nm. Conviene recordar que la
riboflavina presenta espectros de absorciéon con maximos a varias longitudes de
onda (223, 268, 359-375, 446 y 475 nm), dependiendo del valor de pH.

Este método se ha aplicado con éxito al patréon de riboflavina obteniendo el
cromatograma de la figura 40.
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Fig. 40. Cromatograma de RIBOFLAVINA en Patron (20 pg; 4,032 min)
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6.A.1.2.2. Estudio para la optimizacién de la digestién enzimitica en la

extraccion de riboflavina a partir de productos carnicos cocidos

En la determinacién analitica de riboflavina se ha seguido el mismo estudio
enzimatico realizado para la tiamina. La tabla 46 presenta los datos Optimos
obtenidos después de los varios tratamientos enzimaticos ensayados,
representandose en la figura 41. Son valores constantes e independientes del
producto empleado. Se hallan diferencias significativas, dependiendo del enzima
usado (o de si no se ha utilizado). Esto indica que la riboflavina en la muestra no

se encuentra en forma libre.

Observando los resultados se ha apreciado que la mayor cuantificacion de
riboflavina en los productos analizados, se consigue utilizando el enzima clara-
diastasa. Por obtenerse para ese caso los valores mas altos, se han tomado como
referencia y se ha supuesto que corresponden con el 100% de extraccion de
riboflavina en el producto. Considerando esto, en el caso de emplear papaina los
resultados son de 53,8 + 1,7%, en el caso de usar pepsina son 41,0 + 1,9% y
cuando no hay tratamiento enzimatico son 26,8 *+ 0,9%; por lo que se utiliza

clara-diastasa para la liberacion de la riboflavina de su combinacion proteica.

A la vista de las tablas 41 y 46 se desprende que independientemente del
producto empleado, ambas vitaminas presentan un comportamiento diferente para

un mismo enzima, lo que se representa en la figura 42.



TABLA 46. Efecto de diversos tratamientos enzimaticos en la determinacién de RIBOFLAVINA

- b
Enzima

Chopped beef Lunch Chopped pavo
(mg/100 g) * Extraccion (mg/100 g) * Extraccion (mg/100 g) * Extraccion
(%) (%) (%)
Papaina 0,082 £+ 0,003 53,9 0,103 0,005 55,4 0,089 £ 0,002 52,0
Pepsina 0,062 + 0,001 40,8 0,080 £ 0,003 43,0 0,067 £ 0,003 39,2
Clara-Diastasa 0,152 + 0,005 100,0 0,186 + 0,009 100,0 0,171 £ 0,005 100,0
Ningiin enzima 0,042 + 0,002 27,6 0,048 + 0,002 25,8 0,046 + 0,002 26,9

“ Los datos representan x (n=6) + SD por duplicado
® Tratamiento enzimético (6 %, 3 ha 50 °C)
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6.A.1.2.3. Estudio sobre el efecto del proceso de oxidacién en la extraccion de

riboflavina a partir de productos cdrnicos cocidos

Se han efectuado diversas pruebas para la determinacion de riboflavina en el
extracto obtenido después de la hidrolisis acida y enzimatica. El método oficial
de la AOAC, 1990 (Ref. 970.65) mide la fluorescencia emitida por la riboflavina
en un fluorimetro después de oxidar la materia organica presente en el extracto
con permanganato potasico al 4% en medio acido con acido acético glacial y

eliminar los restos del agente oxidante con agua oxigenada al 3%.

Buscando la optimizacion del método se han realizado determinaciones analiticas
con dos productos diferentes (mortadela siciliana y chopped vitaminado)
inyectandolos en el sistema cromatografico con y sin la anterior etapa de

oxidacion.

La tabla 47 presenta los datos obtenidos en dicho estudio. Los resultados si no
hay tratamiento por oxidacion son 7,5 £ 0,1% superiores, lo que indica la
influencia negativa que este proceso ejerce sobre la vitamina B,. Como se detallo
en el apartado 3.B.1.2. el permanganato potasico tiene una accion destructiva
sobre la riboflavina, que es menos intensa si el pH del medio es

aproximadamente 4,5.
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TABLA 47. Efecto del proceso de oxidacion en la determinacion de RIBOFLAVINA

Muestra Proceso Oxidacién Variacién
SI NO
(mg/100 g) * (mg/100 g) ° (%)
Mortadela siciliana 0,109 + 0,003 0,118 % 0,005 7,6
Chopped vitaminado 0,615 + 0,023 0,664 + 0,027 (£

* Los datos representan x (n=10) + SD por duplicado
® Proceso oxidacion de la AOAC, 1990 (Ref. 970.65)

6.A.1.2.4. Determinacion de los parametros analiticos

PRECISION

El estudio se ha ensayado con la muestra de chopped pork y los resultados se

presentan en la tabla 48.

TABLA 48. Determinacion de RIBOFLAVINA: Precision

Muestra n x+ SD CvV
(mg/100 g) (%)

Chopped pork * 1 0,157 £ 0,002 1,3
Chopped pork 10 0,156 £ 0,004 2,6

* Analisis de seis réplicas de una tinica muestra durante un dia

® Analisis por duplicado de diez muestras diferentes durante tres meses
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EXACTITUD

Los resultados de exactitud para riboflavina se detallan en la tabla 49.

TABLA 49. Determinacion de RIBOFLAVINA: Exactitud

Muestra Cantidad Cantidad Cantidad  Recuperacion
presente adicionada hallada
(mg/100g)  (mg/100g)  (mg/100 g) (%)
Chopped pork*
- 0.156
- 0,160
" 0,154
- 0,156
- 0,158
. 0,160
x +SD 0,157 + 0,002
0,157 0,100 0,253 96,0
0,157 0,100 0,254 97,0
0,157 0,100 0,254 97,0
x +SD 0,253 + 0,003
0,157 0,200 0,350 96,5
0,157 0,200 0,351 97,0
Q157 0,200 0,352 97,5
x+SD 0,351 +0,001 96,8+0,5

* Analisis de doce réplicas de una unica muestra durante un dia
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Se ha obtenido una alta recuperacion para la riboflavina, oscilando entre 96,0-
97,5% con un valor medio de 96,8%. La reproducibilidad de la exactitud se ha
estudiado durante cinco dias sucesivos, obteniendo un coeficiente de variacion de
0,5%.

6.A.1.2.5. Sistema de calibracion y ensayo

La tabla 50 contiene los datos de calibracion obtenidos para las concentraciones
de riboflavina detalladas en 5.B.2.1.2.3. siguiendo el procedimiento analitico
descrito en 5.B.2.1.2.4.

TABLA 50. Datos de calibracion para RIBOFLAVINA

Tiempo de retenciéon Contenido vitamina Area cromatogrifica

(min) (1g) x (n=6) + SD

- 0 0,00 + 0,000
4,037 10 18,07+ 0,518
4,032 20 36,13 + 0,448
4,039 40 73,07 £ 0,764
4,043 80 136,41 £ 1,188
4,035 100 178,70 + 2,124

La curva de calibracion obtenida se presenta en la figura 43. Es una linea recta en
el margen de trabajo de 10-100 pg y cubre en el alimento un rango de 0,100-
1,000 (mg/100 g). El coeficiente de variacion para la pendiente es 12,9%, un
valor alto como en el caso de la tiamina, por lo que es conveniente preparar la
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curva de calibracion en el momento de analisis. El limite de deteccion
corresponde a 0,010 (mg/100 g).
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Fig. 43. Curva de calibracion para RIBOFLAVINA

El resultado de la regresion se expone en la tabla 51.

TABLA 51. Regresion lineal RIBOFLAVINA = 0,656 + 1,754 x

RESULTADO REGRESION RIBOFLAVINA

Constante 0,656
Coeficiente X 1,754
Coef. correlacion lineal (r) 0,9993
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6.A.1.2.6. Cromatogramas de riboflavina en productos cirnicos cocidos

Puesto a punto el método para la determinacion de vitamina B,, se aplica a los
productos estudiados, obteniendo los cromatogramas de las figuras (44-49). En
las condiciones cromatograficas fijadas se logra una buena separacion de
riboflavina. Las interferencias no afectan a la sefial de interés, la cual presenta
una buena simetria y definicion. El pico se ha identificado mediante el tiempo de
retencion, que presenta un coeficiente de variacion de 0,2%, lo que indica una
alta reproducibilidad.
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Fig. 44. Cromatograma de RIBOFLAVINA en Lunch (0,187 mg/100 g; 4,042 min)
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Fig. 45. Cromatograma de RIBOFLAVINA en Chopped pork (0,148 mg/100 g;
4,054 min)
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Fig. 46. Cromatograma de RIBOFLAVINA en Chopped beef (0,152 mg/100 g;
4,039 min)
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Fig. 47. Cromatograma de RIBOFLAVINA en Chopped pavo (0,173 mg/100 g;
4,032 min)
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Fig. 48. Cromatograma de RIBOFLAVINA en Chopped vitaminado
(0,637 mg/100g; 4,036 min)

4 Riboflavina l
(Siciliana)
|

(I A V|

1 2 3 4 5 6
Tiempeo (min)

Fluorescencia

Fig. 49. Cromatograma de RIBOFLAVINA en Mortadela siciliana (0,116 mg/
100 g; 4,046 min)
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6.A.1.3. NIACINA

6.A.1.3.1. Estudio para la optimizaciéon de la separacién cromatogrifica de
acido nicotinico y de nicotinamida

Revisada la bibliografia se observa que la separacion cromatografica mas
utilizada para el acido nicotinico y la nicotinamida es mediante fase inversa de
pares i6nicos, habiéndose observado que sin la utilizacion del reactivo de
intercambio i6nico, ambas vitaminas eluyen demasiado rapidamente como para

separarse entre si.

Se ha elegido como columna un cartucho Spherisorb ODS-2 (5 um, 25 x 0,4 cm
DI) anteriormente empleado para la determinacion de acido nicotinico en
muestras de café (Trugo et al., 1985). Presenta un relleno de microparticulas de
silice esféricas, totalmente porosas con un bajo nivel de silanoles residuales y ha
dado un buen resultado en la determinacion de riboflavina con un método
cromatografico similar. A continuacion, se ha seleccionado un contraién
adecuado. Varios autores (Toma & Tabekhia, 1979; Skurray, 1981; Sakai et al.,
1985; Takatsuki et al., 1987; Gigliotti & Daghetta, 1993) han empleado sales del
acido sulfonico, eligiéndose para el estudio el acido 1-heptanosulfénico que se ha
adicionado a la fase acuosa a una concentracion de 5 mM (Skurray, 1981).

Dada la naturaleza anfotera de la niacina, la simetria y el tiempo de retencion
para la sefial cromatografica de la vitamina son extremadamente sensibles al pH
de la fase movil (McKee er al., 1982) y a la temperatura de la columna.
Considerando esta notacion se ha buscado la composicion Optima de la fase
movil. Se han ensayado mezclas de acetonitrilo-agua (40:60 v/v) en eluciones
isocraticas con valores de pH para la fase acuosa que contiene al reactivo par-
i6nico de 3,3 (Acido ortofosforico 85%), 5,0 (Tampon fosfato 5 mM) y 7,0
(Tampén fosfato 5 mM), aplicando el ensayo a un patrén puro de acido
nicotinico y de nicotinamida de 100 pg. Los valores de pH utilizados varian entre
autores (tablas 20-22), Takatsuki et al., (1987) emplearon pH 3,5 cuando la fase
acuosa contenia heptanosulfonico para la determinacion de nicotinamida y pH
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7,5 si contenia iones de tetrabutilamonio para la determinacion de acido

nicotinico.

Observando los cromatogramas que se han obtenido en seis inyecciones
efectuadas para cada caso ensayado, la mejor separacion para el acido nicotinico
y la nicotinamida en un unico analisis, se ha logrado usando como fase movil una
mezcla de acetonitrilo-reactivo de par-ionico 5 mM a pH 3,3, sin la necesidad de
emplear diferentes condiciones cromatograficas segun se trate de un vitamero u
otro. La proporcion de acetonitrilo en esta mezcla se ha reducido a (25:75 v/v),
aumentando de esta manera los tiempos de retencion en 0,4 min para cada
vitamina. Se ha operado con una velocidad de flujo de 0,650 ml/min a una
temperatura de 35 °C. Se ha apreciado en el estudio que la reduccion en el valor
de pH implica un aumento en los tiempos de retenciéon y una mejor simetria de
las sefiales. A pesar de ello, el tiempo de retencion en estas condiciones para el
acido nicotinico ha sido de 2,969 min y para la nicotinamida ha sido de 3,510
min, tiempos relativamente cortos, pero que permiten la separacion de ambas
vitaminas. Otros autores han obtenido buenos resultados trabajando también en
condiciones acidas a pH 2,6 (Kitada et al., 1982; Fujita er al., 1983), a pH 3,0
(Hamano er al., 1988), a pH 2,5 (Fontaine & Horr, 1993) y a pH 2,2 (Gigliotti &
Daghetta, 1993), observandose que mediante métodos de extraccion y de analisis
diferentes entre si, han obtenido buenos resultados aplicados a cada caso
concreto.

El acido nicotinico y la nicotinamida tienen absorcion ultravioleta, encontrandose
mediante los espectros de las respectivas vitaminas que los maximos

corresponden en las condiciones de operacion a una longitud de onda de 261 nm.

El método cromatografico se ha aplicado al patron obteniendo el cromatograma

de la figura 50, con sefiales bien definidas.
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Fig. 50. Cromatograma de NIACINA en Patron (Acido Nicotinico: 50 pg, 2,972
min; Nicotinamida: 50 pg, 3,515 min)
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6.A.1.3.2. Estudio para la optimizacién de la extraccion de niacina a partir de

productos carnicos cocidos

Revisadas las referencias bibliograficas se ha intentado buscar un método para la
extraccion de niacina eficaz y sencillo. A diferencia del tratamiento de digestion
acida y enzimatica llevado a cabo por autores como Toma & Tabekhia (1979),
Skurray (1981) y Vidal-Valverde & Reche (1991), se ha ensayado un
procedimiento analitico mas simple y mas rapido mediante extraccion acuosa
acomparfiada de precipitacion de las proteinas con hidroxido de zinc (Takatsuki et
al., 1987), habiéndose aumentado la concentracién de agente precipitante para

asegurar mejor purificacion de los extractos.

El tratamiento acuoso se ha investigado en frio (temperatura ambiente) y en
caliente (10 min a 90 °C), es decir, de forma previa al enrase y a la centrifugacion
de las muestras, €stas se han colocado en un bafio de agua termostatico 10 min a
90 °C, enfriandose a continuacion y siguiendo el mismo proceso que el usado en
la extraccion en frio. Las determinaciones se han llevado a cabo con dos patrones

puros de acido nicotinico y de nicotinamida (50 y 100 pg).

La tabla 52 presenta los datos obtenidos después del estudio realizado. Como se
observa, no hay diferencia significativa entre el tratamiento en frio y en caliente,
por lo tanto se ha decidido operar a temperatura ambiente, reduciendo tiempo en
el desarrollo del procedimiento analitico. Esta extraccion y la purificacion
mediante la precipitacion de proteinas son etapas sencillas que permiten obtener
una solucion clara para ser inyectada en el sistema cromatografico. El limite de
deteccion conseguido por Takatsuki et al., (1987) fue de 1,000 mg/100 g, en este
estudio se ha mejorado la sensibilidad del analisis a 0,200 mg/100 g.
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TABLA 52. Extraccion acuosa en la determinacion de NIACINA

Muestra Extraccion acuosa
FRIO * CALIENTE "
x °(n=10) = SD x °(n=10) = SD
Acido Nicotinico 50 pg 25.30 + 0,372 24,15 + 0,386
Acido Nicotinico 100 pg 49,28 + 0,674 48,57 + 0,527
Nicotinamida 50 pg 21,80 + 0,367 22,15 + 0,264
Nicotinamida 100 pg 44,12 + 0,455 44,97 + 0,396

* Tratamiento a temperatura ambiente
® Tratamiento durante 10 min a 90 °C
“ Los datos representan las areas cromatograficas obtenidas en el andlisis por

duplicado de las muestras

6.A.1.3.3. Determinacion de los parametros analiticos
PRECISION

El estudio se ha ensayado con la muestra de chopped de pavo y los resultados se

presentan en las tablas 53 y 54.



Experimentos metodologicos 248

TABLA 53. Determinacion de ACIDO NICOTINICO: Precision

Muestra n x+SD (0%
(mg/100 g) (%)

Chopped pavo* 1 1,251 £ 0,006 0,5
Chopped pavo ° 10 1,287 £ 0,030 2,3

* Analisis de seis réplicas de una inica muestra durante un dia
® Analisis por duplicado de diez muestras diferentes durante tres meses

TABLA 54. Determinacion de NICOTINAMIDA: Precision

Muestra n x+SD CV
(mg/100 g) (%)

Chopped pavo * 1 2,505 £ 0,024 1,0
Chopped pavo " 10 2,496+ 0,112 4,5

* Analisis de seis réplicas de una inica muestra durante un dia

b Analisis por duplicado de diez muestras diferentes durante tres meses

EXACTITUD

Los resultados de exactitud para acido nicotinico y nicotinamida se detallan en
las tablas 55 y 56.
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TABLA 55. Determinacion de ACIDO NICOTINICO: Exactitud

Muestra Cantidad Cantidad Cantidad Recuperacion
presente adicionada hallada
(mg/100g) (mg/100g)  (mg/100 g) (%)
Chopped pavo *
- 1,247
- 1,254
- 1,258
- 1,245
- 1,256
’ 1,243
x+SD 1,251 + 0,006
1,251 0,500 1,653 94 4
1,251 0,500 1,631 93,1
1,251 0,500 1,644 93,9
x +SD 1,643 0,011
1,251 1,000 2,106 93,6
1,251 1,000 2,094 93,0
1,251 1,000 2,130 94,6
x+SD 2,110+0,018 93,8+0,7

* Analisis de doce réplicas de una tinica muestra durante un dia

La recuperacion para el acido nicotinico varia entre 93,0-94,6% con un valor
medio de 93,8%. La reproducibilidad de la exactitud se ha estudiado durante

cinco dias sucesivos, obteniendo un coeficiente de variacion de 0,6%.
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TABLA 56. Determinacion de NICOTINAMIDA: Exactitud

Muestra Cantidad Cantidad Cantidad  Recuperacion
presente adicionada hallada
(mg/100g)  (mg/100g)  (mg/100 g) (%)
Chopped pavo *
= 2,476
- 2,520
- 2,540
- 2,480
- 2,501
- 2,511
x+SD 2,505 + 0,024
2,505 1,500 3,890 92,3
2,505 1,500 3,894 92,6
2,505 1,500 3,906 93,4
x+SD 3,897 + 0,008
2,505 2,500 4,884 95.2
2,505 2,500 4,862 94,3
2,505 2,500 4,857 94,1
x +SD 4,868 +0,014 93,7+ 1.1

* Analisis de doce réplicas de una tinica muestra durante un dia

La recuperacion para la nicotinamida varia entre 92,3-95,2% con un valor medio
de 93,7%. La reproducibilidad de la exactitud se ha estudiado durante cinco dias
sucesivos, obteniendo un coeficiente de variacion de 0,8%.



251 Experimentos metodologicos

6.A.1.3.4. Sistema de calibracién y ensayo

Las tablas 57 y 58 contienen los datos de calibracion obtenidos para las
concentraciones de acido nicotinico y nicotinamida detalladas en 5.B.2.1.3.3.

siguiendo el procedimiento analitico descrito en 5.B.2.1.3 4.

TABLA 57. Datos de calibraciéon para ACIDO NICOTINICO

Tiempo de retencion Contenido vitamina Area cromatografica
(min) (ng) X (n=6) + SD
- 0 0,00 + 0,000
2,976 20 10,07 £ 0,276
2,972 50 25,98 + 0,443
2,969 100 50,49 £+ 0,742
2,957 200 105,69 + 1,060

2,957 300 160,23 + 1,678
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TABLA 58. Datos de calibracion para NICOTINAMIDA

Tiempo de retencion Contenido vitamina Area cromatogrifica

(min) (1g) X (n=6) + SD

- 0 0,00 + 0,000
3,515 20 8,74 £ 0,438
3,515 50 22,00 £ 0,428
3,510 100 43,94 + 0,339
3,503 200 92,92 + 0,746
3,496 300 143,42 + 0,638

Las curvas de calibracion obtenidas se presentan en las figuras 51 y 52. Son
lineas rectas en el margen de trabajo de 20-300 pg y cubren en el alimento un
rango de 1,000-15,000 (mg/100 g) respectivamente. Los coeficientes de variacion
para las pendientes son 3,6% para el acido nicotinico y 7,7% para la
nicotinamida. Aunque los valores son mejores que para otras vitaminas, conviene
trabajar siempre con curvas recién preparadas. El limite de deteccion
corresponde a 0,200 (mg/100 g).
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Fig. 51. Curva de calibracion para ACIDO NICOTINICO

El resultado de la regresion se expone en la tabla 59.

TABLA 59. Regresion lineal ACIDO NICOTINICO = - 0,955 + 0,535 x

350

RESULTADO REGRESION ACIDO NICOTINICO

Constante - 0,955
Coeficiente X 0,535
Coef. correlacion lineal (1) 0,9998
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Fig. 52. Curva de calibracion para NICOTINAMIDA

El resultado de la regresion se expone en la tabla 60.

TABLA 60. Regresion lineal NICOTINAMIDA = - 1,547 + 0,478 x

RESULTADO REGRESION NICOTINAMIDA

Constante -1,547
Coeficiente X 0,478
Coef. correlacion lineal (1) 0,9996
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6.A.1.3.5. Cromatogramas de niacina en productos cirnicos cocidos

La aplicacion del método a los productos carnicos cocidos, permite obtener los
cromatogramas de las figuras (53-58). El problema asociado a la separacion de
acido nicotinico y de nicotinamida es la presencia de interferencias con una
fuerte absorcion ultravioleta siendo las sefiales de éstas mas intensas que las
correspondientes a la vitamina, aunque no afectan a los picos objeto del estudio.
La baja sensibilidad del detector de matriz de fotodiodos dificulta la medida de
pequefias concentraciones de niacina, siendo el limite de deteccion de 0,200
mg/100 g. La identificacion de las sefiales se ha basado en los tiempos de
retencion, siendo los coeficientes de variacion para el acido nicotinico y la

nicotinamida, 0,13 y 1,4% respectivamente.
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Fig. 53. Cromatograma de NIACINA en Lunch (Acido Nicotinico: 1,090 mg/100 g,
2,972 min; Nicotinamida: 2,439 mg/100 g, 3,560 min)
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Fig. 54. Cromatograma de NIACINA en Chopped pork (Nicotinamida: 2,857 mg
/100 g, 3,422 min)
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Fig. 55. Cromatograma de NIACINA en Chopped beef (Nicotinamida: 2,807 mg
/100 g; 3,564 min)
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Fig. 56. Cromatograma de NIACINA en Chopped pavo (Acido Nicotinico: 1,247 mg
/100 g, 2,973 min; Nicotinamida: 2,416 mg/100 g, 3,536 min)
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Fig. 57. Cromatograma de NIACINA en Chopped vitaminado (Acido Nicotinico:
1,524 mg/100 g, 2,964 min; Nicotinamida: 8,513 mg/100 g, 3,556 min)
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Fig. 58. Cromatograma de NIACINA en Mortadela siciliana (Acido Nicotinico:
0,869 mg/100 g, 2,965 min; Nicotinamida: 2,111 mg/100 g, 3,547 min)
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6.A.1.4. VITAMINA B

6.A.1.4.1. Estudio para la optimizacion de la separacién cromatografica de

vitamina B,

El objetivo ha sido preparar un método seguro, rapido y sensible capaz de separar
y cuantificar cinco vitameros de la vitamina Bs (PM, PMP, PL, PLP y PN).
Revisadas las referencias bibliograficas se observa que varios autores no separan
las formas fosforiladas (tablas 23-25). Dada la naturaleza ionica de estos
compuestos, algunos trabajos recomiendan como modo cromatografico mas
adecuado para la separacion de todos ellos la cromatografia por intercambio
16nico, con la desventaja del largo tiempo de elucidn que se necesita. Sin
embargo, también se han estudiado separaciones en fase inversa con y sin
reactivos de pares i6nicos. En este caso el ensayo se ha iniciado con un método
cromatografico en fase inversa sin pares i0nicos (Lim et al., 1980; Gregory et al.,
1981; Ang et al., 1988).

Se ha seleccionado una columna Hypersil BDS Ciz (5 pum, 10 x 0,46 cm DI),
eligiéndose este relleno de silice de base desactivada por tratarse de una fase
estacionaria ligada homogéneamente con minima posibilidad de interacciones
soluto-silanol que causan colas en los picos. A continuacién se ha determinado la
composicion Optima de la fase movil. Se inicia el estudio con mezclas de
acetonitrilo-tampon fosfato (20:80 v/v) en eluciones isocraticas trabajando a
diferentes concentraciones del tampon (30, 50 y 70 mM) para un valor de pH de
3,2. Se ha decidido este pH porque todos los vitameros son relativamente estables
en soluciones acidas (Cunningham & Snell, 1945). El estudio se ha aplicado a los
patrones puros de PM (100 pg), PMP (100 pg), PL (100 pg), PLP (500 pg) y PN

(100 pg), inicialmente uno a uno y luego en una mezcla con dicha concentracion.

Observando los cromatogramas obtenidos en seis inyecciones efectuadas para
cada uno de los casos estudiados, el principal problema es el corto tiempo de
elucion de los compuestos, unido al solapamiento de las sefiales cromatograficas.
En la medida que la concentracion de tampén aumenta de 30 a 70 mM el tiempo
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de retencion se incrementa en 0,2 min. En consecuencia, se ha decidido
modificar la proporcion de tampon fosfato en la fase movil de 80 a 95% y operar
con la concentracion de tampon intermedia, 50 mM. En estas nuevas condiciones
el solapamiento de los picos y los tiempos de salida de los mismos han mejorado,
siendo las sefiales de PM y PMP las peor resueltas, por lo que se ha continuado
estudiando la composicion de acetonitrilo y de tampdn en la fase movil.

Finalmente, la mejor separacion para los vitameros de vitamina B estudiados en
fase inversa sin necesidad de empleo de reactivo par-iénico se ha obtenido
usando como fase movil una mezcla de acetonitrilo-tampén fosfato 50 mM a pH
3,2 en una proporcion de (1:99 v/v), operando con una velocidad de flujo de
0,800 ml/min a una temperatura de 35 °C. Los tiempos de retenciéon en estas
condiciones para los vitameros han sido de 1,410 min (PMP), 1,527 min (PM),
2,605 min (PL), 3,238 min (PLP) y 3,552 min (PN). Lim ez al., (1980) y Gregory
et al., (1981) en productos lacteos principalmente asi como Ang ef al., (1988) en
carne de pollo, trabajando con fases moviles parecidas han obtenido también
buenos resultados pero las fases estacionarias empleadas asi como las
condiciones de deteccion han sido diferentes entre si.

La deteccion se ha realizado por fluorescencia, encontrandose que los maximos
corresponden en las condiciones de operacion a una longitud de onda de
excitacion de 290 nm y una longitud de onda de emision de 395 nm (Ang e al.,
1988).

El método se ha aplicado a los patrones obteniendo los cromatogramas de las
figuras (59-64). Las condiciones cromatograficas permiten la separacion
individual y global de éstos mediante sefiales bien definidas y simétricas. Se ha
considerado que la resolucion en la mezcla de patrones es satisfactoria,

considerando que no se ha usado un reactivo de par-ionico.



261 Experimentos metodologicos

RN {73 e AT L0 P T A 2 0 = ) W e 48R A
- Fosfato de
= Piridoxamina
/ (Patrén 100pg)
£ w
[ ]
.
£ 301
Q
.
10
e ,
1 ? 3 4 2

- Dihidrocloruro de
Piridoxamina

'E / (Pairén 100pg)

= 30

o

-

&

10 1

Fig. 60. Cromatograma del vitamero PM en Patron (100 pg; 1,503 min)
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Fig. 62. Cromatograma del vitamero PLP en Patron (500 pg; 3,368 min)
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Fig. 64. Cromatograma de varios vitameros en mezcla de Patrones (PMP: 100 ug,

1,410 min; PM: 100 pg, 1,527 min; PL: 100 pg, 2,605 min; PLP: 500 pg, 3,238
min; PN: 100 pg, 3,552 min)
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6.A.1.4.2. Estudio para la optimizacion del agente de extraccion para la

vitamina B¢ a partir de productos carnicos cocidos

El proceso de extraccion de vitamina B¢ en alimentos implica la obtencion de una
serie de vitameros que se hallan en bajas concentraciones en matrices complejas,
bien en forma libre o enlazadas a proteinas, aminoacidos, azucares y fosfatos.
Tanto las moléculas libres como las formas fosforiladas tienen la misma actividad
vitaminica (Driskell, 1984).

Se han usado diversos agentes desnaturalizantes de proteinas para la extraccion
de estas moléculas, entre ellos acido tricloroacético, acido sulfosalicilico o acido
metafosforico. Estos acidos no destruyen las formas fosforiladas de la vitamina,
mientras que acidos mas fuertes como clorhidrico, sulfirico si lo hacen. El
método de extraccion debe permitir la solubilizacion efectiva de cada una de las

formas de vitamina.

Buscando las condiciones Optimas se han elegido dos de éstos agentes
extractantes, el acido metafosforico (Ang et al., 1988, en carne de pollo) y el
acido tricloroacético (Macrae et al., 1984 y Schoonhoven e/ al., 1994, en
alimentos varios), ensayandose ambos al 5% (p/v) de concentracion, en dos
productos diferentes (mortadela siciliana y chopped vitaminado) y en una mezcla

de patrones como referencia.

La tabla 61 presenta los datos del estudio. Ambos agentes extractantes tienen un
comportamiento similar en cuanto a la cantidad que permiten recuperar, pero se
ha observado que cuando se emplea acido tricloroacético se produce un
desdoblamiento de la seiial PMP en dos picos cromatograficos, lo que no ocurre
utilizando acido metafosforico. El acido tricloroacético retiene las moléculas algo
mas de tiempo en la columna, eluyendo el Gltimo componente (PN) a 4,403 min.
Por ello, se ha decidido la utilizacion de acido metafosforico que permite obtener
mejores cromatogramas sin desdoblamiento de las sefiales. Ang er al., han

obtenido buenos resultados usando este acido como agente de extraccion, sin
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embargo la separacion cromatografica de los compuestos les ha requerido mas
tiempo y las sefiales tienen peor simetria.

TABLA 61. Efecto del agente extractante en la determinaciéon de VITAMINA By

Muestra Extraccion dcida
METAFOSFORICO TRICLOROACETICO
(mg/100 g) * (mg/100 g) *
Chopped beef 0,216 + 0,008 0,208 + 0,007
Mortadela siciliana 0,130 + 0,007 0,136 £ 0,009

* Los datos representan x (n=6) + SD por duplicado

6.A.1.4.3. Determinacién de los parametros analiticos

PRECISION

El estudio se ha ensayado con la muestra de chopped beef y los resultados se

presentan en la tabla 62.
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TABLA 62. Determinacion de VITAMINA Bg (PMP): Precision

Muestra n x+SD Cv
(mg/100 g) (%)

Chopped beef™® 1 0,213 £ 0,001 0,5
Chopped beef 10 0,208 + 0,009 4,3

* Analisis de seis réplicas de una tinica muestra durante un dia
® Analisis por duplicado de diez muestras diferentes durante varios meses

EXACTITUD

Los resultados de exactitud para vitamina B (PMP) se detallan en la tabla 63.
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TABLA 63. Determinacion de VITAMINA Bg (PMP): Exactitud

Muestra Cantidad Cantidad Cantidad  Recuperacion
presente adicionada hallada
(mg/100g)  (mg/100g)  (mg/100g) (%)
Chopped beef*
- 0,212
- 0,211
- 0,213
- 0,213
- 0,214
- 0,214
x+SD 0,213 + 0,001
0,213 0,100 0,307 94,0
0,213 0,100 0,308 95,0
0,213 0,100 0,305 92,0
x+SD 0,307 +£0,002 93,7%1,5
0,213 0,200 0,408 97.5
0,213 0,200 0,413 100,0
0,213 0,200 0,410 98,5
x +SD 0,410 +0,003 98,7+ 1,3

* Analisis de doce réplicas de una tinica muestra durante un dia

La recuperacion para la vitamina Bg (PMP) varia considerablemente entre 92,0-

100,0%, observandose que a mayor concentracion de vitamina la recuperacion es
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mas alta. La reproducibilidad de la exactitud se ha estudiado durante cinco dias

sucesivos, obteniendo un coeficiente de variacion de 1,6%.

6.A.1.4.4. Sistema de calibraciéon y ensayo

Las tablas (64-68) contienen los datos de calibracion obtenidos para las
concentraciones de vitameros Bg detalladas en 5.B.2.1.4.3. siguiendo el

procedimiento analitico descrito en 5.B.2.1.4.4.

TABLA 64. Datos de calibracion para FOSFATO DE PIRIDOXAMINA (PMP)

Tiempo de retenciéon Contenido vitamina Area cromatografica
(min) (ug) x (n=6) + SD
- 0 0,00 £ 0,000
1,337 10 29,43 £ 0,599
1,344 20 61,28 £ 0,989
1,355 40 117,27 £ 1,239
1,350 50 139,15 + 1,608

1,356 100 281,66 +2,976
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TABLA 65. Datos de calibracion para DIHIDROCLORURO DE PIRIDOXAMINA
(PM)

Tiempo de retencion Contenido vitamina Area cromatogrifica

(min) (1g) x (n=6) + SD

- 0 0,00 £ 0,000
1,493 10 22,97 +£0,744
1,494 20 47,25 + 1,006
1,504 40 96,92 + 0,953
1,496 50 110,58 £2,126
1,503 100 234,09 £ 1,691

TABLA 66. Datos de calibracién para HIDROCLORURO DE PIRIDOXAL (PL)

Tiempo de retencion Contenido vitamina Area cromatografica
(min) (ng) x (n=6) + SD
- 0 0,00 £+ 0,000
2,668 10 13,88 £ 0,578
2,680 20 25,84 + 1,075
2,674 40 53,66 + 1,993
2,667 50 71,63 +£0,810

2,683 100 138,89 + 1,149
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TABLA 67. Datos de calibraciéon para FOSFATO DE PIRIDOXAL (PLP)

Tiempo de retencion Contenido vitamina Area cromatografica

(min) (ng) x (n=6) % SD

- 0 0,00 £+ 0,000
3,352 100 12,15 + 0,435
3,367 200 23,32+ 0,800
3,353 300 38,43 + 0,624
3,358 400 49,37 + 1,259
3,368 500 68,18 + 1,847

TABLA 68. Datos de calibracion para HIDROCLORURO DE PIRIDOXOL (PN)

Tiempo de retencion Contenido vitamina Area cromatografica
(min) (ng) X (n=6) £ SD
- 0 0,00 + 0,000
3,720 20 34,93 + 0,509
3,715 30 54,09 + 0,999
3,726 50 91,59+ 0,816
3,716 60 106,62 + 0,554

3,723 100 180,01 + 2,127
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Las curvas de calibracion obtenidas se presentan en las figuras (65-69). Son
lineas rectas en los margenes de trabajo de 10-100 pg para (PL, PM y PMP), de
100-500 pg para (PLP) y de 20-100 pg para (PN) y cubren en el alimento un
rango de 0,100-1,000 (mg/100 g) para (PL, PM y PMP), de 1,000-5,000 (mg/100
g) para (PLP) y de 0,200-1,000 (mg/100 g) para (PN). Los coeficientes de
variacion para las pendientes son 8,5% para (PL), 8,9% para (PM), 12,6% para
(PMP), 8,7% para (PLP) y 10,5% para (PN), por lo que también es conveniente
trabajar con curvas patron preparadas a diario. El limite de deteccion corresponde
a 0,020 (mg/100 g) para (PL y PM), a 0,017 (mg/100 g) para (PMP), a 0,500
(mg/100 g) para (PLP) y 0,033 (mg/100 g) para (PN).
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Fig. 65. Curva de calibracion para FOSFATO DE PIRIDOXAMINA

El resultado de la regresion se expone en la tabla 69.

TABLA 69. Regresion lineal (PMP) = 2,214 + 2,798 x

RESULTADO REGRESION PMP

Constante 2,214
Coeficiente X 2,798
Coef. correlacion lineal (1) 0,9997
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Fig. 66. Curva de calibracion para DIHIDROCLORURO DE PIRIDOXAMINA

El resultado de la regresion se expone en la tabla 70.

TABLA 70. Regresion lineal (PM) =- 0,134 + 2,330 x

RESULTADO REGRESION PM
Constante -0,134
Coeficiente X 2,330

Coef. correlacion lineal (1) 0,9993
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Fig. 67. Curva de calibracién para HIDROCLORURO DE PIRIDOXAL

El resultado de la regresion se expone en la tabla 71.

TABLA 71. Regresion lineal (PL) = - 0,587 + 1,397 x

RESULTADO REGRESION PL
Constante - 0,587
Coeficiente X 1,397

Coef. correlacion lineal (r) 0,9996
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Fig. 68. Curva de calibracion para FOSFATO DE PIRIDOXAL

El resultado de la regresion se expone en la tabla 72.

TABLA 72. Regresion lineal (PLP) = - 1,500 + 0,134 x

RESULTADO REGRESION PLP

Constante - 1,500
Coeficiente X 0,134
Coef. correlacion lineal (1) 0,9967
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Fig. 69. Curva de calibraciéon para HIDROCLORURO DE PIRIDOXOL

El resultado de la regresion se expone en la tabla 73.

TABLA 73. Regresién lineal (PN) = - 0,211 + 1,802 x

RESULTADO REGRESION PN
Constante -0,211
Coeficiente X 1,802

Coef. correlacion lineal (1) 0,9998
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6.A.1.4.5. Cromatogramas de vitamina Bg en productos carnicos cocidos

La aplicacion del método a las muestras objeto del estudio permite obtener los
cromatogramas de las figuras (70-75). Los cromatogramas de las muestras
carnicas presentan un unico pico correspondiente al vitamero PMP, excepto en el
chopped vitaminado que por tratarse de un producto enriquecido vitaminicamente
presenta ademas la sefial correspondiente al vitamero PN, uno de los mas
estables. Son picos bien definidos y libres de interferencias, cuya identificacion
se ha basado en el tiempo de retencion, siendo los coeficientes de variacion de
0,4% respectivamente.
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Fig. 70. Cromatograma de VITAMINA B, en Lunch (PMP: 0,157 mg/100 g,
1,353 min)
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Fig. 71. Cromatograma de VITAMINA B, en Chopped pork (PMP: 0,205 mg/
100 g, 1,350 min)



279 Experimentos metodologicos

t; Fosfato de
Piridoxamina
RE (Chopped Beef)

Fluorescencia

Fig. 72. Cromatograma de VITAMINA B, en Chopped beef (PMP: 0,193 mg/
100 g, 1,353 min)
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Fig. 73. Cromatograma de VITAMINA B, en Chopped pavo (PMP: 0,164 mg/
100 g, 1,360 min)
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Fig. 74. Cromatograma de VITAMINA B, en Chopped vitaminado (PMP: 0,194 mg
/100 g, 1,363 min; PN: 0,651 mg/100 g, 3,744 min)
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Fig. 75. Cromatograma de VITAMINA B, en Mortadela siciliana (PMP: 0,127 mg
/100 g, 1,357 min)
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6.A.1.5. VITAMINA C

6.A.1.5.1. Estudio para la optimizacion de la separacion cromatografica de
acido L-ascorbico

En el apartado de antecedentes bibliograficos (4.A.5.), se detallan los diferentes
mecanismos de cromatografia liquida que se han utilizado en el analisis de acido
ascorbico y de otros vitameros. En este estudio el objetivo es buscar la separacion
cromatografica optima para el acido L-ascorbico en productos carnicos cocidos,
por lo que se ha ensayado un método de separacion en fase inversa sobre una fase
estacionaria de tipo polar (Dennison et al., 1981; Morawski, 1984), evitando de
esta forma la necesidad de empleo de los reactivos de par-ionico usados en la
cromatografia en fase inversa sobre fases apolares (columnas Cg, C,g) (tablas 26-
30); puesto que en este caso dada la naturaleza polar del acido ascorbico tendrian
que ser usados para mejorar la retencion sobre la columna.

Se ha seleccionado como columna un cartucho Spherisorb NH, (5 pm, 25 x 0,4
cm DI), que se caracteriza por tener enlazados grupos amino sobre la superficie
de las microparticulas de silice. Después, se ha estudiado la composicion optima
de la fase movil. En este proceso de separacion basta la adicion de un tampodn
adecuado a la fase movil para lograr buenos resultados. Se ensayan mezclas de
acetonitrilo-tampon fosfato (60:40 v/v) en eluciones isocraticas operando a
diferentes concentraciones de tampén (10, 20 y 50 mM) para un valor de pH de
3,6. Esta condicion acida reduce el riesgo de degradacion oxidativa del acido
ascorbico. El ensayo se ha aplicado a un patréon puro de acido ascérbico de 75

pe.

Observando los cromatogramas que se han obtenido en seis inyecciones
efectuadas para cada uno de los casos estudiados, en la medida que la
concentracion de tampon aumenta desde 10 a 50 mM, el tiempo de retencion
disminuye en 2,4 min. En vista de los resultados obtenidos, se ha decidido
emplear la concentracion de 20 mM para el tampon fosfato, que permite obtener
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una sefial simétrica para el patron estudiado con un tiempo de retencion de 3,433
min.

Por ello, para la separacion y cuantificacion del acido L-ascorbico se ha utilizado
como fase movil una mezcla de acetonitrilo-tampon fosfato 20 mM a pH 3,6 en
una proporcion de (60:40 v/v), operando con una velocidad de flujo de 1,000
ml/min,

El acido L-ascorbico tiene fuerte absorcion ultravioleta, encontrandose mediante
el espectro de la vitamina que el maximo corresponde en las condiciones acidas
de operacion a una longitud de onda de 248 nm, variando dicha longitud con el
valor de pH.

Cuando la cromatografia en fase inversa se realiza sobre una columna en fase
amino, la variable temperatura afecta fuertemente la retencion (Gilpin & Sisco,
1980). Se han ensayado las condiciones Optimas de operacion a tres temperaturas
(35, 40 y 60 °C), observandose que a 35 °C el pico cromatografico obtenido para
el acido ascorbico presenta buena resolucion a un tiempo de 3,433 min, al ir
aumentando la temperatura el tiempo de retencion disminuye, de modo que a 60
°C el tiempo de retencion es 2,764 min. Dada la inestabilidad del acido L-
ascorbico al calor, se ha preferido trabajar a una temperatura de 35 °C.

Se ha apreciado que el deterioro de esta columna es notable después de 100
inyecciones afectando a la resolucion de la vitamina, lo que no ocurre en las
columnas en fase apolar (Cg, C;3) con ese mismo numero de analisis. Puede
deberse a la pérdida de algin grupo amino, probablemente debido a la formacion
de bases de Schiff (Woidich ez al., 1978).

El método cromatografico se ha aplicado al patrén obteniendo el cromatograma
de la figura 76. El acido L-ascérbico eluye como un pico simétrico y bien
definido.
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Fig. 76. Cromatograma de ACIDO L-ASCORBICO en Patrén (75 pg; 3,433 min)
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6.A.1.5.2. Estudio para la optimizacion del agente de extraccion para el acido
L-ascérbico a partir de productos carnicos cocidos

La rapida descomposicion del acido ascorbico en soluciones acuosas en
presencia de la luz y el aire, ha sido objeto de muchas investigaciones,
encontrandose que la reaccion de oxidacion hasta acido dehidroascérbico se
acelera por variables como la temperatura, el pH, la concentraciéon de oxigeno,
asi como por la presencia de alcalis e iones metalicos pesados, Cu®’, Ag” y
Fe’* (DeLeenheer et al., 1992). Intentando inhibir este proceso se ha buscado un
método de extraccidn para el acido ascdrbico en condiciones acidas que asegure

su maxima estabilidad.

Las muestras analizadas tienen naturaleza proteica, por lo que la extraccion debe
implicar la precipitacion de las proteinas para eliminar interferentes, facilitando
la clarificacion del extracto. El acido metafosforico fue recomendado como el
agente de extraccion mas apropiado (Ponting, 1943), ya que al inactivar el efecto
catalitico de la acido ascorbico oxidasa y del cobre, retarda la oxidacion del acido
ascorbico. Para la optimizacion del método se han seleccionado dos agentes
extractantes, el acido metafosforico (tablas 26-30) y el acido tricloroacético (Carr
et al., 1983; Speek et al., 1984) que también precipita las proteinas y tiene la
ventaja de ser mas estable que el HPO;. Se han ensayado ambos al 5% (p/v) de
concentracion, en dos productos distintos (lunch y chopped vitaminado).

Se recomienda en ambos casos la adicion de una pequena cantidad de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), agente quelante muy efectivo para cationes
divalentes (Archer et al., 1980). El reactivo quela, el Ca”, el Fe*" y el Cu* en
soluciones acidas, quedando eliminados de las reacciones cataliticas de

oxidacion-reduccion.

La tabla 74 presenta los datos del estudio. Como se observa, ambos agentes
extractantes presentan un comportamiento similar, sin embargo los

cromatogramas con menos 1mpurezas se obtienen empleando 4acido
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metafosforico, por lo que se ha decidido su utilizacion, lo que asegura mayor vida

atil para la columna cromatografica.

TABLA 74. Efecto del agente extractante en la determinacion de ACIDO L-
ASCORBICO

Muestra Extraccion acida
METAFOSFORICO TRICLOROACETICO
(mg/100 g) * (mg/100 g) *
Lunch 22,643 + 1,093 21,503 £ 1,050
Chopped vitaminado 48 546 + 1,635 49,754 + 1,822

* Los datos representan x (n=6) + SD por duplicado

6.A.1.5.3. Determinacion de los parametros analiticos
PRECISION

El estudio se ha ensayado con la muestra de mortadela siciliana y los resultados

se presentan en la tabla 75.
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TABLA 75. Determinacion de ACIDO L-ASCORBICO: Precision

Muestra n x+SD CV
(mg/100 g) (%)

Mortadela siciliana * 1 25,851 + 0,303 1,2
Mortadela siciliana ° 10 25,463 + 0,974 3,8

* Analisis de seis réplicas de una tinica muestra durante un dia
® Analisis por duplicado de diez muestras diferentes durante tres meses

EXACTITUD

Los resultados de exactitud para el acido L-ascorbico se detallan en la tabla 76.



287 Experimentos metodologicos

TABLA 76. Determinacion de ACIDO L-ASCORBICO: Exactitud

Muestra Cantidad Cantidad Cantidad  Recuperacion
presente adicionada hallada
(mg/100g)  (mg/100 g) (mg/100 g) (%)
Mortadela
siciliana *
- 25,997
- 25,474
- 26,271
- 25,589
- 25,732
- 26,044
x +SD 25,851 £0,303
25,851 13,300 38,123 92.3
25,851 13,300 38,012 91,4
25,851 13,300 38,096 92,1
x+SD 38,077 +0,058 91,9+0,5
25,851 25,000 49,324 93.9
25,851 25,000 49,539 94,8
25,851 25,000 49,908 96,2
x +SD 49,590 £0,295 950+ 1.2

* Analisis de doce réplicas de una tunica muestra durante un dia

La recuperacion para el acido L-ascorbico varia entre 91,4-96,2%, siendo el

porcentaje mas alto a concentraciones mayores de vitamina. La reproducibilidad
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de la exactitud se ha estudiado durante cinco dias sucesivos, obteniendo un

coeficiente de variacion de 1,0%.

6.A.1.5.4. Sistema de calibracion y ensayo

La tabla 77 contiene los datos de calibracion obtenidos para las concentraciones
de acido L-ascorbico detalladas en 5.B.2.1.5.3. siguiendo el procedimiento
analitico descrito en 5.B.2.1.5.4.

TABLA 77. Datos de calibracién para ACIDO L-ASCORBICO

Tiempo de retencion Contenido vitamina Area cromatogrifica

(min) (ng) x (n=6) + SD

- 0 0,00 % 0,000
3,465 50 71,38 + 0,764
3,433 75 103,22 + 2,764
3,443 100 149,71 £ 2,781
3,420 150 210,96 £2,077
3,404 200 296,94 + 4, 888

La curva de calibracion obtenida se presenta en la figura 77. Es una linea recta en
el margen de trabajo de 50-200 pg y cubre en el alimento un rango de 16,000-
67,000 (mg/100 g). El coeficiente de variacion para la pendiente es 4,5%. El
limite de deteccion corresponde a 1,600 (mg/100 g).
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Fig. 77. Curva de calibracién para ACIDO L-ASCORBICO

El resultado de la regresion se expone en la tabla 78.

TABLA 78. Regresién lineal ACIDO L-ASCORBICO = - 2,343 + 1,472 x

RESULTADO REGRESION ACIDO L-ASCORBICO

Constante - 2,343
Coeficiente X 1,472
Coef. correlacion lineal (1) 0,9988
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6.A.1.5.5. Cromatogramas de dcido L-ascérbico en productes carnicos
cocidos

La aplicacién del método a los productos carnicos cocidos permite obtener los
cromatogramas de las figuras (78-83). En las muestras carnicas varios
interferentes acompaiian a la sefial de AA, no afectando a la resolucion y la
definicion de ésta. Se ha observado que el tiempo de retencion para el AA es
poco reproducible, con un coeficiente de variacion de 4,4% a lo largo del curso
de un dia. En consecuencia, la identificacion del pico hasta ahora basada en el
tiempo de retencion se ha confirmado mediante el correspondiente espectro de la
sefial. Como se ha comentado anteriormente en este tipo de cromatografia la
temperatura y la polaridad del disolvente afectan significativamente al tiempo de

retencion.
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Fig. 78. Cromatograma de ACIDO L-ASCORBICO en Lunch (21,053 mg/100 g;
3,031 min)
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Fig. 79. Cromatograma de ACIDO L-ASCORBICO en Chopped pork (24,656
mg/100 g; 3,217 min)
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Fig. 80. Cromatograma de ACIDO L-ASCORBICO en Chopped beef (24,615
mg/100 g; 3,121 min)

14; Acido L-Ascorbico

- / (Chopped Pavo)
2 1

1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (min)

Fig. 81. Cromatograma de ACIDO L-ASCORBICO en Chopped pavo (23,136
mg/100 g; 3,204 min)
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Fig. 82. Cromatograma de ACIDO L-ASCORBICO en Chopped vitaminado (50,612
mg/100 g; 3,050 min)
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Fig. 83. Cromatograma de ACIDO L-ASCORBICO en Mortadela siciliana
(24,847mg/100 g; 3,083 min)



Experimentos metodologicos 294

6.A.2. VITAMINAS LIPOSOLUBLES
6.A.2.1. VITAMINAS A YE

6.A.2.1.1. Estudio para la optimizacién de la separacién cromatografica de

todo-frans-retinol y DL-a-tocoferol

Se pretende optimizar la separacion cromatografica de las dos formas
biolégicamente mas activas de estas vitaminas, el todo-frans-retinol y el DL-a-
tocoferol. Revisadas las referencias bibliograficas se observa la utilizacion de la
cromatografia de adsorciéon, muy adecuada en la separacion de isOmeros
cis/trans, y la cromatografia de particion bien en fase normal o en fase inversa
habiéndose aplicado a productos variados y diferentes a los de este estudio. En
este caso el ensayo se ha iniciado con un método cromatografico en fase inversa .

Se ha seleccionado como columna un cartucho Spherisorb ODS-2 (5 um, 15 x
0,4 cm DI), determinando después la composicion Optima de la fase movil. Dada
la naturaleza lipofilica de estos compuestos se ha eliminado el agua en la fase
moévil, para evitar el posible deterioro de la sefial. Se inicia el ensayo trabajando
con una fase movil de acetonitrilo (100 v/v) en eluciones isocraticas, aplicandolo
a una mezcla de acetato de todo-frans-retinol y acetato de DL-a-tocoferol de 14
y 200 pg respectivamente, que ha sido sometida previamente al proceso de

saponificacion y de extraccion detallado en 5.B.2.2.1.4.

Observando los cromatogramas que se han obtenido en seis inyecciones
efectuadas, el principal inconveniente es el tiempo de retencion, que para el todo-
trans-retinol es de 3,359 min, mientras que para el DL-a-tocoferol es de 10,774

min, trabajando a una temperatura de 40 °C.

Este problema de retencion de lipidos en cromatografia en fase inversa fue
solventado por Parris (1978) adicionando un disolvente de polaridad mas baja

(diclorometano o tetrahidrofurano) al disolvente (acetonitrilo). De esta forma los
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compuestos lipofilicos eluyen antes y ademas al trabajar con una menor
viscosidad de la fase movil se opera con presiones mas bajas, aumentando la vida

util de la columna.

Por lo tanto, se modifica la composicion de la fase movil, estudiandose la mezcla
de acetonitrilo-tetrahidrofurano en una proporcion inicial de (70:30 v/v). Los
tiempos de retencion han experimentado un importante cambio, pasando a ser
1,216 min para el todo-frans-retinol y 2,814 min para el DL-a-tocoferol. Se
buscan unas condiciones que permitan una elucién con tiempos de retencion
intermedios, ensayandose la mezcla anterior en una proporcion de (90:10 v/v).

Se consigue una buena separacion para ambas vitaminas usando como fase movil
una mezcla de acetonitrilo-tetrahidrofurano en una proporcion de (90:10 v/v),
operando con una velocidad de flujo de 0,800 ml/min a una temperatura de 35
°C. El tiempo de retencion en estas condiciones para el todo-trans-retinol ha sido

de 2,320 min y para el DL-a-tocoferol ha sido de 5,473 min.

Aunque la vitamina A y la vitamina E tienen fluorescencia nativa, ambas no se
han cuantificado mediante este tipo de deteccion. Aprovechando la absorcion
ultravioleta, se ha encontrado mediante el espectro que el maximo para el todo-
trans-retinol corresponde en las condiciones de operacion a una longitud de onda
de 325 nm. La deteccion para el DL-a-tocoferol se ha realizado por
fluorescencia, siendo la longitud de onda de excitacion 292 nm y la longitud de

onda de emision 330 nm.

El método se ha aplicado a los patrones obteniendo los cromatogramas de las
figuras 84 y 85.
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Fig. 85. Cromatograma de DL-a-TOCOFEROL en Patrén (200 pg; 5,473 min)
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6.A.2.1.2. Estudio para la optimizacion de la extracciéon de acetato de todo-
trans-retinol y acetato de DL-a-tocoferol a partir de productos carnicos

cocidos

El procedimiento analitico para estas vitaminas liposolubles implica la liberacion
de las mismas de la forma combinada en que pueden existir en la matriz que
constituye la muestra. Muchos autores (tablas 31-33) han usado la hidrolisis
alcalina (saponificacion) como modo de digestion en diferentes matrices, siendo
otra alternativa menos econoémica la hidrélisis enzimatica. Este ultimo
tratamiento afecta a las uniones tipo éster liberando los acidos grasos y los
alcoholes respectivos. La saponificacion de forma general en todos los estudios
publicados se realiza mediante reflujo de la muestra con potasa etanolica en la
presencia de un antioxidante y trabajando en una atmosfera libre de oxigeno. La
cantidad de solucién de potasa requerida depende del contenido de grasa de la
muestra. Normalmente se usan 5 ml de solucién acuosa de KOH al 60% (p/v) y
15 ml de etanol por cada gramo de grasa, incrementando la cantidad de
KOH/etanol si los globulos grasos todavia permanecen después del periodo de
saponificacion (Reynolds, 1984). Cuando esta etapa ha concluido, la solucion
resultante se enfria y la materia insaponificable se extrae con un disolvente

0rganico.

Se ha experimentado la saponificacion en atmoésfera de nitrogeno mediante
reflujo en bafio Maria a 45 °C durante 20 y 30 minutos y a temperatura ambiente
sin reflujo durante toda la noche, con varias concentraciones para la solucion
acuosa de KOH (5 ml 60%, 10 ml 10N, 10 ml 13N y 10 ml 15N) y con 15 ml de
etanol, en presencia de pirogalol como antioxidante (DeVries ef al., 1979). Estos
autores compararon la eficacia del acido ascorbico y del pirogalol como
antioxidantes en la determinacion analitica de vitamina A, encontrando que en la
presencia de pirogalol las pérdidas por isomerizacion eran inferiores.

La tabla 79 detalla los datos obtenidos para la concentracion Optima de
saponificacion después de los diferentes ensayos realizados. La concentracion de
potasa es superior a la recomendada, siendo de 10 ml de solucion acuosa de KOH
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13 N, porque se ha observado que con soluciones mas diluidas, los globulos
grasos no se destruyen completamente durante la etapa de saponificacion. Los
resultados son mejores cuando se trabaja a reflujo en un bafio Maria a 45 °C
durante 20 min que si se opera a temperatura ambiente durante toda la noche.
Respecto a la extraccion de la materia insaponificable, el disolvente n-hexano ha
sido mejor que el éter dietilico por ser menos volatil con la ventaja de que no
extrae los jabones por lo que hay menos interferentes en la determinacion por
HPLC. Ha sido muy utilizado por los investigadores (tablas 31-33), sin embargo,
con n-hexano, el nimero minimo de extracciones que se necesitan depende de la
cantidad de acidos grasos que hay, lo que no es facil de predecir (Thompson,
1986).

El método de extraccion asi preparado responde adecuadamente en las muestras
empleadas, siendo las concentraciones especificas para las matrices que se usan

en este estudio.



TABLA 79. Efecto del proceso de saponificacion en la determinacion de TODO-7RANS-RETINOL y DL-a-TOCOFEROL

Muestra Saponificacién * Todo-trans-retinol
x ° (n=10) £ SD

DL-a-tocoferol
x " (n=10) £ SD

Reflujo (45 °C, 20 min) 102,25 + 2,043

Acetato de todo-trans-retinol 14 pg
y Reflujo (45 °C, 30 min) 100,65 + 1,964
Acetato de DL-a-tocoferol 200 g

Sin reflujo (T* ambiente, 80,27 £ 1,620
toda noche)

160,43 £ 3,236

158,86 £ 2,967

133,43 +2,364

* Saponificacion (10 ml solucién acuosa KOH 13N y 15 ml etanol)
® Los datos representan las areas cromatogréficas obtenidas en el analisis por duplicado de las muestras

$0213010pojau SOUdULIIAXY] 66T
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6.A.2.2. VITAMINA A

6.A.2.2.1. Determinacién de los parametros analiticos

PRECISION

El estudio se ha ensayado con la muestra de chopped vitaminado y los resultados

se presentan en la tabla 80.

TABLA 80. Determinacion de TODO-7TRANS-RETINOL: Precision

Muestra n x+SD CV
(ng/100 g) (%)

Chopped vitaminado * 1 99,300 + 1,033 1,0
Chopped vitaminado ” 10 103,640 + 3,522 3,4

* Analisis de seis réplicas de una inica muestra durante un dia
® Analisis por duplicado de diez muestras diferentes durante tres meses

EXACTITUD

Los resultados de exactitud para todo-trans-retinol se detallan en la tabla 81.
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TABLA 81. Determinacion de TODO-TRANS-RETINOL: Exactitud

Muestra Cantidad  Cantidad Cantidad Recuperacién
presente  adicionada hallada
(ng/100 g)  (ug/100 g) (1g/100 g) (%)
Chopped
vitaminado *
- 101,000
- 98,000
- 99,000
- 99,000
. 100,000
. 99,000
x +SD 99,300 + 1,033
99,300 44,000 140,000 92,5
99,300 44,000 139,000 90,2
99,300 44,000 140,000 92,5
x+SD 139,670 + 0,577 91,7%£1.3
99,300 88,000 182,000 94,0
99,300 88,000 183,000 95,1
99,300 88,000 181,000 92,8
x+SD 182,000 + 1,000 94,0 +1,2

* Analisis de doce réplicas de una unica muestra durante un dia

La recuperacion para el todo-frans-retinol varia entre 90,2-95/1%. La
reproducibilidad de la exactitud se ha estudiado durante cinco dias sucesivos,
obteniendo un coeficiente de variacion de 1,1%.
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6.A.2.2.2. Sistema de calibracion y ensayo
La tabla 82 contiene los datos de calibracion obtenidos para las concentraciones

de vitamina A detalladas en 5.B.2.2.1.3. siguiendo el procedimiento analitico
descrito en 5.B.2.2.1.4.

TABLA 82. Datos de calibracion para ACETATO DE TODO-TRANS-RETINOL

Tiempo de retencion Contenido vitamina Area cromatogrifica

(min) (ng) X (n=6) + SD

. 0 0,00 £+ 0,000
2,317 3,3 24,01 £ 0,866
2,319 7 54,43 £ 1,393
2,320 14 101,50 + 2,221
2,318 17,5 139,38 + 1,474
2,321 21 153,87 + 2,180

La curva de calibracion obtenida se presenta en la figura 86. Es una linea recta en
el margen de trabajo de 3,5-21 pg y cubre en el alimento un rango de 50,000-
300,000 (nug/100 g). El coeficiente de variacion para la pendiente es 8,5%. El
limite de deteccion corresponde a 9,900 (ug/100 g).
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Fig. 86. Curva de calibracion para ACETATO DE TODO-TRANS-RETINOL

El resultado de la regresion se expone en la tabla 83.

TABLA 83. Regresion lineal ACETATO DE TODO-7RANS-RETINOL
=-0,359 + 7,545 x

RESULTADO REGRESION ACETATO DE TODO-TRANS-RETINOL

Constante - 0,359
Coeficiente X 7,545
Coef. correlacion lineal (r) 0,9975
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6.A.2.3. VITAMINA E
6.A.2.3.1. Determinacién de los parametros analiticos
PRECISION

El estudio se ha ensayado con la muestra de chopped vitaminado y los resultados

se presentan en la tabla 84.

TABLA 84. Determinacion de DL-a-TOCOFEROL: Precision

Muestra n x+SD CV
(mg/100 g) (%)

Chopped vitaminado * 1 2,137 £ 0,024 1,1
Chopped vitaminado b 10 2,165 £ 0,057 2,6

* Analisis de seis réplicas de una unica muestra durante un dia

® Analisis por duplicado de diez muestras diferentes durante tres meses

EXACTITUD

Los resultados de exactitud para DL-a-Tocoferol se detallan en la tabla 85.
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TABLA 85. Determinacion de DL-a-TOCOFEROL: Exactitud

Muestra Cantidad Cantidad Cantidad  Recuperacién
presente adicionada hallada
(mg/100g)  (mg/100g)  (mg/100g) (%)
Chopped
vitaminado *
- 2,164
- 2,104
- 2,117
- 2,148
- 2,129
- 2,160
x+SD 2,137 +£ 0,024
2.137 0,520 2,493 93,8
2,137 0,520 2,475 93,1
2,137 0,520 2,440 91,8
x+SD 2,469 +0,027 929+1,0
2,137 1,040 3,003 94,5
2,137 1,040 2,975 93,6
2,137 1,040 3,013 94,8
x+SD 2,997 £0,020 94,3 +0,6

* Analisis de doce réplicas de una unica muestra durante un dia

La recuperacion para el DL-a-tocoferol oscila entre 91,8-94,8% siendo la
variacion menor a altas concentraciones. La reproducibilidad de la exactitud se
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ha estudiado durante cinco dias sucesivos, obteniendo un coeficiente de variacion

de 0,7%.

6.A.2.3.2. Sistema de calibracion y ensayo

La tabla 86 contiene los datos de calibracion obtenidos para las concentraciones
de acetato de DL-a-tocoferol detalladas en 5.B.2.2.2.3. siguiendo el
procedimiento analitico descrito en 5.B.2.2.2.4.

TABLA 86. Datos de calibracion para ACETATO DE DL-a-TOCOFEROL

Tiempo de retencion Contenido vitamina Area cromatografica

(min) (ng) x (n=6) + SD

- 0 0,00 = 0,000
5,483 50 37,52 +£ 0,651
5,485 100 83,50 £ 0,709
5,476 150 108,22 £+ 1,961
5,473 200 163,30 £+ 3,028
5,484 250 205,47 £ 3,189

La curva de calibracion obtenida se presenta en la figura 87. Es una linea recta en
el margen de trabajo de 50-250 pg y cubre en el alimento un rango de 0,700-
3,600 (mg/100 g). El coeficiente de variacion para la pendiente es 7,6%. El limite
de deteccion corresponde a 0,130 (mg/100 g).
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Fig. 87. Curva de calibracion para ACETATO DE DL-a-TOCOFEROL

El resultado de la regresion se expone en la tabla 87.

TABLA 87. Regresion lineal ACETATO DE DL-a-TOCOFEROL
=-2432+0,817x

RESULTADO REGRESION ACETATO DE DL-a-TOCOFEROL

Constante -2,432
Coeficiente X 0,817
Coef. correlacion lineal (r) 0,9968
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6.A.2.3.3. Cromatogramas de todo-frans-retinol y DL-a-tocoferol en
productos carnicos cocidos

Se ha aplicado el método en los productos objeto de estudio obteniendo los
cromatogramas de las figuras 88 y 89. No se han detectado estas vitaminas en los
productos estudiados excepto en el chopped vitaminado que ha sido enriquecido
vitaminicamente. Las sefiales cromatograficas en este caso son bien definidas,
simétricas y libres de interferencias. La identificacion se ha basado en el tiempo
de retencion, siendo los coeficientes de variacion 0,5% para el todo-trans-retinol

y 0,4% para el DL-a-tocoferol.
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Fig. 88. Cromatograma de TODO-7RANS-RETINOL en Chopped vitaminado
(99,000ug/100 g; 2,336 min)
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Fig. 89. Cromatograma de DL-a-TOCOFEROL en Chopped vitaminado (2,146 mg
/100 g; 5,503 min)
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6.B. CONTENIDO DE VITAMINAS EN
PRODUCTOS CARNICOS COCIDOS
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El estudio de los productos carnicos cocidos, se ha hecho en dos fases del
proceso de elaboracion: antes de ser tratados por el calor (fase de amasado) y
después de ser tratados por el calor (producto acabado). Como ya se ha indicado
los alimentos estudiados han sido: lunch, chopped pork, chopped beef, chopped
de pavo, chopped vitaminado y mortadela siciliana. El producto amasado y
acabado proceden de un mismo lote de fabricacion. Para cada producto se han
obtenido valores promedio de veinte muestras analizadas por duplicado durante
un periodo de cuatro meses. El célculo del contenido de las diversas vitaminas
presentes en las muestras se detalla en el apartado de determinaciones analiticas

(5.B.2.).

6.B.1. Contenido de vitaminas en productos cdrnicos cocidos antes de ser

tratados por el calor

Los datos sobre el contenido de vitaminas en los diversos productos ensayados
durante la fase de amasado se han recogido en las tablas (88-95). La
concentracion de tiamina varia entre 0,145-0,525 mg/100 g de unos productos a
otros, dependiendo de las materias primas que los integran. Destaca por su alto
contenido el lunch (0,525 mg/100 g), incluso mas que el chopped vitaminado
(0,425 mg/100 g, enriquecido vitaminicamente) y por su bajo contenido el
chopped de pavo (0,040 mg/100 g). La reproducibilidad de resultados durante el
periodo de trabajo se ha considerado adecuada, dadas las bajas concentraciones
(mg/100 g) que se manejan y teniendo en cuenta que el contenido vitaminico de
estas muestras depende de la composicion de los tejidos animales que componen
la materia prima, experimentando variaciones segun la especie animal y la

alimentacion recibida.

La diferencia en el contenido de riboflavina entre los productos sin
enriquecimiento vitaminico es relativamente grande, variando entre 0,118-0,193
mg/100 g. Son concentraciones bajas, si se comparan con las del chopped
vitaminado (0,694 mg/100 g).
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Respecto a la niacina, los niveles encontrados en los productos sin tratamiento
vitaminico varian entre 2,655-3,808 mg/100 g, siendo la forma predominante la
nicotinamida (1,974-2,888 mg/100 g). La concentracion de acido nicotinico es
baja (0,915-1,428), no detectandose en el chopped pork y el chopped beef por
estar en el limite de deteccion. El chopped vitaminado se ha enriquecido con
nicotinamida (8,722 mg/100 g). El coeficiente de variaciéon de los resultados es
adecuado para las concentraciones de trabajo, considerando los cambios de
composicion que pueden tener los tejidos animales.

La vitamina By se halla en estos productos en forma de fosfato de piridoxamina
(PMP), uno de los principales vitameros en la carne (Vanderslice ef al., 1984).
Las cantidades encontradas son bajas (0,131-0,214 mg/100 g), con pequefia
variacion de un producto a otro. El chopped vitaminado se ha suplementado con
piridoxina (PN), la forma mas estable, alcanzando una concentracion de 0,862
mg/100 g entre los dos vitameros (PMP y PN). La reproducibilidad es buena
considerando las concentraciones en las que se trabaja.

La cantidad de dcido L-ascérbico es alta (22,456-25,868 mg/100 g) y presenta
poca oscilacion en los varios productos analizados. Sin embargo, hay que
considerar que la materia prima que los compone carece de vitamina C, por lo
tanto esa concentracion procede del ascorbato de sodio usado como antioxidante
en la elaboracion de los mismos. El chopped vitaminado contiene mayor
proporcion (52,302 mg/100 g). La reproducibilidad de los resultados ha sido
satisfactoria dependiendo en este caso de la mayor o menor homogeneidad entre
las muestras en el proceso de elaboracion, no influyendo la composicion de los

tejidos que integran la materia prima.

Las vitaminas liposolubles (todo-frans-retinol y DL-a-tocoferol) no se hallan
en los productos carnicos estudiados, solamente aparecen en el chopped
vitaminado por haber sido tratado con un suplemento vitaminico en su
elaboracion. Se le han adicionado estas vitaminas en forma de sal (acetato de
todo-trans-retinol y acetato de DL-a-tocoferol), pero después del proceso de
saponificacion se convierten en las formas alcoholicas (todo-frans-retinol y DL-
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a-tocoferol) con contenidos de 107,550 (pg/100 g) y 2,308 (mg/100 g)
respectivamente.

Todos los datos numéricos que se detallan representan valores promedios.



TABLA 88. Valores de TTAMINA en productos carnicos antes de ser tratados por el calor (amasado)

TIAMINA

Muestras Lunch Chopped pork Chopped beef Chopped pavo Chopped vitaminado Mortadela siciliana
| 0,520 0,162 0,146 0,039 0,401 0,139
2 0,543 0,169 0,153 0,044 0,415 0,144
3 0,468 0,180 0,159 0,039 0,426 0,139
4 0,557 0,189 0,173 0,032 0,415 0,143
5 0,560 0,195 0,169 0,035 0,437 0,156
6 0.569 0,185 0,164 0,042 0,473 0,148
7 0,587 0,184 0,167 0,048 0,419 0,156
8 0,521 0,164 0,163 0,043 0,393 0,159
9 0,526 0,179 0,156 0,038 0,435 0,142
10 0,510 0,185 0,167 0,037 0,393 0,145
11 0,518 0,184 0,168 0,043 0,385 0,143
12 0,494 0,191 0,162 0,044 0,425 0,149
13 0,482 0,168 0,151 0,039 0,431 0,140
14 0.495 0,175 0,156 0,037 0,508 0,138
15 0,540 0,163 0,153 0,039 0,374 0,143
16 0,553 0,161 0,151 0,043 0,453 0,144
17 0,514 0,186 0,145 0,044 0,483 0,149
18 0,494 0,181 0,154 0,043 0,434 0,142
19 0,510 0,172 0,147 0,040 0,411 0,138
20 0.529 0,169 0,160 0,038 0,394 0,145

x+SD 0,525 0,031 0,177 £0,010 0,158 + 0,008 0,040 + 0,004 0,425 + 0,034 0,145 + 0,006

CV(%) 5,9 56 5,1 10,0 8.0 4.1

SpunuUD}Ia 3p OpPIUANUO,) 1€

Los datos se han obtenido en el analisis por duplicado de las muestras y se expresan en (mg/100 g)



TABLA 89. Valores de RIBOFLAVINA en productos carnicos antes de ser tratados por el calor (amasado)

RIBOFLAVINA
Muestras Lunch Chopped pork Chopped beef Chopped pavo Chopped vitaminado Mortadela siciliana
1 0,192 0,164 0,159 0,194 0,739 0,119
2 0,191 0,159 0,161 0,190 0,745 0,121
3 0,192 0,162 0,153 0,184 0,712 0,119
4 0,187 0,161 0,157 0,176 0,716 0,117
5 0,177 0,157 0,152 0,179 0,694 0,120
6 0,201 0,150 0,160 0,181 0,659 0,115
7 0,202 0,153 0,163 0,177 0,653 0,107
8 0,204 0,146 0,152 0,177 0,613 0,113
9 0,196 0,149 0,147 0,169 0,677 0,114
10 0,185 0,154 0,151 0,161 0,676 0,113
11 0,186 0,149 0,149 0,165 0,678 0,112
12 0,203 0,155 0,146 0,174 0,673 0,115
13 0,204 0,153 0,145 0,171 0,686 0,113
14 0,207 0,152 0,163 0,173 0,716 0,109
15 0,189 0,156 0,154 0,179 0,720 0,107
16 0,210 0,155 0,155 0,175 0,706 0,128
17 0,184 0,149 0,153 0,179 0,683 0,129
18 0,193 0,162 0,149 0,180 0,696 0,131
19 0,183 0,157 0,154 0,183 0,715 0,127
20 0,174 0,163 0,159 0,181 0,724 0,128
x+SD  0,193£0,010 0,155 + 0,005 0,154 £ 0,005 0,177 £ 0,008 0,694 + 0,032 0,118 + 0,007
CV(%) 52 3,2 3.2 45 46 59

Los datos se han obtenido en el analisis por duplicado de las muestras y se expresan en (mg/100 g)

C1€ SpunUDIIA 3P OPIIAIUO.)



TABLA 90. Valores de NICOTINAMIDA en productos carnicos antes de ser tratados por el calor (amasado)

NICOTINAMIDA
Muestras Lunch Chopped pork Chopped beef Chopped pavo Chopped vitaminado Mortadela siciliana
| 2,397 2,950 2,583 2,439 8,492 2,149
2 2,526 2,893 2,628 2,519 8,496 2,107
3 2,469 2.879 2,638 2,483 8,665 2,048
B 2,473 2,865 2,569 2,426 8,546 2,075
5 2,285 2,713 2,834 2,533 8,273 1,787
6 2,229 2,761 3,034 2,581 8,099 1,826
7 2,348 2,739 3,054 2,555 8,202 1,809
8 2,298 2,783 2,836 2,591 8,263 1,842
9 2,339 2,764 3,095 2,516 9,496 1,902
10 2,417 2,783 2,982 2,750 9,204 1,927
11 2,316 2,452 3,049 2,476 9,168 1,946
12 2,366 2,493 2,913 2,623 8,887 1,899
13 1,925 2,295 2,819 2,489 9,721 2,172
14 1.921 2,364 2,782 2,325 9,644 2,224
15 1,872 2,206 2,894 2,407 9,537 2,149
16 2.268 2,252 2.858 2,498 9,596 2,117
17 2,357 2,557 3,094 2,564 7,991 1,866
18 2,368 2,872 3,189 2,749 8,329 1,934
19 2,424 2,680 2,907 2,808 7,798 1,838
20 2,434 2,789 2,992 2,328 8,034 1.856
x+SD  2,302+0,186 2,655 £0,232 2,888 £ 0,180 2,533 40,129 8,722 + 0,631 1,974 £ 0,141
CV(%) 8,1 8,7 6,2 5,1 7.2 7,1

SOUUD]IA 3P OPIUIUO]) 9] €

Los datos se han obtenido en el analisis por duplicado de las muestras y se expresan en (mg/100 g)



TABLA 91. Valores de ACIDO NICOTINICO en productos carnicos antes de ser tratados por el calor (amasado)

ACIDO NICOTINICO
Muestras Lunch Chopped pork Chopped beef Chopped pavo Chopped vitaminado Mortadela siciliana
1 1,069 ND ND 1,327 1,530 1,003
2 1,120 ND ND 1,273 1,393 0,973
3 1,029 ND ND 1,204 1,484 0,874
+ 0,996 ND 0,238 1,254 1,527 0,890
5 1,127 0,209 ND 1,314 1,304 0,903
6 1,072 ND ND 1,290 1,277 0,921
7 1,090 0,226 ND 1,319 1,419 0,906
8 1,120 0.243 0,214 1,282 1,333 0,894
9 1,132 ND ND 1,184 1,418 0,891
10 1,070 ND ND 1,216 1,521 0,930
11 1,002 0,236 0,203 1,230 1,506 0,917
12 0,973 0,201 ND 1,315 1,324 0,920
13 1,124 ND ND 1,330 1,458 0,876
14 1,065 ND ND 1,283 1,537 0,904
15 1,108 ND ND 1,334 1,442 0,893
16 0,993 ND ND 1,270 1,395 0,902
17 0,984 ND 0,201 1,314 1,380 0,892
18 1,022 ND ND 1,235 1,474 0,930
19 1,127 ND ND 1,273 1,508 0,936
20 1,096 ND ND 1,262 1,334 0,945
x+SD 1,066 £0,055 1,275 0,044 1,428 + 0,083 0,915 + 0,032
CV(%) 52 35 58 35

Los datos se han obtenido en el analisis por duplicado de las muestras y se expresan en (mg/100 g)

L1€ Sounupjia ap opruauoy)



TABLA 92. Valores de NIACINA en productos carnicos antes de ser tratados por el calor (amasado)

Muestras Nicotinamida Acido Nicotinico NIACINA

(mg/100g)* (mg/100 g) * (mg/100 ) *
Lunch 2,302 1,066 3,368
Chopped pork 2,655 ND 2,655
Chopped beef 2,888 ND 2,888
Chopped pavo 2,533 1,275 3,808
Chopped vitaminado 8,722 1,428 10,150
Mortadela siciliana 1,974 0,915 2,889

* Los datos representan la x (n=20)
® Los datos son la suma de los valores medios de nicotinamida y acido nicotinico

SOUIUDIIA 3P OpIUdIuO,) §1€



TABLA 93. Valores de VITAMINA B en productos carnicos antes de ser tratados por el calor (amasado)

VITAMINA Bg
Muestras Lunch® Chopped pork * Chopped beef * Chopped pavo® Chopped vitaminado ® Mortadela siciliana *
| 0,159 0,193 0,213 0,178 0,894 0,130
2 0,157 0,203 0,206 0,176 0,903 0,128
3 0,158 0,206 0,203 0,182 0,914 0,130
4 0,156 0,194 0,211 0,171 0,890 0,127
5 0,154 0,190 0,207 0,174 0,908 0,132
6 0,158 0,192 0,208 0,170 0,856 0,128
7 0,159 0,185 0,216 0,167 0,884 0,133
8 0,164 0,182 0,224 0,164 0,868 0,134
9 0,156 0,184 0,227 0,166 0,849 0,129
10 0,156 0,195 0,216 0,165 0,827 0,128
11 0,165 0,177 0,231 0,169 0,817 0,132
12 0,178 0,186 0,229 0,168 0,803 0,132
13 0,167 0,190 0,232 0,174 0,844 0,134
14 0,174 0,197 0,234 0,170 0,865 0,134
15 0,178 0,208 0,219 0,173 0,864 0,134
16 0,175 0,205 0,205 0,175 0,840 0,135
17 0,166 0,204 0,201 0,179 0,855 0,125
18 0,161 0,206 0,204 0,170 0,857 0,128
19 0,163 0,201 0,201 0,167 0,849 0,132
20 0,160 0,197 0,194 0,166 0,850 0,130
X4+SD 0,163 +0,008 0,195 + 0,009 0,214 £0,012 0,171 £ 0,005 0,862 + 0,030 0,131 + 0,003
CV(%) 49 4.6 5,6 2.9 3,5 23

Los datos se han obtenido en el analisis por duplicado de las muestras y se expresan en (mg/100 g)
* Valores de PMP / ® Suma de valores de PMP y PN
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TABLA 94. Valores de ACIDO L-ASCORBICO en productos carnicos antes de ser tratados por el calor (amasado)

ACIDO L-ASCORBICO

Muestras Lunch Chopped pork Chopped beef Chopped pavo Chopped vitaminado Mortadela siciliana
| 21,840 26,730 28,450 23,740 55,820 26,420
2 22,430 25,640 28,964 23,620 56,114 26,893
3 23,374 25925 27,420 23,750 53,920 26,473
4 22,967 25,639 26,356 23,995 53,026 27,600
5 23,079 26,180 26,480 23,109 54,960 26,412
6 22,760 24,520 26,069 23,620 53,984 26,980
7 22,090 23,728 25,420 25,143 54,880 26,874
8 21,325 24,920 25,530 25,814 50,860 26,712
9 20,830 24 875 24,026 25,269 49,920 26,529
10 21,370 25,760 23,774 24 415 50,752 26,600
11 20,654 25,353 24,520 25,869 51,327 26,425
12 21,010 24 780 22,850 24,240 50,653 26,737
13 23,800 23,790 25,693 24,260 52,940 25,983
14 23,004 23,986 25.040 25,694 53,997 24,709
15 22,877 25,720 25,628 23,600 49,130 23,893
16 21,024 25,910 25.780 24,504 50,723 24,122
17 22,753 24,646 25,994 22,359 50,180 23,880
18 24,232 25,883 26,103 22,860 48,627 23,758
19 23,670 23,982 25,967 22,996 52,613 24,920
20 24,023 23,650 26,142 23,120 51,618 25,437

xtSD 22456+ 1,125 25,081 +£ 0,922 25810 £ 1,436 24,099 £ 1,028 52,302 £2,234 25,868 £ 1,210

CV(%) 5,0 3,7 56 43 43 4,7

sounuDIIA 3p OPIIANUOY) 0TE

Los datos se han obtenido en el andlisis por duplicado de las muestras y se expresan en (mg/100 g)



TABLA 95. Valores de TODO-7TRANS-RETINOL y DL-a-TOCOFEROL en productos
carnicos antes de ser tratados por el calor (amasado)

TODO-TRANS-RETINOL DL-a-TOCOFEROL

Muestras Chopped vitaminado (1g/100 g) Chopped vitaminado (mg/100 g)

1 106 2,304

2 105 2,263

3 109 2,352

4 107 2,294

5 106 2,223

6 110 2,320

;. 109 2,385

8 111 2,433

9 110 2,224

10 109 2,250

11 111 2,459

12 112 2,292

13 109 2,414

14 105 2,243

12 107 2,114

16 109 2,335

17 104 2,268

18 105 2,345

19 103 2,217

20 104 2,428
xtSD 107,550 + 2,685 2,308 £0,088
CV(%) 2,5 3.8

Los datos se han obtenido en el analisis por duplicado de las muestras
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6.B.2. Contenido de vitaminas en productos cdrnicos cocidos después de ser

tratados por el calor

Los datos sobre el contenido de vitaminas en los productos analizados después
del proceso de fabricacion se han recogido en las tablas (96-103) y los valores
promedios se han representado mediante diagramas de anillo en las figuras (90-
94) y diagrama de barras en la figura 95. Las cantidades diarias recomendadas
para la poblacion espaiiola (tabla 6) sugieren una ingesta minima de 1 mg/dia
para la vitamina B,. Basandose en ello, todos los productos excepto el chopped
de pavo (3,9% CDR) aportan cantidades significativas de vitamina (14,1-50,8%
CDR), siendo estas concentraciones suministradas por 100 gramos de cada uno
de dichos productos alimenticios. Las diferencias entre unos y otros son
importantes, destacando el lunch por su alto porcentaje en tiamina.

Respecto a la vitamina B, se ha recomendado en adultos sanos un minimo de 1,2
mg/dia. La mortadela siciliana suministra un 9,7% CDR, sin embargo el resto de
productos aportan entre 12,6-15,9% CDR. El contenido de todos ellos es bastante
inferior al que representa el chopped vitaminado (56,9% CDR).

Las recomendaciones medias en adultos para la niacina son aproximadamente 16
mg/dia. Todos los productos estudiados suministran una buena proporcion de
vitamina (16,6-23,7% CDR), siendo el chopped de pavo el de mas alto contenido
vitaminico. El chopped vitaminado representa un 63,2% CDR.

Para la vitamina B¢ se recomiendan 1,8 mg/dia como valor medio en adultos.
Todos los productos excepto el chopped vitaminado (47,3% CDR) aportan bajos
niveles de vitamina (7,2-11,7% CDR), siendo la mortadela siciliana y el chopped
beef los que representan menor y mayor porcentaje respectivamente, aunque la

diferencia entre ellos no es significativa.

La dosis diaria recomendada para la vitamina C en adultos es de 60 mg
independientemente de si son hombres o mujeres. Los productos que se han
ensayado carecen de esta vitamina por su propia naturaleza, sin embargo gracias
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a los aditivos afiadidos en su elaboracion todos ellos aportan importantes dosis
(35,9-41,5% CDR) al individuo que los consume, representando un 84% CDR el

chopped vitaminado.

Para la vitamina A se ha recomendado una dosis diaria media de 900 RE o pg.
El chopped vitaminado suministra un 11,4% CDR en forma de todo-frans-retinol.

Respecto a la vitamina E la cantidad media que se sugiere es de 12 mg/dia,
aportando el chopped vitaminado un 18,2% CDR en forma de DL-a-tocoferol.

La tabla 104 presenta los porcentajes de vitaminas con respecto a las cantidades

diarias recomendadas aportadas por los productos estudiados.
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TABLA 98. Valores de NICOTINAMIDA en productos carnicos tratados por el calor (producto acabado)

NICOTINAMIDA

Muestras Lunch Chopped pork Chopped beef Chopped pavo Chopped vitaminado Mortadela siciliana
1 2,392 2,953 2,571 2,433 8,469 2,145
2 2,519 2,884 2,611 2,508 8,461 2,091
3 2,458 2,875 2,626 2,472 8,632 2,041
4 2,470 2,857 2,563 2,416 8,513 2,068
5 2,276 2,705 2,818 2,524 8,260 1,781
6 2227 2,763 3,022 2;572 8,084 1,820
7 2,343 2,735 3,053 2,548 8,178 1,801

2,287 2,775 2,838 2,584 8,235 1,840
2,333 2,768 3,099 2,501 9,470 1,906

10 2,406 2,772 2,967 2,753 2,173 1,932
11 2,309 2,443 3,036 2,473 9,132 1,942
12 2,356 2,497 2,900 2614 8,860 1,898
13 1,920 2,286 2,807 2,482 9,696 2,164
14 1,910 2,352 2,779 2,316 9,616 2:217
15 1.860 2,202 2,899 2,398 9,504 2,146
16 2,270 2,255 2,844 2,498 9,570 25110
17 2,355 2,551 3,097 2,558 7,959 1,860
18 2,371 2,863 3,178 2,741 8,300 1,926
19 2,415 2,682 2,899 2,798 7,777 1,831
20 2,439 2,779 2,996 2,320 8,001 1,849

x+SD 2,296 £ 0,187 2,650 £ 0,232 2,880 + 0,183 2,525 £ 0,130 8,694 + 0,629 1,968 £ 0,140

CV(%) 8,1 8.8 6,4 5.1 72 7.1

Los datos se han obtenido en el analisis por duplicado de las muestras y se expresan en (mg/100 g)
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TABLA 99. Valores de ACIDO NICOTINICO en productos cérnicos tratados por el calor (producto acabado)

ACIDO NICOTINICO
Muestras Lunch Chopped pork Chopped beef Chopped pavo Chopped vitaminado Mortadela siciliana
1 1,064 ND ND 1,325 1,502 0,967
2 1,122 ND 0,219 1,264 1,394 0,945
3 1,027 ND ND 1,193 1,463 0,893
B 0,989 ND 0,223 1,247 1,524 0,877
5 1,120 0,204 ND 1,307 1,323 0,912
6 1,064 ND ND 1,284 1,262 0,940
7 1,083 0,213 ND 1,311 1,430 0,880
8 1,114 ND ND 1,276 1,326 0,873
9 1,126 ND ND 1,174 1,417 0,895
10 1,063 ND ND 1,209 1,506 0,922
11 0,995 0.224 0,201 1,221 1,523 0,907
12 0,968 ND ND 1,307 1,307 0,916
13 1,120 ND ND 1,321 1,463 0,884
14 1,064 0,216 ND 1,274 1,524 0,893
15 1,106 ND ND 1,325 1,421 0,904
16 0,984 ND ND 1,261 1,377 0,869
17 0,978 ND ND 1,308 1,385 0,893
18 1,014 ND ND 1,227 1,469 0,921
19 1,120 ND ND 1,264 1,534 0,940
20 1,090 ND ND 1,250 1,327 0,929
xxSD 1,061 £ 0,056 1,267 £ 0,045 1,424 £ 0,084 0,908 £ 0,027
CV(%) 53 3,6 5,9 3.0

Los datos se han obtenido en el analisis por duplicado de las muestras y se expresan en (mg/100 g)
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TABLA 100. Valores de NIACINA en productos camnicos tratados por el calor (producto acabado)

Muestras Nicotinamida Acido Nicoetinico NIACINA
(mg/100 g) * (mg/100 g) * (mg/100 g) °
Lunch 2,296 1,061 3,357
Chopped pork 2,650 ND 2,650
Chopped beef 2,880 ND 2,880
Chopped pavo 2,525 1,267 3,792
Chopped vitaminado 8,694 1,424 10,118
Mortadela siciliana 1,968 0,908 2,876

® Los datos representan la x (n=20)
® Los datos son la suma de los valores medios de nicotinamida y acido nicotinico

SpunUD]IA 2p OpIu3dIio.) {TE



TABLA 101. Valores de VITAMINA B, en productos camnicos tratados por el calor (producto acabado)

VITAMINA Bg

Muestras Lunch* Chopped pork * Chopped beef * Chopped pavo® Chopped vitaminado ® Mortadela siciliana *
1 0,154 0,191 0,207 0,174 0,881 0,129
2 0,156 0,199 0,202 0,170 0,890 0,127
3 0,156 0,205 0,203 0,174 0,906 0,129
4 0,153 0,193 0,211 0,168 0,877 0,125
5 0,157 0,189 0,205 0,175 0,894 0,130
6 0,156 0,191 0,215 0,172 0,844 0,126
7 0,157 0,183 0,213 0,166 0,872 0,131
8 0,159 0,179 0,218 0,165 0,859 0,133
9 0,154 0,181 0,225 0,166 0,835 0,127
10 0,156 0,194 0,224 0,163 0,817 0,125
11 0,167 0,176 0,226 0,165 0,805 0,129
12 0,172 0,185 0,224 0,169 0,793 0,130
13 0,170 0,189 0,224 0,171 0,836 0,132
14 0,172 0,196 0,227 0,167 0,854 0,133
15 0,171 0,204 0,223 0,172 0,853 0,130
16 0,170 0,201 0,195 0,179 0,828 0,131
17 0.158 0,194 0,193 0,172 0,845 0,123
18 0,159 0,207 0,198 0,164 0,849 0,126
19 0,160 0,196 0,198 0,168 0,838 0,129
20 0,158 0,194 0,196 0,163 0,836 0,128

x £ SD 0,161 £ 0,007 0,192 £ 0,009 0,211 £0,012 0,169 £ 0,005 0,851 £ 0,030 0,129 £ 0,003

CV(%) 44 47 5,7 3,0 3,5 2,3

Los datos se han obtenido en el analisis por duplicado de las muestras y se expresan en (mg/100 g)
* Valores de PMP / ® Suma de valores de PMP y PN
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TABLA 102. Valores de ACIDO L-ASCORBICO en productos carnicos tratados por el calor (producto acabado)

ACIDO L-ASCORBICO

Muestras Lunch Chopped pork Chopped beef Chopped pavo Chopped vitaminado Mortadela siciliana
1 20,960 25,929 27,766 22,759 54,244 25,632
2 21,512 24 817 27,134 22,871 54,214 25,768
3 22,467 25.093 26,586 22,717 52,827 25,890
4 22,380 24,556 25,542 23,098 51,632 26,445
5 22,257 25,358 25,363 22,074 53,242 25,997
6 21,986 23,642 25,181 22,554 51,984 26,343
7 21,057 22,971 24,332 24,151 52,727 26,067
8 20,559 24,123 24615 24,704 48,693 25,663
9 19,742 24,132 23,164 24,389 48,473 25,439
10 20,635 24,978 22,942 23,843 48,639 25,342
11 19,948 24213 23,674 24,964 49,042 25,263
12 20,034 23,974 21,931 23,121 48,035 25,900
13 22,647 22,964 24,830 23,136 52131 24 847
14 22,043 23,023 24,137 24,907 52,012 23,932
15 21,053 24 819 24,739 22,459 47,256 22,964
16 20,046 24,656 24,940 23,277 48,692 23,121
17 22,134 23,913 25,013 21,432 48,236 22,967
18 23,648 24912 25,216 21,743 46,589 22,631
19 22,983 23,213 24,942 22,321 ' 50,612 23,742
20 23,014 22,830 25,067 22,074 49013 24,031

x+SD 21,555+ 1,162 24.206 £ 0,890 24,856 £ 1,358 23,130 £ 1,051 50,415 £ 2,400 24,899 £ 1,264

CV(%) 5.4 3,7 55 45 4.8 51

SDUIUDIIA 3P OPIUAIUOY) (€S

Los datos se han obtenido en el analisis por duplicado de las muestras y se expresan en (mg/100 g)



TABLA 103. Valores de TODO-7RANS-RETINOL y DL-a-TOCOFEROL en productos
carnicos tratados por el calor (producto acabado)

TODO-7RANS-RETINOL DL-a-TOCOFEROL

Muestras Chopped vitaminado (ug/100 gy  Chopped vitaminado (mg/100 g)

1 103 2,189

2 100 2,146

3 105 2,220

4 101 2,162

5 102 2,104

6 105 2,206

7 106 2,245

8 107 2,302

9 105 2,096

10 106 2,124

11 108 2,345

12 107 2,168

13 106 2,285

14 101 2,014

15 103 1,982

16 102 2,306

17 99 2,146

18 98 2,205

19 96 2,104

20 95 2,307
x+SD 102,750 + 3,754 2,183 £0,098
CV(%) 3,7 45

Los datos se han obtenido en el analisis por duplicado de las muestras

1€ SpunuUDIIA 3P OPIIAIUO,)
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Mortadela
Chopped siciliana
vitaminado B 0,141
0,41 i /
TIAMINA
Chopped pavo | Lo\  (me/100g)
0,039 Lunch
0,508
Chopped pork
0,172

Fig. 90. Diagrama de anillo con el contenido medio de TIAMINA en productos
carnicos cocidos

Mortadela
sicihana
0.116

Chopped
vitaminado Lunch
0,683 0,191
RIBOFLAVINA
(mg/100 g)
Chopped pork
0,153

Chopped pavo
0,175

Fig. 91. Diagrama de anillo con el contenido medio de RIBOFLAVINA en
productos carnicos cocidos
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Mortadela
siciliana
2,876

Chopped
vitaminado Lunch
10,118 3,357

NIACINA
(mg/100 g) i

Chopped pork
2,65

Chopped pavo
3,792

Fig. 92. Diagrama de anillo con el contenido medio de NIACINA en productos
carnicos cocidos

Mortadela
siciliana
0,129

Lunch
Chopped 0,161
vitaminado
0,851
Chopped pork
0,192

Chopped pavo
0,169

Fig. 93. Diagrama de anillo con el contenido medio de VITAMINA B en productos
carnicos cocidos
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Mortadela
siciliana
24,899
Chopped
vitaminado Lunch
50,415 21,555
ACIDO
L-ASCORBICO
(mg/100 g)
Chopped pork
24,206
Chopped pavo
23,13

Fig. 94. Diagrama de anillo con el contenido medio de ACIDO L-ASCORBICO en
productos carnicos cocidos
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Fig. 95. Diagrama de barras con el contenido medio de TODO-7RANS-RETINOL
y DL-a-TOCOFEROL



TABLA 104. Porcentajes de vitaminas con respecto a las CDR aportadas por los productos carnicos cocidos

Vitaminas Vitamina B, Vitamina B, Niacina Vitamina B¢  Vitamina C Vitamina A Vitamina E
CDR 1 mg 1,2 mg 16 mg 1,8 mg 60 mg 900 pg 12 mg
Muestras
(%o) (%) (Vo) (%) (%) (%) (%)

Lunch 50,8 15.9 21,0 8,9 35,9 - -
Chopped pork 17,2 12,8 16,6 10,7 40,3 - -
Chopped beef 15,3 12,6 18,0 11,7 41,4 - -
Chopped pavo 3,9 14,6 23,7 9,4 38,6 - -
Chopped 41,0 56,9 63,2 47,3 84,0 11,4 18,2
vitaminado
Mortadela 14,1 9,7 18,0 7.2 41,5 - -
siciliana
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6.B.3. Pérdidas vitaminicas durante el proceso industrial de fabricaciéon

Las vitaminas son muy fragiles, se alteran en general facilmente en contacto con
el aire, la luz y el calor. La disminucién del contenido vitaminico de los
productos carnicos comienza en ¢l mismo instante que se sacrifica al animal para
obtener la materia prima, y prosigue en mayor o menor medida con cada etapa de

almacenamiento y de preparacion.

En este trabajo se han estudiado las pérdidas vitaminicas debidas a la
inestabilidad de las vitaminas como consecuencia del proceso de coccidn que
experimentan estos productos en su elaboracion. Consiste en un tratamiento
térmico entre 75-80 °C durante un tiempo de 3-5 h alcanzandose en el centro de
la pieza una temperatura entre 70-75 °C, acompaiiado a continuacién de un

proceso de enfriamiento durante 15 min.

Las tablas (105-112) recogen las pérdidas que se han obtenido para las vitaminas
estudiadas por efecto del tratamiento térmico realizado y se representan mediante

diagramas de barras en las figuras (96-102).

Las vitaminas que han experimentado mas sensibilidad al procesado térmico han
sido las vitaminas liposolubles (todo-frans-retinol y DL-a-tocoferol) con
pérdidas medias de 4,5% y 5,4% respectivamente. Ambas se oxidan facilmente
en la presencia de calor y de oxigeno del aire. Sin embargo, hay que destacar que
estos porcentajes observados no representan una disminucion importante.

Entre las vitaminas hidrosolubles el acido L-ascorbico y la tiamina presentan
pérdidas medias de 3,76% + 0,21 y 3,00% =* 0,38 respectivamente. En ambos
casos la disminucion no es significativa, por lo que el tratamiento realizado da

lugar a una reduccién vitaminica minima.

La vitamina B y la niacina son las mas estables con porcentajes de pérdida de

1,36% + 0,16 y 0,33% * 0,09 respectivamente, no siendo datos relevantes.
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Para cada una de las vitaminas analizadas no se aprecian diferencias notables en

el comportamiento de unos productos frente a otros.

Las principales pérdidas por coccion se producen cuando los productos estan en
contacto directo con el aire y el agua, sin superficie que los recubra, pasando las
vitaminas directamente al liquido de coccidn.

Observando los resultados obtenidos se recomienda la ingesta de productos
carnicos cocidos pues las alteraciones por procesado no han sido
cuantitativamente significativas.



TABLA 105. Efecto del tratamiento de coccion en el contenido de TIAMINA

TIAMINA
Muestras Antes coccion Después coccién Pérdida vitaminica

(mg/100 ) * (mg/100 g)° (%)
Lunch 0,525 £ 0,031 0,508 £+ 0,032 3,24
Chopped pork 0,177 £0,010 0,172 £ 0,010 2,82
Chopped beef 0,158 £ 0,008 0,153 £ 0,008 3,16
Chopped pavo 0,040 + 0,004 0,039 £ 0,004 2,50
Chopped vitaminado 0,425 + 0,034 0,410 + 0,033 3,53
Mortadela siciliana 0,145 + 0,006 0,141 + 0,006 2,76

x +SD 3,00 + 0,38

* Los datos representan x (n=20) + SD por duplicado durante tres meses
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TABLA 106. Efecto del tratamiento de coccion en el contenido de RIBOFLAVINA

RIBOFLAVINA
Muestras Antes coccién Después coccién Pérdida vitaminica

(mg/100 g) * (mg/100 g) * (%)
Lunch 0,193 £0,010 0,191 £ 0,011 1,04
Chopped pork 0,155 £ 0,005 0,153 0,005 1,29
Chopped beef 0,154 + 0,005 0,151 £ 0,007 1,95
Chopped pavo 0,177 £ 0,008 0,175 £ 0,007 113
Chopped vitaminado 0,694 + 0,032 0,683 £ 0,031 1,59
Mortadela siciliana 0,118 £0,007 0,116 £ 0,007 1,69

x+SD 1,45 £ 0,35

* Los datos representan x (n=20) = SD por duplicado durante tres meses
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TABLA 107. Efecto del tratamiento de coccion en el contenido de NICOTINAMIDA

NICOTINAMIDA
Muestras Antes coccion Después coccion Pérdida vitaminica

(mg/100 g) * (mg/100 g)° (%)
Lunch 2,302 +£0,186 2,296 £ 0,187 0,26
Chopped pork 2,655 £ 0,232 2,650 £ 0,232 0,19
Chopped beef 2,888 + 0,180 2,880 + 0,183 0,28
Chopped pavo 2,533 +0,129 2,525 +0,130 0,32
Chopped vitaminado 8,722 £ 0,631 8,694 + 0,629 0,32
Mortadela siciliana 1,974 £ 0,141 1,968 + 0,140 0,30

x +SD 0,28 + 0,05

“ Los datos representan x (n=20) = SD por duplicado durante tres meses
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TABLA 108. Efecto del tratamiento de coccion en el contenido de ACIDO NICOTINICO

ACIDO NICOTINICO
Muestras Antes coccién Después coccion Pérdida vitaminica
(mg/100 g) * (mg/100 ) ° (%)
Lunch 1,066 + 0,055 1,061 + 0,056 0,47
Chopped pork ND ND -
Chopped beef ND ND -
Chopped pavo 1,275 £ 0,044 1,267 + 0,045 0,63
Chopped vitaminado 1,428 + 0,083 1,424 + 0,084 0,28
Mortadela siciliana 0,915 + 0,032 0,908 + 0,027 0,77
x +SD 0,54 +0,21

* Los datos representan x (n=20) + SD por duplicado durante tres meses
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TABLA 109. Efecto del tratamiento de coccion en el contenido de NIACINA

NIACINA
Muestras Antes coccion Después coccion Pérdida vitaminica

(mg/100 g) * (mg/100 g) ° (%)
Lunch 3,368 3,357 0,33
Chopped pork 2,655 2,650 0,19
Chopped beef 2,888 2,880 0,28
Chopped pavo 3,808 3,792 0,42
Chopped vitaminado 10,150 10,118 0,32
Mortadela siciliana 2,889 2,876 0,45

x+SD 0,33 + 0,09

* Los datos representan la suma de las medias de nicotinamida y &cido nicotinico en las muestras
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TABLA 110. Efecto del tratamiento de coccion en el contenido de VITAMINA Bg

VITAMINA Bg
Muestras Antes coccion Después coccién Pérdida vitaminica

(mg/100 g) * (mg/100 g) * (%)
Lunch 0,163 £+ 0,008 0,161 £ 0,007 1,23
Chopped pork 0,195 + 0,009 0,192 + 0,009 1,54
Chopped beef 0,214 £ 0,012 0,211 £ 0,012 1,40
Chopped pavo 0,171 + 0,005 0,169 + 0,005 1,17
Chopped vitaminado 0,862 + 0,030 0,851 £ 0,030 1,28
Mortadela siciliana 0,131+ 0,003 0,129 + 0,003 1,53

x + SD 1,36 £ 0,16

® Los datos representan x (n=20) + SD por duplicado durante tres meses
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TABLA 111. Efecto del tratamiento de coccion en el contenido de ACIDO L-ASCORBICO

ACIDO L-ASCORBICO

Muestras Antes coccion Después cocciéon Pérdida vitaminica

(mg/100 ¢) * (mg/100 g)® (%)
Lunch 22,456 + 1,125 21,555 £ 1,162 4,01
Chopped pork 25,081 £ 0,922 24,206 + 0,890 3,49
Chopped beef 25,810 £ 1,436 24,856 + 1,358 3,70
Chopped pavo 24,099 + 1,028 23,130 + 1,051 4,02
Chopped vitaminado 52,302 £ 2,234 50,415 £ 2,400 3,61
Mortadela siciliana 25,868 + 1,210 24,899 + 1,264 3,75

x+SD 3,76 0,21

“ Los datos representan x (n=20) + SD por duplicado durante tres meses
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TABLA 112. Efecto del tratamiento de coccion en el contenido de TODO-7RANS-RETINOL y DL-a-TOCOFEROL

Muestras Vitamina Antes coccion Después coccion Pérdida vitaminica
(%)
Chopped vitaminado TODO-7TRANS-RETINOL * 107,550 + 2,685 102,750 + 3,754 4,5
Chopped vitaminado  DL-a-TOCOFEROL ° 2,308 + 0,088 2,183 +0,098 5,4

Los datos representan x (n=20) + SD por duplicado durante tres meses

* Se expresa en (ug/100 g)
®Se expresa en (mg/100 g)

SPE SpunuUDIIA 3p OpIUAIUO))
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7. CONCLUSIONES
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1.- El método de extraccion y de analisis cromatografico que se ha puesto a punto
para la determinacion de tiamina en productos carnicos cocidos tiene buena
precision y exactitud, esta libre de interferencias y permite obtener una seiial
simétrica y bien definida. La sensibilidad, linealidad y precision del método se
han mejorado usando una etapa de purificacion y concentracion mediante
cartuchos Sep-Pak para el tiocromo formado por oxidacion in vitro de la tiamina.

2.- El método que se ha utilizado para la determinacion de riboflavina presenta
una buena precision y exactitud al aplicarlo a las muestras objeto de estudio. La
seiial cromatografica resultante tiene buena simetria y definicion. El proceso de
extraccion no requiere etapas de derivatizacion, habiéndose eliminado el paso de
oxidacion utilizado por otros autores en el analisis de esta vitamina para otro tipo
de productos, mejorandose la sensibilidad respecto al mismo proceso con

oxidacion y reduciéndose el tiempo de analisis.

3.- La tiamina y riboflavina no se hallan en los productos camicos cocidos en
forma libre, por lo que el método de extraccion requiere un tratamiento
enzimatico que asegure la liberacion de ambas. Los mejores resultados se han
obtenido con el enzima clara-diastasa, siendo estos datos constantes e
independientes del producto que se ha utilizado. Sin embargo, el porcentaje de
extraccion de ambas vitaminas no es similar para un mismo enzima o si no hay

tratamiento enzimatico.

4.- El método de extraccion descrito para la determinacion de niacina es rapido y
sencillo. Se ha mejorado el limite de deteccion conseguido por otros autores para
esta vitamina en otros productos a pesar de que la baja sensibilidad del detector
de fotodiodos dificulta la medida de pequefias concentraciones. Las senales
cromatograficas para los vitameros no estan afectadas por las interferencias que

las acompaiian, las cuales tienen intensa absorcion ultravioleta.
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5.- El método puesto a punto en este estudio para la determinacién de vitamina
B¢ permite cuantificar de forma rapida, precisa y exacta cinco vitameros de esta
vitamina en los productos carnicos cocidos. La separacion cromatografica de los
mismos permite obtener seiiales bien definidas y simétricas sin la necesidad de
empleo de reactivos par-ionico usados en otros procedimientos con otros
productos, disminuyendo asi el coste del andlisis. La vitamina B¢ se encuentra en
los productos carnicos cocidos en forma de fosfato de piridoxamina no
habiéndose detectado la presencia de los otros vitameros.

6.- El método que se ha desarrollado para la determinacion de acido ascérbico
tiene la sensibilidad, linealidad y precision Optimas para su aplicacion en los
productos carnicos cocidos. La rapida descomposicion de esta vitamina en
soluciones acuosas en presencia de la luz y el aire, requiere tomar precauciones
trabajando con valores acidos de pH para asegurar su maxima estabilidad. La
sefial cromatografica obtenida tiene buena definicion, pero el tiempo de retencion
es menos reproducible que en otros casos por lo que la identificacion de la senal
se ha confirmado mediante el correspondiente espectro ultravioleta. El deterioro
observado en la columna utilizada es mayor que cuando se emplean fases
estacionarias de naturaleza apolar debido a la pérdida de grupos amino.

7.- Se ha puesto a punto un método preciso que permite la determinacion
simultanea de todo-trans-retinol y DL-a-tocoferol en un tnico analisis. Durante
la etapa de extraccion alcalina se han tomado precauciones trabajando en
presencia de una atmosfera inerte de nitrogeno y con pirogalol como antioxidante
para prevenir la oxidacion e isomerizacion de las vitaminas. Se corrobora que el
oxigeno y la luz deben ser evitados en estos ensayos. El n-hexano empleado
como disolvente de extraccion permite reducir el nimero de interferentes en las
muestras que se inyectan al sistema cromatografico, por lo que los
cromatogramas obtenidos presentan picos bien definidos y simétricos.
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8.- El contenido vitaminico de los productos carnicos cocidos varia de unos a
otros en funcion de la composicion de la materia prima que los integra, la cual
depende de la especie animal y de la alimentacion recibida por éste, por lo tanto
no es posible establecer unos niveles de vitaminas que puedan caracterizar
objetivamente la calidad del producto. Considerando las cantidades diarias
recomendadas por organismos oficiales se ha comprobado que todos ellos
aportan cantidades significativas de vitaminas hidrosolubles, sin la necesidad de
recurrir a su suplementacion. Sin embargo, no se han encontrado vitaminas
liposolubles, por lo que puede ser interesante la adicion de éstas en dichos

productos alimenticios.

9.- Estudiados los contenidos vitaminicos durante la fase inicial de amasado y
después del tratamiento térmico de coccion de los productos carnicos se pone de
manifiesto que en general las vitaminas analizadas no sufren una alteracion
cuantitativamente importante como consecuencia del proceso de transformacion
de la materia prima. Se ha observado que la evoluciéon experimentada por cada
una de las vitaminas es diferente, siendo el DL-a-tocoferol, el todo-trans-retinol,
el acido L-ascorbico y la tiamina los mas susceptibles a la alteracion. Las
pequeias pérdidas halladas son independientes de los productos analizados.

10.- En wvista de los resultados observados, se recomienda por su interés
nutricional el consumo variado de productos carnicos cocidos por ser alimentos
faciles de tomar y econoémicos, con la ventaja de evitar las carencias vitaminicas
en el organismo sin la necesidad de tener que tomar complejos vitaminicos que

son mucho mas caros.

11.- En la Legislacion alimentaria esparniola no se contemplan métodos analiticos
para la determinacion de vitaminas hidrosolubles y liposolubles en productos
carnicos cocidos, ni hay tablas con los contenidos vitaminicos de los mismos. Por

lo tanto, dada la importancia de estos parametros, se propone la inclusion de los
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meétodos de HPLC descritos en este trabajo para la cuantificacion de las vitaminas
Bl; Bz, njacina, Bﬁ, C, A Yy E.
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