Debido a que las vitaminas deben estar presentes en el alimento para que las proteinas, grasas y
carbohidratos puedan ser metabelizados y aprovechados por el organismo, en este trabajo se propuso
un método para la cuantificacion simultdnea de acido nicotinico, nicotinamida, piridoxina, tiamina vy
riboflavina en alimentos de origen vegetal y animal por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién
(HPLC). Los resultados mostraron diferencias al compararlos con los vaiores dados en fablas de
composicion alimenticia, debide a que se trata de compuestos sensibles a cambios por factores fisicos
y quimicos como luz, temperatura, pH, cantidad de oxigeno disponible, y a factores propios de los
alimentos como cosecha, manejo, aimacenamiento y procesamiento de los alimentos, e inclusive a
diferencias en el resultado por la metedotogia usada para su cuantificacidn. El método propuesto se
puede utilizar con resultados confiables para la determinacién de &cido nicotinico, nicotinamida,
tiamina y riboflavina.

As vitamins should be whithin the foods in order to metaboiize proteins, fats and carbohydrates and
then be abie 10 be used by the organism, the current studies proposed a method for the simultaneous
measurement of nicotinic acid, nicotinamide, piridoxine, tiamine and riboflavine in foods from vegetal
and animal source by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The results showed
differences whith the food composition value tables because vitarmins are compounds sensitive to both
physic and chemical changes as light, temperature, pH, quantity of oxigen available, and seff-facts of
the foods as harvest, handling, storage and processing, and aiso differences in results because of the
methology used for the measurement. The proposed method could be used with confidence in the
quantification of nicotinic acid, nicotinamide, tiamine and riboflavine.

Los estudios sobre la alimentacion humana en el
siglo pasado llegaron a una férmula
exclusivamente “cuantifativa® de la propia
alimentacion, en el sentido de que, de acuerdo a
la edad y a las condiciones de trabajo y
fisioldgicas de! individuo, se establecian las
necesidades energéticas minimas, o sea, las
calorias que debian contener los alimentos
ingeridos durante las 24 horas, y que al
metabolizarse estos alimentos, desarrollaran la
energia necesaria para mantener al organismao
con vida. Siempre que este minimo de energia
fuera mantenido, se consideraba indistinto que
fuera oblenido de grasas, proteinas o
carbohidratos; por io tanto, se creia que esios
principios nutritivos podian sustituirse entre si {1-
3).

Posteriormente, se observé que ciertas sales
minerales (hierro, calcio, sodic, potasio, fosforo,
etc.) a pesar de no ser indispensables desde el
punto de visia de la produccion de energia, deben
estar presentes en los alimentos en cierta
cantidad y proporcién reciprocas, ya que Su
carencia 0 aporte desequilibrado comprometen
tanto el crecimiento y el recambic de ciertos
tejidos (por ejemplo, los huesos) como el
equilibric Acido-basico de l0s humores organicos
{sangre, linfa intersticial de los tejidos, etc.).

Finalmente, se comprobd que ni una dieta
completa en grasas, carbohidratos, proteinas y
sales minerales lograba satisfacer todas las
necesidades del organismo, haciéndose patente
que para mantener la salud, la dieta tiene que
contener otros compuestos organicos (3-5).

€l reconocimiente de este hecho, se basd en
una serie de observaciones, de las cuales se



dedujo que los alimentos naturales contenian
sustancias indispensables para la salud que no
eran protelinas, grasas ni carbohidratos. En 1806,
F. G. Hopkins llamé a estas sustancias “factores
alimenticios accesorios” y en 1911 C. Funk
introdujo el término *vitaminas”, supcniendo que
eran aminas necesarias para 1a vida, Este término
es actualmente erréneo ya que no todas las
vitaminas tienen estructura de amina, aunque el
uso de este término se ha generalizado para
designar a este grupo de compuestos organicos
{1,4,6).

Las vitaminas pueden definirse como
susiancias  orgdnicas  indispensables en
cantidades cataliticas para el funcionamiento
normal de {as células vivas, asl como para su
crecimiento  y equilibrio, cuya sintesis en
proporciones adecuadas no puede realizar el
organismo, por 10 que se requiere ingerirlas en la
dieta diaria, aunque hay algunas excepciones
como el casc del acido félico, biotina y vitamina
K, que la flora bacteriana de!l intestino puede
sintetizar. En general, su funcidn principal es
participar en el control de las actividades
enzimaticas coma coenzimas y cofactores a nivel
de todas las vias del metabolismo.

Las vitaminas n¢ perienecen a un grupo
especifico de compuestos, son generalmente
complejas en su estructura quimica y muy
diferentes entre si. Debido a esto, no se han
podido clasificar con base a su estructura o
composicidon quimica; sin embargo, se han
clasificado de acuerdo a su solubilidad, y asi
tenemos a las vitaminas liposolubles A, D, E, y K
y a las hidgrosolubies: C, B, (liamina), B,
(iboflavina), B, {piridoxina), niacina, acido félico,
acido pantoténico, biotina, B, (cobalamina), etc.

(7).

A pesar de su requerimiento minimo, su
importancia radica en los efectos bioldgicos, ya
que si durante algun tiempo faltan o escasean las
vitaminas en la dieta, surgen en el organismo
estados patolégicos especificos, asi como
también numerosos transtomnos de una o varias
funciones metabdlicas, ya que las vitaminas sin
intervenir directamente como maierial de
transformacién  (sustrato), activan multipies
reacciones bioguimicas sin las cuales no es
posible la vida en ningln arganismo (3).

La mayoria de los métodos que existen para
cuantificar vitaminas como los colerimétricos,
fluprométricos, microbicldégicos e inclusive

animales, son ¢ostosos, largos y dificiles, ademés
de que su cuantificacion es de forma individual.
Dado esto, es importanie contar con una
metodologia que nos permita determinar de
manera rapida y confiable el contenido de
algunas de estas vitaminas contenidas en los
alimentos.

+ Establecer un método de hidrolisis para la
extraccién de acido nicotinico, nicotinamida,
piridoxina, tiamina y riboflavina en afimentos
de origen animal y vegetal.

» Determinar simultdneamente las vitaminas
mencicnadas anteriormente, por HPLC.

» Cuantificar estas vitaminas an alimentos de
arigen animal y vegetal.

En el presente trabajc se analizaron de manera
simulidnea 4acido nicotinico, nicotinamida,
piridoxina, tiamina y riboflavina por HPLC
tomando como base para la separacién de esios
compuestos varios métodos ya descritos en la
bibliografia (8,9), ademé&s, se probaron Ilos
métodos de hidrélisis para la separacion de las
vitaminas en alimenios de origen animal (10) y
vegetal (11). Para dichos analisis se tomaron en
cuenta las propiedades guimicas que tienen en
comun estos compuestos, ya que su separacién
fue de forma simultanea, como son; a) su
estabilidad en soluciones acidas diluidas y b) su
estabilidad al oxigeno atmosférico y al calor.

Para la identificacion de {as vitaminas y su
cuantificacion posterior en las muestras de
estudio, se utilizaron estandares de cada una de
las vitaminas, 105 cuales se sometieron de
manera individual y simultanea a las condiciones
de hidrélisis tanto vegetal como animal,
dependiendo del corigen de las muestras que se
iban a cuantificar con ese estandar, con el objeto
de identificar el tiempo de retencién de cada una
de las vitaminas y para eliminar las pérdidas que
se tienen de estos compuestos por el proceso de
hidrélisis. Después se sometieron de igual forma
al andlisis cromatografico, conociendo asi el
tiempo de retencién vy el area correspondiente a la
concentracion utilizada de cada vitamina.



La hidrdlisis de las muestras se llevd a cabo de
acuerdo a los métodos descritos por Dawson y
col. (10) (para muestras de origen animal) y por
Toma y col. {11) (para muestras de origen
vegetal), como se habia dicho anteriormente. Las
condiciones cromatograficas que se aplicaron
para ia separacion y cuantificacién de las
vitaminas anatizadas fueron las siguientes:

» HPLC marca Varian, Modelo 5000, con Vista
401 y detector UV de longitud de onda
variable.

» Columna de acero inoxidable u-Bondapak C,,
(octadecilsilanos), de 4 x 300 mm de fongitud.

+ Fase mévil: metanol:agua:PIC B-6
(25:75:0.01M)

» Velocidad de flujo: 0.8 ml/min.

« Detector: UV a 254 nm.

Con las condiciones cromatogréficas descritas, se
obtuvieron los resultados expresados en las
Tablas 1 y 2. El valor obtenide para las vitaminas
analizadas en las muestras de estudic puede ser
diferente al obtenido en otros trabajos para los
mismos alimentos, e inclusive de los que se
tomaron como referencia (tablas de composicién
de alimentos), ya que en éstos pueden influir las
condiciones de cosecha, tipo de suele, manegjo y
almacenamiento de los alimentos, etc. Otro factor
que se debe considerar en la variabilidagd de
concentracion de las vitaminas en las muestras
analizadas, es la metodologia utitizada para la
cuantificacion, ya que existen diferencias en los
procesos de extraccién, purificacién y en la
determinacion misma, que afectan los resultados
finales.

Es imporiante considerar que las vitaminas
son compuestos muy sensibles a los factores
fisicos y quimicos. La estabilidad de las vitaminas
en estudio es determinante en el contenido
vitaminico dentro de un alimento (12).

En nuestro caso, las muestras fueron
obtenidas de mercados y supermercados, dentro
de las cuales, en el manejo de los alimentos no
se tienen las suficientes precauciones, por lo que
fa pérdida de vitaminas desde la produceion del
alimento hasta el momento de hacer la
determinacion puede ser considerable. Ademés,
algunos de los alimentos estudiados, estan
expuestos totalmente a la luz y al oxigeno por no
gstar protegidos por algon empaque, ¢ algunos

otros utilizan empagues gque s6lo permiten una
proteccidbn  parcial debido a que son
transparentes, por lo que se puede dar en cierto
grado la degradacién fotolitica en estos
productos, y de esta manera bajar la
concentracién de las vitaminas.

Cuando los alimentos entran en contacto con
el agua, por efemplo, en el lavado y transporte,
ocurre una lixiviacion de las vitaminas; lo mismo
ocurre durante el descongelamiento de productos
como cames y pescades, en cuya agua de
descongelamiento se arrastran  vitaminas
hidrosolubles. Ademas, en la pérdida de
vitaminas influyen otros factores como es
temperatura, pH, cantidad de agua, éarea
expuesta, madurez def alimento, disponibilidad de
oxigeno, luz, etc. (3).

En el caso de los alimentos procesados, debe
consigerarse la posibilidad de que el tratamiento
térmico aplicado en el proceso haya sido
excesivo, lo que puede causar disminucion del
centenido vitaminico.

El  &cido nicotinico se  encuentra
principalmente en alimentos de origen vegetal,
mientras que en los alimentos de origen animal se
encuentra la nicotinamida, 1o gue concuerda con
lo obtenido en este trabajo (13). En los resultados
se observa que fue precisamente el é&cido
nicotinice, la vitamina que presenté mayor
similitud con los wvalores de referencia de
muestras vegetales y fa nicotinamida en muestras
animales.

En ia cuantificacidn de la riboflavina, tanto en
mueéstras de origen vegetal como animal, se
observa una tendencia a obtener datos mas
elevados que los de referencia; en cambio, en el
caso de la tiamina, tanto en muestras de origen
vegetal como animal, presentd una tendencia
menor a obtener valores cercanes a los de
referencia, esto puede explicarse a que, debido a
su estructura quimica, la tiamina es una de las
vitaminas m4s inestables.

La determinacion de las vitaminas en estudio
pudo encontrar ciertas limitaciones en las
muestras de origen animal, atribuidas a su propia
naturaleza, ya que se informa en trabajos
anteriores que cuando se trabaja con matrices
complejas, la HPLC no es adecuada para la
determinacién de riboflavina y tiamina, debido a
que las condiciones experimentales y la
eliminacion de interferencias causadas por la




Tabla 1, Determinacion de acido nicotinico, riboflavina y tiamina en alimentos de origen vegetal
(mg /100 g de muestra),

AC. NICOTINICO TIAMINA RIBOFLAVINA
MUESTRA Experim. | Tebrico' | Experim. | Tedrico’ | Experim. | Teérico’

Harina refinada de trigo 1.00 0.60 0.18 0.16 0.20
Harina integral de trigo 1.286 1.60 1.18 0.38 0.85 0.08
Harina de maiz 2.14 1.30 0.46 0.22 0.68 0.05
Harina de soya desengrasada 5.29 1.60 425 0.70 0.87 0.10
Pan de caja blanco 3.85 3.30 0.77 0.10 0.17 0.086
Pan de caja integral 2.09 1.10 0.77 0.19 0.63 0.13
Pan tostado 1.19 1.70 — 0.20 0.37 0.28
Pan de caja de centeno 0.81 NR 0.76 0.19 0.08
Bolillo 0.43 1.00 0.54 0.26 0.19 0.06
Sopa tipo espaguetti 0.51 1.10 1.66 0.12 0.32 0.08
Sopa de letras 0.86 1.10 0.81 0.12 0.37 0.08
Sopa de fideo 1.41 1.10 0.46 0.12 0.19 0.08
Hojuelas de maiz (Kellog's) 2.38 NR 0.77 NR 0.86 NR
Hojuelas de maiz (Nestlé) 5.76 NR 1.21 NR 0.95 NR
Cereal de arroz para desayuno 3.70 NR 1.32 NR 0.70 NR
Hojuelas de avena — NR 0.75 NR 0.39 NR
Avena en grano 1.30 0.80 0.81 0.53 0.55 0.11
Cebada en grano 1.33 4.80 1.03 0.38 0.42 0.20
Maiz amarillo en grano 0.93 1.60 0.72 0.43 0.31 0.10
Maiz blanco en grano 1.58 1.90 0.97 0.43 0.68 0.10
Trigo en grano 1.29 4.40 2.29 0.58 0.37 0.22
~Trigo germinado 0.98 NR 0.42 NR 0.52 NR
Frijol 1.19 2.30 0.84 0.80 0.22 0.14
Garbanzo 2.21 1.5 0.46 0.74 0.32 0.17
Haba 2.05 2.30 2.90 0.91 0.52 0.31
Lenteja 2.32 2.00 0.52 0.69 0.30 0.33
Alverjon 1.75 2.30 2.20 0.50 0.42 0.18
Soya 2.22 NR 1.88 088 1.71 0.27

‘Fuentes: 16y 17
NR  Dato hibliografico no reportado
----  No cuaniificado
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MUESTRA

Leche entera liquida

Leche entera en polvo

Leche descremada liquida

Leche descremada en polvo

Leche evaporada

Leche condensada

Yogurth
Queso crema

‘_ Queso fresco

Queso manchego

| Queso gruyere
Jamén
Chorizo
Salchicha
Mortadela
Huevo
Carne de res
Pescado

 Pollo
Came de cerdo
Higado de cerdo
Higado de polio

| Lengua

'Fuentes: 16 y 17

AC. NICOTINICE)

Experim,

0.13
1.26
0.18
0.44
0.30
1.62
0.18
0.07
009
_%?
0.14
2.80
3.08
0.21
057
0.10
8.57
0.43
9.15
iB_?
4.97
5.64

3.03

NR  Dato bibliografico ne reportado

----  No cuantificado

Tebrico' | Experim.

TIAIE:‘HNA

0.10
210 =
NR -
0.30 1.07
0.10 o
0.20 0.69
NR 0.21
NR
0.10 0.68
DR L2
NR 0.19
3.60 0.33
4.60 0.39
NR
iR P
0.10 0.79
2.90 0.94
0.90 0.37
9.00 0.29
4.00 0.29
1370 | 047
520 | 059
310 | 028

RIBOFLAVINA
Teérico' | Experim. | Tedrico'
0.04 0.20 0.09
0.?1{_3 0.51 - 1.87
NR 0.80 NR -
0.20 0.28 0.96
0.06 0.16 0.32
0.08 0.52 0.40
NR 0.12 NR
NR - NR B
002 | 029 | 024
_NR 0.14 NR
NR 0.20 NR
0.64 017 0.17
0.59 0.18 0.26
NR 0.14 NR
_NR NR
0.14 0.63 0.37
_O.E_)? 0.16 0.20
035 | 049 | 007
0.08 -—-- 0.16
0.85 0.17 022
0.29 0.38 2.55
012 0.42 0.91
008 | 027 | 031



compleja matriz en la que se encuentran, no han
sido investigadas en detalle (14).

En general, se puede decir gue las muestras
presentaron valores muy altos en comparacion
con {os valores de referencia, esto puede indicar
que su pico de absorcién pudo sufrir
interferencias con algdn otro compuesto soluble
que se enconfraba en la muestra, y cuya longitud
de onda esté muy cercana a la de la vitamina en
estudio, por io que se pudieron empalmar los
picos, obteniende valores més elevados, lo que
sugiere que se debe hacer una limpieza profunda
de la muestra para evitar sustancias de
interferencia y de esta manera aumentar la
sensibilidad de Ia deteccién.,

En case contrario, en tas muestras donde se
obtuvieron valores demasiado bajos para las
vitaminas estudiadas, 0 en las que no se detectd
nada a pesar de que si existe el dato teorico
correspondiente, pueden indicar que:

« ¢l contenido real de las vitaminas sea tan bajo
que no pudo ser detectado.

« el contenido real sea bajo y por falta de una
buena sensibilidad de la técnica no se haya
podido detectar.

Originalmenie, en este estudio también estaba
incluida ia determinacién simultanea de la
piridoxina, pero finalmente ésta no se informa, ya
que los datos experimentales de las muestras
analizadas no fueron aceptables. Se ha publicado
en otros estudios que el an4lisis de la piridoxina
representz un problema analitico, debido a que
los vitAmeros de esta vitamina existen de manera
conjunta en niveles muy bajos. Debido a la
composicién compleja de los alimentos, es claro,
que las determinaciones confiables de pisidoxina
requieren elevada eficiencia cromatogréfica, al
igual que una elevada sensibilidad en la
deteccion, asi como una especificidad excelente,
por io que utilizando condiciones iguales para la
determinacion simuitdnea de las vitaminas en
estudio, lo anterior no se& logré con e! disefio
cromatografico que se propuso (15).

Con respecto a los métodos de hidrdlisis para
ambos tipos de muestras alimenticias, fueron
adecuados, ya que a excepcion de la piridoxina,
si se tuvo separacién y cuantificacion de las otras
vitaminas. Se realizaron pruehas ge recuperacion
con vitaminas estidndar gque se sometieron a
hidrélisis idénticas que las muestras, y se
ocbtuvieron valores de alrededor del 98% para

acido nicotinico, nicotinamida, tiamina vy
riboflavina, con lo cual se comprobd que éstas no
sufrieron dafio significativo por el proceso de
hidrélisis.

Los méetodos cromatograficos han sido utilizados
para obtener y mejorar la determinacidn
simultdnea de diferentes vitaminas, sin embargo,
el principal problema es la estandarizacidn de las
condiciones de extraccidn, tomando en cuenta las
caracteristicas fisicas y quimicas de los alimenios
y la estabilidad de las vitaminas que van a ser
analizadas.

Es importante tomar en cuenta que, a pesar
de que a2 HPLC es una técnica aparentemente
sencilla, son muchos los factores gue deben
considerarse para tener una separacién adecuada
de los componentes que se desean analizar,
como son, naturaleza del alimento, tipo de
columna y empaque, modo de cromatografia,
concentracion y componentes de la fase movil y
estacionaria, tipo de detector, etc.

El andlisis simultdnec presenfa ciertas
limitaciones, como es el hecho de que las
muestras deben contener alrededor de la misma
cantidad de cada wuna de las vitaminas
analizadas, asi se asegura que la cantidad de
vitamina sea lo suficientemente adecuada para su
determinacién, lo cual no sucedid en este trabajo,
ya gque se analizaron muestras con cantidades de
vitaminas muy variables.

Otra limitacidn, es que al proporcionar
condiciones intermedias para las vitaminas como
son los métodos de hidrélisis simultdneos, o una
fongitud de onda intermedia para la deteccién,
algunas de estas vitaminas no se encuentran en
el rango apropiado para su andlisis, como sucedio
con la piridoxina.

Al igual que en otros informes, en este trabajo
se propone una metodologia que sirve de base
para la determinacién simultanea de niacina,
riboflavina y tiamina en alimentos de diversos
origenes.
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