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RESUMEN

TiTULO: IMPLEMENTACION Y VALIDACION DE UN METODO PARA LA
DETERMINACION DE VITAMINAS HIDROSOLUBLES EN LECHE POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA*.

Autor: Sandra Carolina Cavanzo Diaz**

Palabras clave: Vitaminas, hidrosolubles, HPLC, Leche.

En la presente investigacion se implementaron y validaron dos metodologias por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), una, para la identificacién y cuantificacién
simultanea de tiamina, riboflavina, acido nicotinico, nicotinamida, acido pantoténico,
piridoxina, acido félico y cianocobalamina y otra para el analisis de Acido L-ascérbico (AA)
implementando una reaccion de reduccién previa al analisis cromatografico para convertir el
acido dehidroascorbico en AA utilizando L-cisteina como agente reductor. La cuantificacion
de las 8 vitaminas hidrosolubles se realiz6 en tres muestras de leche comercial y una de
leche materna. La cuantificacién del AA se realiz6 en una muestra de leche, un jugo de
naranja y un suplemento vitaminico.

Para el proceso de extraccion simultanea de las 8 vitaminas hidrosolubles se evaluaron 3 pH
diferentes. Los resultados determinaron que a pH 4 se obtuvo la recuperaciéon mas alta de
las vitaminas hidrosolubles. A continuacién, se procedid a realizar la validacién de los
métodos implementados determinando las figuras de merito analiticas. Los resultados
permitieron concluir que los métodos son repetibles y reproducibles; Ademas presentaron
coeficientes de determinacion R? > 0,999; con porcentajes de recuperacion entre 89 % y
110%, excepto para el acido félico (<60%); y niveles minimos de deteccion y cuantificacion
en un rango entre 0,01-0,26 y 0,1-0,36 mg/L respectivamente.

* Trabajo de grado.
** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica.
Directores: Elena E. Stashenko y Jairo R. Martinez.
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ABSTRACT

TITTLE: IMPLEMENTATION AND VALIDATION OF AN HPLC-METHODOLOGY FOR
DETERMINATION OF WATER-SOLUBLE VITAMINS IN MILK SAMPLES*.

Author: Sandra Carolina Cavanzo Diaz**

Keywords: water-soluble vitamins, HPLC, milk.

In this work two high performance liquid chromatography (HPLC) methodologies were
implemented and validated. The first methodology performs the simultaneous identification
and quantification of thiamine, riboflavin, nicotinic acid, nicotinamide, pantothenic acid,
pyridoxine, folic acid and cyanocobalamine; and the second determines L-ascorbic acid (AA)
after a previous reduction of dehydroascorbic acid using L-cystein as a reducing agent. The
eight water-soluble vitamins quantification was carried out in three different samples of
commercial milk and one of breast milk; AA was determined in one milk sample, an orange
juice sample and in a vitamin supplement.

For the eight vitamins simultaneous extraction process three different pH levels were
evaluated. The results showed that the highest water-soluble vitamins recovery was obtained
at pH= 4. The validation of the two methodologies included the determination of analytical
figures of merit. Results showed that both methodologies were reproducible and repeatable;
coefficients of determination were R*>0,999; recovery yields were between 89 and 110 %,
except for folic acid (< 60%), and detection and quantification limits were between 0,01 - 0,26
and 0,1 - 0,36 mg/L, respectively.

* Graduation project.
** Industrial University of Santander, Science Faculty, School of Chemistry.
Directors: Elena E. Stashenko and Jairo René Martinez.
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INTRODUCCION

Las vitaminas son compuestos organicos minoritarios presentes en los
alimentos y son esenciales para el crecimiento y desarrollo normal del cuerpo
humano. Estas presentan una composicién quimica variada, propiedades
fisicoquimicas diferentes y su clasificacion se basa en su solubilidad
(hidrosolubles y liposolubles) [1-3].

Las vitaminas hidrosolubles (WSV, por sus siglas en inglés) no se almacenan
en el organismo ya que se eliminan a través de la orina. Por lo tanto, es
fundamental consumir alimentos que las contengan para evitar
enfermedades causadas por su carencia parcial o total. La mayoria de los
alimentos tienen WSV, pero se presentan pérdidas de éstas debido a un
numero de factores tales como la temperatura elevada, el pH, la presencia de
agentes reductores, oxigeno y luz, los cuales estan asociados con el
procesamiento y almacenamiento prologado de un producto [4, 5]. Por tal
razon, muchos paises promueven la fortificacién vitaminica de alimentos
base con el proposito de corregir estas deficiencias nutricionales. Como
consecuencia de lo anterior es importante implementar una metodologia
analitica para la determinacion de estos analitos para que los laboratorios de
alimentos, los fabricantes y las entidades regulatorias puedan confirmar

confiablemente el porcentaje de vitaminas presentes el producto final [6-8].

La determinacion de las WSV en los alimentos se dificulta debido a la
inestabilidad quimica y a la complejidad de estas matrices. Existen diferentes
métodos para el analisis de estos compuestos organicos, entre los cuales se
encuentra la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Esta técnica
analitica permite hacer una identificacion y cuantificacion simultanea de estas
vitaminas y adicionalmente es rapida, altamente sensible y exacta [4, 6, 9-
11].
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En la presente investigacion, desarrollada en el Laboratorio de Cromatografia
de la Universidad Industrial de Santander, se realiz6 la implementacion y
validacion de dos metodologias por HPLC/DAD UV-Vis, una, para la
determinacién simultanea de tiamina (VB,), riboflavina (VB;), acido nicotinico
(Bs-1), nicotinamida (VB3.2), acido pantoténico (VBs), piridoxina (VBsg), acido
félico (VByg) y cianocobalamina (VBi2) y la otra para el andlisis de Acido L-

ascorbico (AA) en leche.
Este trabajo presenta un marco tedrico sobre las WSV y su técnica de

analisis (HPLC). También se describen la metodologia implementada para la

extraccion y cuantificacidon de estos analitos y los resultados obtenidos.
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1. ESTADO DEL ARTE

1.1 VITAMINAS

1.1.1 Generalidades. El descubrimiento de las vitaminas tuvo sus inicios en
la Grecia antigua cuando Hipocrates postuld que la administracién de higado
podia mejorar la vision nocturna. Mas adelante en 1757, en Inglaterra, James
Lind descubrié que para curar el escorbuto era preciso administrar frutas y
verduras frescas. En 1896, el médico holandés Eijkman descubrié que la
adicién a la dieta de extractos obtenidos de la cascara de arroz, salvado y
germen podia aliviar considerablemente la paralisis. Estas y posteriores
observaciones sumadas a los trabajos de Casimir Funk sobre el beri-beri en
Polonia, llevaron a formular la teoria de las vitaminas para explicar muchas
enfermedades como el escorbuto, raquitismo, pelagra y beri-beri, cuya causa
es la ausencia en la dieta de diferentes aminas vitales (de ahi, el nombre de
vitaminas) [10, 12].

1.1.2 Definicidén. La palabra “vitamina” proviene del Latin vita (vida) mas del
griego “ammoniakos” (producto libio, amoniaco) [13]. Las vitaminas son
sustancias organicas con una actividad bioldgica alta, que se requieren en
pequefias cantidades para el crecimiento y el funcionamiento normal del
cuerpo humano; son de naturaleza y composicion variada, imprescindibles en
los procesos metabdlicos que tienen lugar en la nutricion de los seres vivos.
Estas intervienen como catalizadores en las reacciones bioquimicas
provocando la liberacién de energia. En otras palabras, la funcion de las
vitaminas es facilitar la transformacion que siguen los substratos a través de

las vias metabdlicas [11, 13].
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Como las vitaminas no pueden ser sintetizadas por el cuerpo (a excepcion de
la vitamina D y de la vitamina B3), éstas deben ser aportadas a través de la
alimentacién. Aunque todos los alimentos aportan vitaminas en mayor o
menor cantidad, no hay ningun alimento que las contenga en las cantidades

necesarias para el organismo [14, 15].

1.1.3 Clasificaciéon de las vitaminas. Existen 13 vitaminas, las cuales se
clasifican en dos grupos, las vitaminas liposolubles y las vitaminas
hidrosolubles. Las vitaminas liposolubles son moléculas apolares
hidrofdbicas, solubles en grasas o lipidos, dentro de las cuales se encuentran
las vitaminas A, D, E y K. Las WSV tienen estructuras quimicas que son
notablemente diversas, pero comparten la propiedad de ser polares, por lo
tanto, son solubles en agua; este grupo esta conformado por las vitaminas
del Complejo B y la vitamina C (VC) [1, 2].

1.1.4 Estructura quimica de las WSV. Existen 9 WSV y su estructura

quimica se relaciona en la Figura 1 [2, 16, 17].

La VB4 en forma libre consiste en un anillo pirimidinico con hidrégenos
sustituidos enlazado por un puente de metilo a un derivado del tiazol. Esta
vitamina es una amina cuaternaria y existe como un catibn monovalente o

divalente dependiendo del pH de la solucion [16, 18].

La VB, posee una estructura heterociclica. Este anillo de isoaloxazina es
comunmente conocido como flavina. El anillo de flavina esta metilado en la
posicion 7 y 8 y sustituido en la posicion 10 con una cadena lateral de ribitol
[2,18].

La vitamina B3 se refiere a la VB34 y a la VB3, estructuras quimicas que

tienen la misma actividad biologica en forma libre.
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Figura 1. Estructuras quimicas de las WSV.
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La VBs.1y VBs3.2 son derivados de la piridina y son interconvertibles faciimente
[10, 18, 19].

La VBs esta compuesta por el acido pantoico enlazado a la alanina a través
de una amida. Debido a la quiralidad del atomo de carbono hidroxilado del
acido pantoico, esta vitamina es Opticamente activa y la mezcla racémica es
el resultado de la sintesis; solo los d-(+)-enantiomeros son biolégicamente

activos y se encuentran en la naturaleza [18].

La vitamina Bg hace referencia a todos los derivados de la 3-hidroxi-2-metil
piridina que tienen actividad bioldgica similar a la de la piridoxina. Se
conocen como VBg tres compuestos, a saber: piridoxina o piridoxol, piridoxal
y piridoxamina, los cuales poseen, respectivamente, grupos alcohol, aldehido
y amina localizados en la posicion 4 del anillo piridinico [14, 20].

La biotina esta compuesta por la unién de un anillo imidazélico con un anillo
de tetrahidrotiofeno con una cadena lateral del acido pentanoico. La molécula
contiene 3 atomos de carbono asimétricos y, por lo tanto, 8 estereoisomeros
son posibles. De éstos, solo el dextrégiro, d-(+)-biotina, se produce en la

naturaleza y posee actividad bioldgica [14, 18, 19].

Los folatos se refiere a un grupo grande de compuestos heterociclicos
basados en la estructura del acido pteroico conjugado con uno o mas L-
glutamatos enlazados a través del carboxilo de los aminoacidos. El acido
félico contiene un residuo de acido glutamico, debido a este componente

estructural también es llamado acido pteroicoglutamico [14, 18].
La vitamina B4, es el nombre dado a un grupo de compuestos activos

llamados cobalaminas, porque contienen un atomo de cobalto. La estructura

de corrina incluye 4 anillos de pirrol reducidos, unidos por 3 puentes meteno
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con dos pirroles vinculados directamente. El atomo central de cobalto esta
coordinando los atomos de nitrégeno de los anillos de pirrol [14, 18].

El termino VC se usa para describir a todos los compuestos que exhiben
cualitativamente la actividad bioldgica del AA. La molécula de AA tiene un
anillo de 5 miembros con dos centros quirales en los atomos de carbono 4 y
5, que dan como resultado 4 estereoisomeros. El AA se oxida facilmente v,
de forma reversible al acido dehidroascorbico (DHAA, por sus siglas en
inglés) [18, 19, 21].

1.1.5 Funciones, fuentes alimentarias, sintomas de deficiencia y dosis
recomendada de las WSV. Las WSV son esenciales en la dieta humana,
porque los tejidos del cuerpo no pueden sintetizarlas. Una excepcién es la
VB3, su sintesis depende de una ingesta suficiente de su aminoacido
precursor, el triptofano. Al contrario de otros nutrientes, las WSV sdlo son
necesarias en pequefas cantidades, pero su presencia es imprescindible
para el desarrollo normal del metabolismo. Entre las principales funciones de
las WSV, se conocen las siguientes: actuan como antioxidantes y ademas
desempefian un papel fundamental en la prevencion de infecciones e

intervienen en el sistema inmunoldégico.

Las vitaminas, al ser solubles en agua no se almacenan en el cuerpo, por lo
tanto el organismo toma la cantidad que necesita de ellas y lo demas lo
elimina por la orina. Por tal razén, la alimentacion diaria debe aportar y cubrir
las necesidades vitaminicas, que varian segun la edad, la actividad fisica,
etc. [18, 19, 22].

En la Tabla 1 se reportan de forma general algunas funciones, las principales
fuentes alimentarias, sintomas de deficiencia y dosis recomendada de las
WSV [1, 2, 19, 23].
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Tabla 1. Funciones, fuentes alimentarias, sintomas de deficiencia y dosis media recomendada de las WSV.

Vitamina

VB

VB,

VB3.1

Funciones

Ayuda al cuerpo a
liberar energia a partir
de los carbohidratos en
el metabolismo; fomenta
el crecimiento y la

tonificacion de los
musculos.

Ayuda al cuerpo a
liberar energia a partir
de las proteinas, las
grasas y los
carbohidratos durante el
metabolismo.
Involucrada en el
metabolismo de los
carbohidratos, las

proteinas y las grasas.

Fuentes alimentarias

Visceras (higado,
corazébn y  rifiones),
levadura de cerveza,

vegetales de hoja verde,

germen de trigo,
legumbres, cereales,
carne, leche, frutas.

Levadura de cerveza,
germen de trigo,
verduras, cereales,
lentejas, higado, leche,

carne, COoCo, pan, queso.

Carnes, vegetales de
hojas, granos, cereales,
levadura, leche.
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Sintomas de deficiencia Dosis
recomendada
Insomnio, debilidad, fatiga, poca
fuerza muscular, pérdida de peso, 1,0-1,5mg por
problemas gastrointestinales vy dia

cardiacos, depresion e irritabilidad.

Crecimiento retardado, ojos

dolorosos y enrojecidos, dermatitis, 1,3 — 1,8 mg por

llagas en la boca y en la lengua, dia
cabello grasoso, pereza, etc.

Falta de energia, dolor de cabeza,

mal aliento, falta de apetito,

debilidad muscular, irritabilidad, 15_2;;“9 por
nerviosismo, depresion, Ulceras,

problemas gastrointestinales, etc.



Tabla 1. Continuacion

Vitamina

VBs

VBe

VBs

Funciones

Como parte de Ia
coenzima A, es un
componente  esencial
del catabolismo de
todos los nutrientes.

Ayuda en la
construccion del tejido
corporal 'y en el
metabolismo de las
proteinas.

Involucrada en el
metabolismo de las
proteinas, las grasas y
los carbohidratos.

Fuentes alimentarias

Levadura de cerveza,
vegetales verdes, yema de
huevo, leche, cereales,
visceras, mani, carnes,
frutas.

Semillas, granos, higado,
leche, huevos, vegetales
de hojas verdes.

Levadura de cerveza,
yema de huevo,
leguminosas, rifones,

higado, frutas.
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Sintomas de deficiencia

Calambres en los musculos,
problemas estomacales,
cansancio, ganas de vomitar,
dificultad para dormir, torpeza
mental, arritmia cardiaca,
sensacion de pies ardientes, etc.
Insomnio, anemia, falta de tono
muscular, problemas en la piel,
grietas en las comisuras de los
labios, caida del cabello o
alopecia, nerviosismo, calambres
en los brazos y en las piernas,
retencion de liquidos, dificultad
para aprender, etc.

Debilidad extrema, falta de
apetito, piel escamada, dolores
en los musculos, depresién, pelo
canoso, etc.

Dosis
recomendada

10 — 100 mg por
dia

2 mg por dia

0,3 mg por dia



Tabla 1. Continuacion

Vitamina

VB

VBi2

VvC

Funciones

Ayuda en el desarrollo
del material genético, y
estd involucrada en la
produccion de los
glébulos rojos.

Ayuda al metabolismo
de las proteinas y las

grasas, al desarrollo
celular y al
funcionamiento del
sistema nervioso.

Esencial para la
estructura de los
huesos, cartilagos,
musculos y  vasos
sanguineos.  Ademas

ayuda a mantener los
vasos capilares y el
colageno y facilita la
absorcién del hierro.

Fuentes alimentarias

Vegetales verdes, yema
de huevo, champifiones,
legumbres, naranjas,

cereales, higado, nueces,

leche.

Pescado, rifiones, huevos,

quesos, leche, carne.

Las frutas citricas, las
los melones, los
pimentones verdes, la col,
los vegetales de hojas y la

moras,

leche.
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Sintomas de deficiencia

Anemia, deficiencia de la VB,
cabello canoso, problemas
gastrointestinales, prematuro.

Falta de apetito, poco
crecimiento en nifos, cansancio,
depresion, problemas de
equilibrio, diarrea, dolor en la
boca o en la lengua,
inflamaciones de los nervios

Dificultad de cicatrizacion de
heridas y fracturas, debilidad
capilar con problemas de
sangrado en las encias o en la
nariz, facilidad para desarrollarse
moretones, articulaciones
hinchadas y dolorosas, anemia,
problemas digestivos, etc.

Dosis
recomendada

0,4 mg por dia

2,4 mg por dia

60 mg por dia



1.1.6 Rutas metabdlicas de las WSV. Algunas vitaminas y sus derivados,

en especial las vitaminas del grupo B sirven como coenzimas de enzimas,

que funcionan en el catabolismo de los alimentos para producir energia. Una

coenzima consta de una proteina a la cual se une la vitamina. La vitamina es

la responsable de la union con el sustrato. Si la vitamina especifica no esta

disponible para formar la coenzima, la secuencia de cambios quimicos no

puede continuar, ello hace que el producto bloqueado se acumule en los

tejidos y alternativamente el metabolismo se desvie por otro camino. Las

WSV participan principalmente en reacciones de oOxido-reduccion o de

transferencia de grupos en los procesos metabdlicos. En la Tabla 2 se

reportan, de forma general, los precursores vitaminicos, los tipos de

reacciones en las que participan y los coenzimas derivados [1, 15, 19].

Tabla 2. Precursores vitaminicos, reacciones y coenzimas.

Precursor

VB4

VB,

VB3.1
VBs
VB¢

VBs

VB

VB2

VvC

Tipo de reaccion

Transferencia de aldehidos,
descarboxilacion en la fermentacion
alcohdlica y el ciclo del acido citrico.
Oxido-reduccién en cualquier parte del
ciclo del acido citrico y el transporte
electronico.

Oxido-reduccion.

Transferencia de grupo acilo en muchos
procesos metabdlicos.

Transaminacion, especialmente de
aminoacidos.

Carboxilacion en metabolismo de
carbohidratos y lipidos.

Transferencia de grupos de un atomo
carbono, en particular, en compuestos
nitrogenados.
Metilacion de la
metionina e isomerizaciéon de
metilmalonil-CoA a succinil-CoA.
Oxido-reduccion.

homocisteina a
la L-
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Coenzima derivados

Pirofosfato de tiamina

Coenzimas de flavina

Nicotinamida adenina

dinucledtido

Coenzima A

Piridoxal fosfato

Se une covalentemente
a las carboxilasas

Acido tetrahidrofélico

Coenzimas de
cobamida



1.1.7 Propiedades fisicoquimicas de las WSV. La tiamina es una de las
vitaminas mas inestables. Tiene una estructura de uniones débiles y se
descompone con facilidad en medio alcalino [22], la estabilidad de la VB,
depende del pH, la temperatura, la fuerza iénica y las caracteristicas de la
matriz alimenticia; su maxima estabilidad en solucion esta a pH entre 2 y 4
[18], este compuesto es mas inestable a pH elevados y se descompone por
oxidacion o en la presencia de agentes reductores, se destruye por la
radiacion UV [14] y es relativamente estable en soluciones acidas, pero se

inactiva rapidamente por calentamiento en soluciones neutras [1, 23].

La riboflavina es destruida por exposicion tanto a la luz visible como a la
radiacion UV y es estable al calentamiento si se protege ésta. La estabilidad
incrementa con el aumento de la acidez y su Optima estabilidad esta en un
rango de pH entre 3,5 y 4. Bajo condiciones alcalinas, la riboflavina se
fotodegrada a lumiflavina, que es inactiva biolégicamente y bajo condiciones
acidas, se fotodegrada a lumicromo, un producto también biolégicamente
inactivo [18,19].

La VB34 y VB32 son las WSV mas estable, su actividad biolégica no es
afectada por la luz o la oxidacion, ni por tratamientos térmicos, acidos o
alcalinos [18, 24].

EL acido pantoténico, en su forma libre es inestable y extremadamente
higroscopico. La estabilidad del acido pantoténico y su sal de calcio en
soluciones acuosas depende del pH [19]. La VBs es estable a pH neutro, a la
oxidacion y a la exposicion a la luz pero se destruye faciimente por
calentamiento, acidez o alcalis [18, 21, 25]. Las soluciones del pantotenato

de calcio son mas estables a pH entre 5y 7 [19].

La piridoxina es estable en soluciones acidas, su estabilidad disminuye

notablemente a medida que aumenta el pH a valores superiores a neutro y
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se destruye rapidamente por la luz. La piridoxina es mas estable que el
piridoxal y la piridoxamina [1, 2].

La biotina es estable al calentamiento y al oxigeno pero es gradualmente
destruida por la radiacion UV. Las soluciones acuosas con pH entre 4 y 9 son
estables a 100 °C, pero soluciones mas acidas o mas alcalinas son
inestables al calentamiento. El atomo de azufre en la VBg esta sujeto a la

oxidacion con una formacion secuencial de biotina sulféxido y biotina sulfona.

En solucion acuosa, el acido félico es estable a 100 °C por 10 horas en un
rango de pH entre 5 y 12, cuando se protege de la luz, pero comienza a
incrementar su inestabilidad cuando el pH decrece por debajo de 5 [18,19].

Esta vitamina exhibe una 6ptima estabilidad a un pH de 7,6 [26].

La cianocobalamina es la forma mas estable y predominante de la VB1,. La
estabilidad 6ptima de la vitamina esta a pH entre 4 y 4,5. En condiciones
severas de acidez y alcalinidad y con la exposicion a la radiacién UV, a la luz
visible y a los agentes oxidantes la VB, se inactiva [18, 19, 22].

La estabilidad del AA es mas alta en un rango de pH entre 3 y 4,5 que entre
5y 7. A pH alcalinos la VC es inestable y a pH=1, la ionizacion del AA es
suprimida y la molécula, completamente protonada, es atacada lentamente
por el oxigeno; consecuentemente, la velocidad de oxidaciéon de este
compuesto se acelera cuando el pH incrementa de 1,5 a 3,5 [18]. Las
reacciones de degradacion del AA en soluciones acuosas dependen de
factores como el pH, temperatura y la presencia de oxigeno o metales, por lo
tanto, su fuerte propiedad reductora puede llevar a un rapido y excesivo

cambio oxidativo para su conversion en DHAA [19, 20, 22, 28].
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En la Figura 2 se describe el mecanismo de la reaccion de 6xido-reduccion
del AA [16].

OH OH

Acido ascoérbico

HO ki HO

HO OH -d OH

© (0] O
ks ©
HO + H0 HO + H
K5 OH
(@) OH

Figura 2. Mecanismo de la reaccion de oxido-reduccion del AA.

En la Tabla 3 se relacionan algunas propiedades fisicoquimicas de las WSV
[28].
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Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de las WSV.

i Peso Puntode Punto de
. . Formula . . . ..
Vitamina molecular molecular fusion ebullicion
[g/mol] [°C] [°C]
Tiamina C12H17C|N4OS 265.35 N.R. N.R.
Riboflavina C17H20N406 376.36 280 N.R.
Acido nicotinico CsHsNO» 123.11 236 sublima
Nicotinamida CsHgN2O 12212 130 157
Acido
pantoténico CoH17NOs 219.23 N.R N.R.
Piridoxina CsH11NO3 169.18 156-159 N.R
Biotina C1oH16N203S 244 .30 231-233 N.R.
Acido félico C1oH1oN7O 441.39 250 i
191I'"119IN7 U6 . (deSC)
Cianocobalamina CgsHggCoN14044 1355.13 > 300 N.R.
, 191
Acido ascérbico CeHsOs 176.12 (desc.) -

N.R.= No reportado, desc.= descomposicion
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Solubilidad

Soluble: Agua.

Insoluble:  Agua, éter dietilico,
acetona, cloroformo. Ligeramente
soluble: Etanol.

Soluble: Agua, glicerol y alcohol
Ligeramente soluble: Eter.

Soluble: Agua, etanol, glicerol.
Ligeramente soluble: Cloroformo.

Soluble: Agua, benceno, éter
dietilico.
Soluble: Agua.

Soluble: Agua, etanol. Ligeramente
soluble: Cloroformo, éter dietilico.

Soluble: Acido acético, etanol,
piridina.
Soluble: Agua.

Soluble: Agua, etanol. Insoluble:
Cloroformo, éter dietilico, benceno,
éter de petroleo.



1.1.8 Las WSV en los alimentos. Los alimentos comunmente presentan
pérdida de vitaminas, ya que éstas, por ser solubles en agua, son

susceptibles a la lixiviacidon durante los procesos de lavado y coccién [29].

Otros factores que juegan un papel importante en la pérdida o degradacion
de las WSV durante la transformacion y el almacenamiento de un alimento
son el aire o el oxigeno, la luz, la humedad, la actividad del agua, el pH, las
enzimas de degradacion y las trazas de elementos metalicos, especialmente,

de hierro y cobre [19].

Debido a lo anterior, es importante que los alimentos procesados, los cuales
deben ser almacenados hasta que se consumen, presenten envases o
envolturas adecuados, que el tiempo y la temperatura de procesamiento y
almacenamiento sean controlados por las buenas practicas de fabricacion
para preservar la calidad, prolongar la vida util y evitar que se presenten
deterioros o se reduzca el valor nutritivo de estos productos. Sin embargo, es
importante considerar la pérdida de las WSV especificas de un producto [30-
32].

La fortificacion o enriquecimiento se ha utilizado para describir una forma de
mejorar el contenido de las WSV en los alimentos, debido a su pérdida

parcial o total en un producto durante su procesamiento y almacenamiento.
Las formas sintéticas mas estables de las WSV que estan disponibles
comercialmente para la fortificacion de alimentos se describen en la Tabla 4

[18, 19, 21].

Las WSV en forma natural o sintética que se encuentran comunmente en la
leche son las siguientes: VB1, VB, VB3, VBs, VBg, VB, VB2 y VC [2, 14, 15].
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Tabla 4. Formas sintéticas de las WSV disponibles comercialmente.

Vitamina Forma sintética
VB, Hidrocloruro de tiamina
VB, Riboflavina
VB;.4 Acido nicotinico
VB3. Nicotinamida

VBs Pantotenato de calcio
VB¢ Hidrocloruro de piridoxina
VB, Acido félico

VB2 Cianocobalamina

vVC Acido L-ascoérbico

1.2. LALECHE

1.2.1 Definicion, caracteristicas. De acuerdo con la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO), la leche es el
producto normal de secrecién de la glandula mamaria y es un alimento
natural completo, porque desde el punto de vista nutricional contiene
proteina, carbohidratos, grasa, vitaminas y minerales. En la Figura 3 se

muestra el contenido medio de los nutrientes de la leche [1, 33].
La leche es un liquido blanco y opaco, de sabor ligeramente dulce, pH casi

neutro y tiene una estructura fisica compleja con tres estados de agregacion

de la materia.
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Figura 3. Composicion nutricional media de la leche.

La caseina que es la principal proteina de la leche, se encuentra dispersa
como un gran numero de particulas sdélidas tan pequefias que no se
sedimentan y permanecen en suspension; la grasa y las vitaminas
liposolubles se encuentran en forma de emulsidon y la lactosa, algunas
proteinas, las sales minerales y las vitaminas hidrosolubles se encuentran

totalmente disueltas en el agua de la leche [1, 34-36].

Las propiedades especiales de la leche se derivan de la presencia de
proteinas altamente nutritivas, de lactosa, de glicéridos de los acidos grasos
mas bajos, y de calcio y fosforo. Las deficiencias mas significativas consisten
en el contenido relativamente bajo de hierro, cobre y de vitaminas C y D.
Aunque la composicién general de la leche es casi la misma en todos los
mamiferos, el contenido de ciertos componentes varia considerablemente
entre las especies [2, 36].
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1.2.2 Factores que afectan la composicién de la leche. Las caracteristicas
fisicoquimicas y de composicion de la leche varian por la influencia de una
serie de factores: los asociados al animal, los que dependen del manejo del

animal y los relacionados con el ambiente (Figura 4) [34-39].

Raza, nimero de |

Condiciones del producciones y
animal lactaciones, edad

y estado sanitario |

Factores que

( )
I i
i afectan la | Condiciones de Alimentacion, aloj
! composicién de la | manejo del animal amiento y ordefo
L leche J
Condiciones Estaciones del
ambientales afio y clima

Figura 4. Factores que afectan las caracteristicas fisicoquimicas y de

composicion de la leche.

Teniendo en cuenta los factores que afectan la composicion nutricional de la
leche, los parametros que presentan mayor variacién son los lipidos y las
proteinas [35, 36].

1.2.3 Las vitaminas en la leche. La leche contiene todas las vitaminas, pero
es especialmente rica en vitaminas A, E y en VB,. En cantidades inferiores
se encuentran la vitamina D, VC, VB4, VB3 y VBs [2]. En |la Tabla 5 se
muestran las cantidades medias de algunas vitaminas presentes en la leche
[39].
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Tabla 5. Concentraciones medias de algunas vitaminas presentes en la
leche.

Vitamina Cantidad, pg/ 100 mL

VA 30
VD 0,06
VE 88
VB, 37
VB, 180
VB 46
VB2 0,42
VvC 1,70

1.2.4 Consumo de leche en Colombia. La leche es un alimento especial,
que por su valor nutricional y beneficios, ha sido recomendado por la FAO y
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como indispensable para la
alimentacion humana [36, 40]. Sin embargo la produccion lactea dista mucho
de cubrir las necesidades de la poblacién mundial, que de acuerdo con los
estandares establecidos por la FAO, debe ser de 170 litros por persona al
ano [41]. La mayor parte de la leche que se consume en el mundo, es la
leche bovina aunque también se consumen leches de otros mamiferos como
la cabra y la oveja. En la Figura 5 se reporta el consumo de leche bovina
por habitante en Colombia, entre los afos 1995 y 2007 [42-44].
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Figura 5. Consumo de leche per capita en Colombia 1995-2007.

1.2.5 Control de calidad de leche en Colombia. La calidad de la leche,
como de cualquier otro producto, se refiere al ajuste del mismo a las
especificaciones establecidas. El estudio de la calidad de la leche, desde el
punto de vista de su composicion y de sus propiedades fisicoquimicas, asi
como sus variaciones, es necesario, en primer lugar, para determinar su
contenido nutricional y, en segundo, por su influencia en los procesos de

elaboracién de productos lacteos [35, 45, 46].

La calidad estda determinada por las caracteristicas fisicoquimicas y
bacteriologicas que determinan la composicion de un producto. Una leche de
buena calidad debe reunir las siguientes caracteristicas: poseer una
composicion adecuada, osea, contenido de proteina, grasa, solidos totales,
minerales y vitaminas, no contener un numero excesivo de microorganismos
(<50.000 UFC/ml), estar libre de sustancias extrafias (calostro, sedimentos) y
de residuos quimicos e inhibidores (antibidticos, pesticidas y otros), no tener

cuerpos extrafios ni agentes patogenos (brucelosis, tuberculosis y
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salmonella, entre otros), y poseer adecuadas caracteristicas organolépticas
(sabor y olor normales) [33].

La entidad regulatoria para el control de calidad de la leche, a nivel mundial
es la FAO. En nuestro pais el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, el
cual a través del Instituto Colombiano de Agricultura (ICA), se encarga de
supervisar e inspeccionar las condiciones asociadas al animal y a su manejo,
mientras que el Ministerio de la Proteccion Social, en conjunto con el Instituto
Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA), se encargan
de verificar y apoyar los programas de aseguramiento y control de calidad, en

las plantas de procesamiento y enfriamiento de la leche.

En Colombia, el Decreto N° 616 de 2006, establece el reglamento técnico
sobre los requisitos que debe cumplir la leche para consumo humano, que se
obtenga, procese, envase, transporte, comercialice, expenda, importe o
exporte en el pais. En su Articulo 25 sobre el control interno en las plantas de
procesamiento de leche, menciona que todos los dias, como mecanismo de
control interno, criterios de aceptacion, liberacién y rechazo de la leche se

realizaran pruebas microbioldgicas, fisicoquimicas y organolépticas.

Teniendo en cuenta estos tres criterios de control de calidad de la leche, en
esta normatividad colombiana no se establecen pruebas nutricionales, que
son muy importantes, debido a que en las plantas de procesamiento, la leche
se somete a diferentes tipos de tratamiento térmico (pasteurizacion,
ultrapasteurizacion y ultra alta temperatura), a procesos de pulverizado y a
prolongados periodos de almacenamiento, que pueden alterar el valor
nutritivo de la leche [47-49].
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1.3 METODOS DE ANALISIS DE LAS WSV

La determinacién de las WSV en matrices alimenticias ha sido dificil debido a
su composicion quimica variada, a su inestabilidad, al gran numero de
componentes, (que producen interferencias) y a su contenido bajo [14, 50,
51].

Existen diferentes métodos para el analisis de WSV, entre éstos se destacan
los métodos quimicos y fisicoquimicos. Entre los métodos quimicos se
encuentran la volumetria y la gravimetria [52, 53]. Entre los métodos
fisicoquimicos se encuentran los espectrofotométricos y enzimaticos o
microbiolégicos [54, 55]. Estos métodos requieren mucho tiempo de

preparacion y analisis y no son exactos.

Debido a las propiedades fisicoquimicas de las WSV, su variada composicion
y su relativamente alto peso molecular, para la determinacion y analisis de
éstas, la técnica mas frecuentemente utilizada es la HPLC, que es un método
rapido y sensible [14, 50, 51, 55-58].

En la Tabla 6 se muestra una comparacion de diferentes técnicas utilizadas

para la determinacién de las WSV [57-60].

1.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiencia. La HPLC es la técnica
analitica de separacion mas usada para el analisis de una amplia variedad de
especies, especialmente, no volatiles o termolabiles. Esta es la mas utilizada
para la determinacion de WSV en diferentes matrices [4, 6, 50, 52, 56]. En la
separacion de estos compuestos, esta incluida la cromatografia en fase
reversa, donde la fase estacionaria es de menor polaridad que la fase mdvil,
por lo tanto, la elucién de los compuestos sera en orden decreciente de

polaridad.
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Tabla 6. Comparacién de diferentes técnicas para la determinacién de WSV.

Técnica

Fluorometria
[4, 14, 52, 61]

Fosforimetria
[52, 61, 62]

TLC
[52, 61]

Principio
Utilizando una lampara,

las moléculas del analito
se excitan para dar una

especie, con un
espectro de emision
fluorescente

caracteristico.

Utilizando una lampara,
las moléculas del analito
se excitan para dar una
especie con un espectro
caracteristico de
emision fosforescente.

El analito se desplaza
por capilaridad con la
fase mévil a través de la
fase estacionaria, la
cual esta fijada sobre
una placa plana.

Propiedad
medida

Intensidad de la
radiacion de
emision
fluorescente.

Intensidad de la
radiacion de
emision
fosforescente.

Polaridad del
analito.
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Ventajas

- Alta sensibilidad.

- Selectividad.

- Amplios intervalos
de linealidad.

- Selectividad.
- Amplios intervalos
de linealidad.

- Bajo costo.

- Se puede acoplar
con técnicas de
deteccion selectiva.
- Rapida.

Desventajas

- Interferencias de la matriz.
-La influencia de la
temperatura, el pH, la
viscosidad del solvente y de
la concentracion del oxigeno
disuelto en la intensidad de
la fluorescencia.

- Las temperaturas bajas.
-Poca precisibn en las
medidas.

- Interferencias de la matriz.

-Interferencias de la matriz.



Tabla 6. Continuacion.

Técnica

GC
[61, 63, 64]

HPLC
[9, 14, 52,
61, 62, 64]

CE
[9, 14, 61,
62]

Principio

El analito es volatilizado y
arrastrado por un gas
inerte a través de la fase
estacionaria.

El analito es arrastrado a
través de una fase
estacionaria por un
solvente.

Se basa en la diferencia
de migracion de las
especies cargadas, en el
seno de una disolucién
amortiguadora a través
de la cual se aplica un
campo eléctrico
constante.

Propiedad
medida

Polaridad del
analito.

Polaridad del
analito.

Se basa en las
diferencias entre
la relacién carga-
tamano de los
diferentes
analitos.
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Ventajas

-Se acopla con
técnicas selectivas de
deteccidn.

- Rango amplio de
temperaturas.

- Alta sensibilidad.

- Analitos no volatiles
o termolabiles.

- La mayoria de los
detectores son no
destructivos.

-Capacidad de
separar
macromoléculas.

Desventajas

Los analitos deben ser

volatilizables.

Analitos de bajo peso

molecular.

- Alto costo

- Alto costo
- Moléculas lonizables



Para la separacion de las WSV comunmente se utilizan como fase movil
mezclas de buffer de fosfato o acetato y modificadores organicos
(acetonitrilo, metanol, tetrahidrofurano, entre otros) [5-7, 11]. Los solventes
mencionados anteriormente, tienen la posibilidad de utilizarse como fase
movil de composicion constante (elucion isocratica) o variable (elucion con
gradiente), con lo que se tienen diferentes grados de polaridad durante el

tiempo de analisis cromatografico.

Para la deteccion de las WSV, uno de los detectores mas utilizado es el
detector de arreglo de diodos ultravioleta-visible (DAD UV-Vis), el cual
presenta una buena sensibilidad, rango dinamico lineal amplio y permite
detectar analitos en el orden de los nanogramos. Este detector no es
destructivo, puede emplearse con gradiente de solventes y permite obtener
tanto el cromatograma a una longitud de onda determinada como el espectro
UV-Vis de cada uno de los compuestos presentes en la mezcla. La
identificacion de estos compuestos se realiza mediante la comparacion de los
tiempos de retencién y los espectros UV-Vis con los de los correspondientes
materiales de referencia certificados (MRC) [5, 8, 9, 63, 64].
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2. CIENCIOMETRIA

La comunidad cientifica cuenta con algunos mecanismos que evaluan la
calidad y confiabilidad de su produccion intelectual. Hoy por hoy una de las
herramientas mas utilizadas es la cienciometria, que permite realizar un
analisis cuantitativo y reflejar la actividad cientifica actual. La cienciometria
usa técnicas matematicas y estadisticas para establecer las caracteristicas
de la investigacion cientifica e incluye el analisis de factores que pueden ser
determinantes para el desarrollo de esta actividad: numero de investigadores,
su distribucidon geografica o por especialidad, fuentes de financiamiento y
productividad [65-69]. Los analisis cienciométricos utilizan las bases de datos

y las patentes como principales fuentes de informacion.

Con el objeto de revisar el estado actual de las investigaciones sobre el
analisis de WSV en la leche, se realizo el estudio cienciométrico utilizando
dos bases de datos: Elservier (Scopus) y Web of Science (WOS, ISI Web
of Knowledge, Thomson, Version 3.0).

En la Tabla 7 se muestra un resumen de los resultados obtenidos con las
dos bases de datos. Para la base de datos Elservier (Scopus) se utilizaron
las ecuaciones de busqueda: TITLE-ABS-KEY (water-soluble vitamins) AND
TITLE-ABS-KEY (milk) AND PUBYEAR AFT 2001 y TITLE-ABS-KEY (water-
soluble vitamins) AND TITLE-ABS-KEY (HPLC) AND PUBYEAR AFT 2001 y
para la base de datos Web of Science las ecuaciones de busqueda:
TS=(water-soluble vitamins and milk) y TS=(water-soluble vitamins and
HPLC).

Como se observa en la Tabla 7 las areas de mayor investigacion son ciencia

de alimentos y tecnologia, junto con quimica y quimica analitica. En
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consecuencia, las revistas con mayor numero de publicaciones son Journal
of Chromatography A, donde se encuentran varias publicaciones sobre el
analisis de WSV. Entre las investigaciones mas relevantes tenemos la
desarrollada por Vidovic et al. [32] “Simultaneous determination of some
water-soluble vitamins and preservatives in multivitamin syrup by validated
stability-indicating high-performance liquid chromatography method’, en la
cual se implementé y validé un método por cromatografia liquida de par-
ibnico modificado con una fase reversa para la determinacion simultanea de
VB4, VB,, VB3, VBs, VBg, VC usando una fase movil con acetonitrilo y una
solucion de acido octanesulfonico (0.0125 M, pH=2,5) con gradiente de

elucién; y para la deteccion de las WSV se utilizé un DAD.

Otra investigacion importante fue la publicada por Heudi et al. [9] “Separation
of water-soluble vitamins by reversed-phase high performance liquid
chromatography with ultra-violet detection: Application to polyvitaminated
premixes”. En este articulo fueron separadas las vitaminas VB4, VB,, VB3,
VBs, VBs, VBs, VBg y VC, utilizando una columna C-18 y una fase movil con
una solucién de acido trifluoroacético (0,025%, pH=2,6) y acetonitrilo con

gradiente de elucién.

Otra revista de impacto cientifico en los temas mostrados en la Tabla 7, fue
Journal of Agricultural and Food Chemistry, donde se encontré que el articulo
mas destacado fue realizado por Zafra-Gémez et al. [8] “Simultaneous
determination of eight water-soluble vitamins in supplemented foods by liquid
chromatography”. En este trabajo, se propuso un método para la
determinacion simultanea de VB4, VB, VB34, VBs, VBg, VBg, VB2 y VC en
productos enriquecidos. Utilizando HPLC en fase reversa con gradiente de
elucion de metanol y buffer de fosfato modificado, una columna C-18 y

detector de fluorescencia y UV-Vis, se lograron separar las 8 WSV.
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Tabla 7. Principales resultados obtenidos del estudio cienciométrico sobre las WSV en la leche y su analisis por
HPLC en las bases de datos Scopus y Web of Science (ISI Web of Knowledge). Fecha de busqueda: 21 de enero

de 2009 (periodo de analisis: 2001-2009).

Observable

No. total de
articulos

Anos con mayor
numero de
publicaciones

Autores con
mayor numero de
publicaciones
(o publicaciones
mas destacadas)

Revistas con
mayor numero de
publicaciones

SCOPUS

Water-soluble
vitamins and milk

31

2008 (5)
2007 (7)
2006 (3)

Lu, B. (1)
Heudi, O. (1)
Zafra-Gomez, A. (1)

- Food Chemistry (3)
- Journal of
Chromatography A
3)

- Journal of Dairy
Science (2)

Water-soluble
vitamins and HPLC

68

2008 (10)
2007 (10)
2006 (7)

Perly, B. (2)
Marriott, P.J. (2)

Hau Fung Cheung, R.

(2)

- Journal of

Chromatography A ( 5)

- Journal of
Chromatographic
Science (3)

- European Journal of

Nutrition (3)
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WEB OF SCIENCE

Water-soluble
vitamins and milk

32

2008 (4)
2002 (6)
2001 (10)

Gatti, R. (1)
Woollard, D. (1)
Zafra-Gomez, A. (1)

- Journal of Agricultural

and Food Chemistry
4)
- Food Chemistry (3)
- Journal of

Chromatography A (2)

Water-soluble
vitamins and HPLC

83

2008 (12)
2006 (12)
2005 (12)

Ekinci, R. (3)
Kadakal, C. (3)
Buszewski, B. (3)

- Journal of
Chromatography A
(11)

- Journal of
Agricultural and
Chemistry (7)

- Journal of
Pharmaceutical and
Biomedical Analysis



Tabla 7. Continuacion.

7 . SCOPUS WEB OF SCIENCE
servable Water-soluble Water-soluble Water-soluble Water-soluble
| vitamins and milk vitamins and HPLC vitamins and milk vitamins and HPLC
- Chemistry (30) ) : - Chemistry,
- Agricultural and - Biochemistry, Food Science and Analytical (50)
. ) : . Technology (14) . .
A Biological Sciences Genetics and " N - Biochemical
Areas de mayor ; - Nutrition y Dietetics
investigacién (19) Molecular Biology (24) (10) Research Methods
9 - Medicine (9) - Pharmacology, - Chemistry. Aoolied (24)
- Chemistry (8) Toxicology and (3;’ PP - Food Science and
Pharmaceutics (18) Technology (20)
No. total de 7886 6883 ) )
patentes
- US Patent Office - US Patent Office
(5055)
i (4398)
Oficinas con sus - European Patent
. ; - European Patent
respectivas Office (582) ; - -
Office (461)
patentes - Word Intellectual Word Intellectual
Property Office - vvord /nteliectua
(2249) Property Office (2024)




3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 MATERIALES Y REACTIVOS

3.1.1 Reactivos y solventes. Para la realizacion de este trabajo, se
emplearon los siguientes reactivos: acido ortofosforico (85%, Merck,
Darmstadt, Alemania), acido trifluoroacetico (299%, Merck, Hohenbrunn,
Alemania), acetonitrilo, agua y metanol (grado HPLC, J.T. Baker, México
D.F., México), fosfato de potasio monobasico (99%, J.T. Baker, México D.F.,
México), fosfato de potasio dibasico (99,5%, J.T. Baker, México D.F.,
México), fosfato trisodico decahidratado (98%, J.T. Baker, Phillipsburg,
Estados unidos) e hidrocloruro de L-cisteina monohidratado (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Estados Unidos).

3.1.2 Material de referencia certificado. En la Tabla 8 se reportan las
especificaciones comerciales de los patrones de referencia, empleados en
este estudio.

3.1.3 Material de laboratorio. Se utilizaron los siguientes materiales de
laboratorio: balanza analitica AG 285 y pH-metro MPC227 de Mettler-Toledo
(Schwerzenbach, Suiza), pipetas volumétricas de 10 mL, balones aforados
de 2, 5, 10, 25, 50, 100, 200 mL, vasos de precipitado de 25, 50, 100 mL,
embudo Buchner, Erlenmeyers de 10, 50 mL, Erlenmeyer con salida lateral
de 500 mLy y tubos de ensayos de PYREX (México D. F., México). Frascos
plasticos esterilizables de 250 mL, micropipetas de 2-20, 25-250, 100-1000
ML, puntas plasticas para micro pipetas, tubos cénicos de poli(propileno) de
1,5 mL de Brand (Wertheim, Alemania), jeringas plasticas, filtros de
membrana PVDF de 0,45 ym de Millipore (Sao Pablo, Brasil), microjeringa
para inyeccion de 50 pL de Agilent technologies (Melbourne, Australia).
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Tabla 8. Especificaciones del material de referencia certificado.

Sustancia Pureza (%) N']T:;;f ol ef(?)?raac?()en
1. Acido L-ascérbico 99,9 LB47613 Abril 2010
2. Acido félico ~98 126K0753 NA™
3. Acido nicotinico >908 126K0693 NA
4. Cianocobalamina 99,9 LB47607 Abril 2010
St}aHr:lt:illl;(;cloruro de >99 037K01301 Abril 2010
6. Nicotinamida 99 LB47321 Marzo 2010
7. Piridoxina >98 087K1967 NA
8. (-)-Riboflavina >98 017K0708 Marzo 2010
9. Sal hemicalcio del >97 038K1865 NA

acido (DL)-pantoténico
* Proveedor: Sigma-Aldrich (St. Louis, EE.UU.),  NA= No Aparece.

3.2 IMPLEMENTACION DE LA METODOLOGIA DE ANALISIS DE LAS
WSV POR HPLC/DAD UV-Vis.

La VB4, VBy, VB34, VB3p, VBs, VBg, VBg, VB2 y VC no se pudieron
determinar simultaneamente, por lo tanto, se tuvo que implementar dos
métodos independientes, a saber: uno, para determinar VC (AA) y, otro, para
determinar las 8 vitaminas restantes (VB4, VB, VB3.4, VB3, VBs, VBg, VB,
VB+32). La explicacion para lo anterior, es que el AA se oxida rapidamente a
DHAA, debido a la presencia de dos grupos hidroxilo en su estructura. Estas
reacciones de oxidacion son inducidas por el incremento de la temperatura,
pH alcalinos, luz, la presencia de oxigeno, metales pesados y la accion de
algunas enzimas. Los factores mencionados anteriormente, sumados al
procesamiento y almacenamiento prolongado, que sufren los alimentos,
afectan el contenido de AA en éstos, por consiguiente, se implementé una
reaccion de reduccion previa al analisis cromatografico, para convertir el
DHAA en AA, segun la metodologia descrita en [14, 16, 24, 70-75].
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3.2.1 Implementaciéon de la metodologia de analisis simultaneo de las 8
WSV por HPLC/DAD UV-Vis. El analisis cromatografico se realizé en un
cromatografo liquido Series 1200 (Agilent Technologies, Palo Alto, California,
Estados Unidos) (Figura 6), que consta de una bomba cuaternaria G1354A,
un inyector manual G1328B y un detector DAD UV-Vis G1315B, con una
columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 um). El
procesamiento de los datos se realizé con el software Agilent ChemStation
LC version B.04.01. .

Figura 6. Cromatodgrafo liquido de alta eficiencia Agilent 1200 Series.

3.2.1.1 Implementacion del método cromatografico para el analisis
simultaneo de las 8 WSV: Para el analisis de la VB4, VB>, VB3.1, VB3, VBs,
VBs, VBo, VBi2, se evaluaron las condiciones cromatograficas, a saber:
longitud de onda y composicion de la fase movil.

o Seleccidon de la longitud de onda: La longitud de onda de trabajo se

selecciond teniendo en cuenta la maxima absorbancia de cada una de las
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WSV, para ello, se tomaron los espectros UV-Vis de cada vitamina,
realizando un barrido en la region de 190 a 800 nm.

o Seleccion de la fase movil: Debido a que las WSV presentan una
naturaleza quimica variada, se tuvo que probar diferentes mezclas de
solventes, a saber: Metanol: acido trifluoroacetico (TFA) (diferentes
concentraciones y pH), acetonitrilo: TFA (diferentes concentraciones y pH),
metanol: buffer de fosfato (diferentes concentraciones y pH), acetonitrilo:
buffer de fosfato (diferentes concentraciones y pH). Todas las mezclas
anteriores se analizaron a diferentes temperaturas (15, 20, 30, 35°C), flujos
(0,5, 0,7, 0,8, 1 mL/min) y volumenes de inyeccion (5, 10, 20 yL); los analisis
se realizaron en modo de elucion isocratico o con gradiente [6, 7, 9, 10, 23,
55, 76].

3.2.1.2 Determinacién de los parametros de eficiencia de la separacion
cromatografica de las 8 WSV. Una vez establecidas las condiciones
cromatograficas para la determinacion simultanea de las 8 WSV evaluadas,
se calcularon: el factor de retencion (k'), el factor de selectividad (a), el
numero de platos tedricos (N) y la resolucion (Rs) de los picos
cromatograficos [57-60]. Estos parametros se calcularon con base en las

Ecuaciones 1- 4.

, (tR _tM
=20 Ecuacién 1.
tM

2
N = 5,54[ r J Ecuacion 2.

0,5
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(ZRA_tM)

o= Ecuacion 3.
(tRB _tM)
" ..
Rg :I,ISE—J Ecuacion 4.
WO,SB +W0,5A

Donde:

tr = Tiempo de retencion de la vitamina de interés (min);

tm = Tiempo muerto (min);

Wy .5 = Ancho del pico a la mitad de su altura maxima (min);

*Los subindices A y B indican los picos correspondientes a dos vitaminas que

eluyen seguidamente.

3.2.1.3 Determinacion de las figuras analiticas de mérito para el analisis
simultaneo de las 8 WSV por HPLC/DAD UV-Vis. Se determinaron las
figuras de mérito, tales como precisidon (expresada como repetibilidad y
reproducibilidad), nivel minimo de deteccion (NMD), nivel minimo de
cuantificacion (NMC), rango dinamico lineal (RDL), sensibilidad, segun lo
recomendado por la Conferencia Internacional sobre Armonizacion (ICH).
Para la determinacion de estos parametros, se obtuvieron curvas de

calibracion por el método de estandar externo.

o Evaluacion de la repetibilidad del método para tiempos de
retencion (tg) y areas. La repetibilidad del método se evalu6é en términos
del coeficiente de variacion (CV) (Ecuacién 5) de los tr y de las areas de
cada una de las vitaminas analizadas, para un punto dado de la curva de

calibracion.

CV.% = % *100 Ecuacion 5.

X +X,.X, Ecuacion 6.
n

X =
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N :\/ 1 Zn:()(i _f)z Ecuacién 7.

Donde,

X = promedio de los datos;
X;= datos
n= numero de datos

S = desviacion estandar de los datos.

o Exactitud del método. La exactitud se evalué como el porcentaje de
recuperacion de las WSV analizadas. Segun lo reportado en la literatura [10,
23], la variable determinante en el proceso de extraccion de las WSV es el
pH. Por lo tanto, se escogieron 3 condiciones diferentes de pH (3, 4, 5), se
realizé la preparacion de la muestra y se determind a cual pH se obtuvo el
porcentaje de recuperacion mas alto. Se realizaron 3 réplicas por cada
experimento. Los ensayos se realizaron enriqueciendo blancos de matriz.
Estos blancos se obtuvieron tomando una alicuota de leche y diluyéndola
hasta lograr que en el extracto acuoso, las cantidades de las WSV estuvieran

por debajo del NMD del método.

o Evaluacion de la reproducibilidad del método. La reproducibilidad
fue evaluada en términos del CV (Ecuacién 5) representado en los tr y las
areas de cada una de las WSV analizadas.

o Evaluacion del rango dinamico lineal (RDL) y la sensibilidad del
método. EIl RDL y la sensibilidad del método se calcularon empleando la
curva de calibracion realizada en el rango de 1 a 64 ppm (soluciones stock
de 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 ppm). El RDL se determiné evaluando el rango de
concentraciones en que la respuesta del detector es lineal, y se reporté como
el coeficiente de correlacion de la curva de calibracion. La sensibilidad se

reporté como la pendiente de la curva a un nivel de confianza del 95%.
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o Determinacién de los niveles minimos de deteccion (NMD) y de
cuantificacion (NMC). Con la minima sefial analitica distinguible, y;, que
pueda ser medida y no corresponda a una fluctuacion estadistica de la sefial
del blanco, se puede determinar el NMD, que se define asi:

y, =y, +kS, Ecuacion 8.

Donde,
y; = Es el promedio de las medidas del blanco;

Sg = La desviacion estandar del blanco;
k = es un valor que se obtiene de acuerdo con el nivel de confianza que se

escoja, generalmente 3.

Entonces el NMD es una funcién de y;:

NMD = !yL —E) Ecuacion 9.

m

Donde m es la pendiente de la recta. Sustituyendo la ecuacion (8) en la (9)

se obtiene que:

NMDzki Ecuacion 10.

m
Por lo tanto el limite de deteccion puede encontrarse dividiendo kSg por la
pendiente obtenida por regresion lineal de la curva de calibracion. El nivel
minimo de cuantificacién (NMC) se definié para un valor de k=10 como [77,
78]

kS
NMC =—% Ecuacion 11.
m

3.2.2 Implementacion de la metodologia de analisis de la VC (AA) por
HPLC/DAD UV-Vis. El analisis cromatografico se realiz6 en un cromatografo
liquido Series 1200 (Agilent Technologies, Palo Alto, California, EE.UU.)

(Figura 6), que consta de una bomba cuaternaria G1354A, un inyector
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manual G1328B y un detector DAD UV-Vis G1315B, con una columna apolar
ZORBAX 300SB-C18 (4,6 x 150 mm, 3,5 ym). El procesamiento de los datos
se realiz6 a través del software Agilent ChemStation LC version B.04.01. .

o Implementacion de la reaccion de reduccion de DHAA a AA.
Como el contenido de VC se determind como la cantidad de AA presente en
una muestra y éste compuesto debido a la influencia del medio, sufre una
reaccion de oxidacion, un porcentaje de éste se transforma al DHAA. Como
consecuencia de lo anterior se tuvo que implementar una reaccion de
reduccion para reconvertir el DHAA al AA. Este procedimiento se realizd
segun la metodologia descrita por la norma espafnola UNE-EN 14130, la cual

establece el uso de la L-cisteina como agente reductor [79].

3.2.2.1 Implementacion del método cromatografico para el analisis de la
VC: Para el analisis de VC se evaluaron las condiciones cromatograficas, a

saber: longitud de onda y composicion de la fase movil.

o Seleccion de la longitud de onda: La longitud de onda de trabajo se
seleccion¢ teniendo en cuenta la maxima absorbancia de la VC; para ello, se
tomé el espectro UV-Vis de la vitamina, realizando un barrido en la region de
190 a 800 nm.

o Seleccion de la fase mévil: Como la Norma UNE-EN 14130
establece la utilizacion de la L-cisteina como agente para llevar a cabo la
reduccion del DHHA, se presentd un problema de coelucion entre el agente
reductor y el AA, por lo tanto, para separar estos compuestos se probaron
diferentes mezclas de solventes, entre las cuales tenemos: Metanol: agua a
diferentes pH, Acetonitrilo: TFA a diferentes concentraciones y pH, Metanol:
Buffer de fosfato a diferentes concentraciones y pH. Todas las mezclas

anteriores se evaluaron a diferentes temperaturas (20, 25, 30°C), flujos (0,3,
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0,5, 0,7, 1 mL/min) y volumenes de inyeccion de (5, 10, 20 uyL) vy se
realizaron en modo de elucion isocratico o con gradiente [70-75].

3.2.2.2 Determinacion de los parametros de eficiencia de la separacion
cromatografica de la vitamina C. Una vez establecidos las condiciones
cromatograficas para la determinacién de la VC, se determinaron los mismos

parametros de eficiencia establecidos en la Seccion 3.2.1.2.

3.2.2.3 Determinacion de las figuras analiticas de mérito para el analisis
de la vitamina C por HPLC/DAD UV-Vis. La determinacion de las figuras de
mérito para el analisis de VC se realiz6 de la misma manera, que para el
analisis simultaneo de las 8 WSV (Seccion 3.2.1.3), excepto para la
exactitud del método donde se evaluo el porcentaje de recuperacion de la VC
segun el procedimiento descrito en la Norma UNE-EN 14130 [79] para la

preparacion de la muestra.

3.3 DETERMINACION DE LAS WSV EN LAS MUESTRAS POR HPLC/DAD
UV-Vis.

3.3.1 Determinacion de las 8 WSV en las muestras. Se realizé la
identificacion y cuantificaciéon por HPLC/DAD UV-VIS de la VB4, VB;, VBs3.4,
VBs32, VBs, VBg, VBg, VB2 en una muestra de leche semidescremada
ultrapasteurizada, enriquecida con vitaminas, de leche deslactosada
semidescremada ultrapasteurizada, de leche en polvo (para nifios),

adquiridas en el mercado local y de leche materna.

3.3.1.1 Identificacion: Se realiz6 comparando los tg y los espectros
ultravioleta de los picos cromatograficos correspondientes a cada una de las
WSV de referencia, con los de los picos cromatograficos observados en los
cromatogramas obtenidos de las muestras, analizadas bajo las mismas

condiciones cromatograficas.

59



3.3.1.2 Cuantificacién: Para la cuantificacion de cada una de las WSV, se
emple6 el método de estandarizacion externa. Para ello, se prepararon
soluciones patron de las WSV en diferentes concentraciones (Tabla 9) y se
obtuvo la curva de calibracién para cada vitamina. Usando esta curva, se
interpolaron las concentraciones del analito de interés presente en las muestras.

Tabla 9. Preparacién de las soluciones patron de las WSV en diferentes

concentraciones.

Volumen (pL) de la Concentracion de las

solucion stock de soluciones patréon
100 pg/mL (Mg/mL)
10 1
20 2
40 4
80 8
160 16
320 32
640 64

3.3.2 Determinacion de la vitamina C en las muestras. Se realizo la
identificacion y cuantificacion por HPLC/DAD UV-VIS de la VC en una
muestra de leche semidescremada ultrapasteurizada enriquecida con 11
vitaminas, de jugo de naranja y de un suplemento de VC adquiridos en el
mercado local. La identificacion y cuantificacion de la VC se llevd a cabo

segun lo establecido en la Seccién 3.3.1.1 y 3.3.1.2 respectivamente.
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

41. METODOLOGIA DE ANALISIS PARA LA DETERMINACION
SIMULTANEA DE LAS 8 WSV POR HPLC/DAD UV-VIS.

4.1.1. Método cromatografico para el analisis simultaneo de las 8 WSV.
Para el andlisis de las 8 WSV se realizaron varias pruebas preliminares, que
permitieron seleccionar la longitud de onda de trabajo y la composicion de la
fase movil.

o Seleccion de la longitud de onda: En el espectro UV-Vis tomado en
el rango de 190 a 800 nm de cada una de las vitaminas, se observaron las
longitudes de maxima absorcién (Anexo 1) y se seleccionaron 4 longitudes

de onda para realizar el analisis simultaneo de las 8 WSV (Tabla 10)

Seleccion de la fase mévil: Teniendo en cuenta las propiedades quimicas
de las WSV y con base en lo reportado en la literatura, se probaron
diferentes mezclas de solventes, a saber. Metanol: TFA (diferentes
concentraciones y pH), acetonitrilo: TFA (diferentes concentraciones y pH),
metanol: buffer de fosfato (diferentes concentraciones y pH), acetonitrilo:
buffer de fosfato (diferentes concentraciones y pH) [3, 7, 9, 10, 11, 23, 53,

76]. Los mejores resultados se presentan a continuacion:
En primer lugar, se evaluaron diferentes concentraciones de TFA (0,001 y

0,005%) a pH 4. Se observo que al aumentar la concentracion del TFA se

presenta una mejor resolucién entre los picos 1,2 (Figura 7).

61



»

S ‘|
2 [ LA
J | !
\ | '| \ ! ?
12 N E \ | \ A
Y ey ST PN o | N T -
+ £ 2 [ 12 4 L 13 min
7
B
£l 6 |
12 A i Jr'\ ! IB
My ! \ "\ | 4
A \\ 3 - I,l ~— /) \ IJ‘
PEE— o~ - —— \-h__' , -
2 4 i 3 14 12 14 > 13 Zinin

Perfiles cromatograficos tipicos de la mezcla de las 8 WSV, obtenidos por HPLC/DAD
UV-Vis, a 220 nm, en la columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18. A. 0,001% TFA. B.
0,005% TFA. Flujo: 0,7 mL/min, temperatura 20°C, gradiente de elucién: 0-4 min (100:0)
TFA: metanol, 4-10 min (98:2), 10-20 min (98:2), 20-25 min (100:0). 1. VB4, 2. VBs.1, 3.
VBs, 4. VB3.2, 5. VBs, 6. VB12, 7. VBg, 8. VBo.

Figura 7. Variacion de la concentracion del TFA en la fase mévil para la

separacion de las WSV.
Posteriormente, se fijo la concentracion de TFA a 0,005% y se probaron

diferentes valores de pH (3, 4 y 5). Con el incremento del pH, se observé una

disminucién de los tiempos de andlisis (Figura 8).
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Perfiles cromatograficos tipicos de la mezcla de las 8 WSV, obtenidos por HPLC/DAD
UV-Vis, a 220 nm, en la columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18. A. pH=3, B. pH=4,
C. pH=5. Flujo: 0,7 mL/min, temperatura 20°C, gradiente de elucion: 0-4 min (100:0)
0,005% TFA: metanol, 4-10 min (98:2), 10-20 min (98:2), 20-25 min (100:0). 1. VB4, 2.
VBs.1, 3. VBg, 4. VB35, 5. VBs, 6. VB12, 7. VBy, 8. VB,.

Figura 8. Variacion del pH del TFA en la fase movil para la separacion de

las WSV.

Una vez establecidas la concentracion y el pH del TFA, y con el propdsito de
reducir los tiempos de analisis, se evaluo el uso de un modificador organico
(acetonitrilo) con mayor fuerza de elucion que el metanol. Aunque, se

lograron menores tiempos de analisis, la resolucion disminuy6 drasticamente

(Figura 9).
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Perfiles cromatograficos tipicos de la mezcla de las 8 WSV, obtenidos por HPLC/DAD
UV-Vis, a 220 nm, en la columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18. A. Acetonitrilo, B.
Metanol. Flujo: 0,7 mL/min, temperatura 20°C, gradiente de elucién: 0-4 min (100:0)
0,005% TFA: modificador organico, 4-10 min (98:2), 10-20 min (98:2), 20-25 min (100:0).
1. VB4, 2. VB34, 3. VBg, 4. VB33, 5. VBs, 6. VB2, 7. VBg, 8. VB.

Figura 9. Variacion del modificador organico en la fase movil para la

separacion de las WSV.

Después de realizar las pruebas respectivas con TFA y no encontrar un
resultado satisfactorio (baja resolucibn y asimetria en los picos
cromatograficos), se realizaron pruebas usando buffer de fosfato con los

modificadores organicos mencionados anteriormente.

En lo reportado en la literatura para el analisis de las WSV con buffer, el
solvente organico mas utilizado es el acetonitrilo. De igual manera que con el
TFA, se evaluaron dos concentraciones de buffer de fosfato a pH 6. Se
observo que con el buffer de fosfato de 50 mM, se mejoro la resolucion de los

picos 1, 2y 5, 6 y se disminuy6 el tiempo de analisis (Figura 10).
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Perfiles cromatograficos tipicos de la mezcla de las 8 WSV, obtenidos por HPLC/DAD
UV-Vis, a 220 nm, en la columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18. A. 20 mM buffer, B.
50 mM buffer. Flujo: 1 mL/min, temperatura 35°C, gradiente de elucion: 0-5 min (99:1)
buffer de fosfato: acetonitrilo, 5-20 min (70:30), 20-25 min (70:30), 25-35 min (99:1). 1.
VBs.1, 2. VBs, 3. VBg, 4. VB33, 5. VB4, 6. VBg, 7. VB2, 8. VB..

Figura 10. Variacion de la concentracion del buffer en la fase movil para la
separacion de las WSV.

Otro parametro importante en la separacion de las WSV fue el pH.
Empleando buffer de fosfato 50 mM y el mismo gradiente de elucion, se
evaluaron dos pH diferentes (pH= 6 y 7). En la figura 11, se observo que al
incrementar el pH, aumentd la resolucion y disminuyeron los tiempos de
retencion de las WSV.
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Perfiles cromatograficos tipicos de la mezcla de las 8 WSV, obtenidos por HPLC/DAD
UV-Vis, a 220 nm, en la columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18. A. pH= 6, B. pH=7.
Flujo: 1 mL/min, temperatura 35°C, y gradiente de elucién: 0-5 min (99:1) 50 mM buffer
de fosfato: acetonitrilo, 5-20 min (70:30), 20-25 min (70:30), 25-35 min (99:1).

Figura 11. Variacion del pH del buffer en la fase movil para la separacion de
las WSV.

Con el objetivo de mejorar la resolucién de los picos cromatograficos, se
cambié el modificador organico por metanol, para evaluar el efecto de éste
en la separacion de las WSV (Figura 12). Como resultado se obtuvo una

mayor resolucion pero se aumentaron los tiempos de analisis.
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Perfiles cromatograficos tipicos de la mezcla de las 8 WSV, obtenidos por HPLC/DAD
UV-Vis, a 220 nm, en la columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18. A. Acetonitrilo, B.
Metanol. Flujo: 1 mL/min, temperatura 35°C, y gradiente de elucién: 0-5 min (99:1) 50
mM buffer de fosfato: modificador organico, 5-20 min (70:30), 20-25 min (70:30), 25-35
min (99:1).

Figura 12. Variacion del modificador organico en la fase moévil para la
separacion de las WSV.

Una vez analizados los resultados de las pruebas, se seleccion6 la fase
movil de 50 mM buffer de fosfato (ajustado a pH=7 con acido ortofosférico) y
metanol, con el siguiente gradiente: de 0 a 5 min 99:1 (buffer:metanol), de 5 a
20 min se llevo hasta 70:30 (buffer:metanol), de 20 a 25 min se mantuvo
70:30 (buffer:metanol) y de 25 a 35 min se retorné a 99:1 (buffer:metanol).
Con esta fase moévil a un flujo de 1 mL/min y una columna de C-18 a 35°C,
se determino la resolucidon mas alta de las 8 WSV. En la Tabla 11 se

muestran los parametros cromatograficos para el analisis simultaneo de las 8
WSV por HPLC/ DAD UV-Vis.
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Tabla 10. Seleccion de la longitud de onda de absorcion para las 8 WSV

analizadas.
. . Lon’gi_tud o ond?'de Longitud de onda
Vitamina maxima absorcion .
establecida (nm)
(nm)
VB3 210
VBs 210 210
VB2 210
VB¢ 224
VBs. 215 220
VB, 230
VB, 268 268
VBg 282 282

Tabla 11. Parametros cromatograficos establecidos para el analisis de las 8
WSV por HPLC/DAD UV-Vis.

Parametro Especificaciones

Columna ZORBAX Eclipse XDB-C18
(4,6 mm x 150 mm, 5 pm)

Fase movil 50 mM buffer de fosfato (pH=7):metanol

Gradiente: 0 a 5 min 99:1 (buffer: metanol), de 5
Modo de elucién a 20 min llevar hasta 70:30 (buffer: metanol), de

20 a 25 min mantener 70:30 (buffer: metanol) y

de 25 a 35 min regresar a 99:1 (buffer: metanol).

Flujo 1 mL/min
Temperatura 35°C

Volumen de inyecciéon 20 uL

En la Figura 13 se muestra un perfil cromatografico de la mezcla del MRC de
la VB4, VBy, VB34, VB35, VBs, VBes, VBg y VB, a 4 Iongitudes de onda
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establecidas y obtenido bajo las condiciones especificadas en la Tabla 11.
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Figura 13. Perfiles cromatograficos tipicos de la mezcla de las 8 WSV,
obtenidos por HPLC/DAD UV-Vis, a diferentes longitudes de onda, A, en la
columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18. 1. VB3.1, 2. VBs, 3. VBg, 4. VB3.,,
5. VB4, 6. VB, 7. VB2, 8. VB,.

Una vez determinada la metodologia de trabajo, se inyecté cada una de las
WSV, para determinar su tiempo de retencion (Tabla 12).
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Tabla 12. Tiempos de retencién de las vitaminas hidrosolubles analizadas
por HPLC/DAD UV-Vis.

Vitamina tr, min xS (n =3)

1. VB34 2,758 + 0,005
2.VBs 4,70 £ 0,01
3.VBsg 5,88 £ 0,01
4.VB;., 7,00 £ 0,01
5. VB4 7,94 £ 0,02
6. VBy 11,83 £ 0,02
7.VBi2 19,49 + 0,04
8. VB, 22,01 £ 0,03

4.1.2 Parametros de eficiencia de la separacion cromatografica de las 8
WSV. En la Tabla 13 se reportan los parametros de eficiencia de la
separacion cromatografica, determinados bajo las condiciones de analisis
establecidas. También se observa, que los parametros de eficiencia son
aceptados y acordes con lo reportado en la literatura [57, 58, 77, 78]. Los
parametros cromatograficos seleccionados son apropiados para la
separacion de las WSV.
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Tabla 13. Parametros de eficiencia de la separacion de las 8 WSV analizadas utilizando los parametros
cromatograficos reportados en la Tabla 11.

t W Factor de Factor de Numero de Resolucién
Vitamina R 0.5 capacidad, selectividad, platos tedricos, ’
min min , Rs
I . R - S | B
VB34 2,748 0,099 1,05 - 4295 -
VBs 4,71 0,15 2,52 2,39 5699 9,41
VB 5,88 0,19 3,39 1,35 5118 4,06
VB3. 7,01 0,22 4,24 1,25 5406 3,21
VB, 8,04 0,21 5,01 1,18 8034 2,79
VBy 11,93 0,26 7,91 1,58 12069 9,84
VB, 19,58 0,18 13,62 1,72 63946 20,61
VB, 22,08 0,18 15,49 1,14 83323 8,14




4.1.3 Figuras analiticas de mérito para el analisis simultaneo de las 8
WSV por HPLC/DAD UV-Vis.

o Evaluacion de la repetibilidad del método para tiempos de
retencion (tgr) y areas. Al inyectar 4 veces 20 pyL de una solucién de 4 ppm
de las 8 WSV (punto de la curva de calibracion), se determiné la repetibilidad

del método.

Los resultados de la evaluacion del método, que se establecieron, en cuanto
a los tr y areas de picos cromatograficos, se reportan en las Tablas 14 y 15,
respectivamente. Se observd, que entre mediciones, el tgr y el area, no
presentaron una desviacion considerable (0,005-0,04 y 0,13-2
respectivamente), entonces se puede concluir que el método implementado
es preciso. Para los tiempos de retencidén los coeficientes de variacion
estuvieron entre 0,1y 0,2% y para las areas, entre 0,09 y 2,32 %. En ambos

casos, el CV no supero el 3%, indicando que el método es repetible.

o Determinacién del porcentaje de recuperacion. Después de realizar
los experimentos a los diferentes pH, se establecié que a un pH=4 se obtiene
la recuperacion mas alta de las WSV. El procedimiento para la extraccion
simultanea de las WSV se resume en el diagrama de flujo que aparece a

continuacién (Figura 14).
En el procedimiento de extraccion de las vitaminas, se utilizé una leche

enriquecida con las WSV en una concentracion determinada. Los resultados
obtenidos para la recuperacién, a pH=4, se reportan en la Tabla 16.
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Tabla 14. Repetibilidad de los tr de las 8 WSV analizadas por HPLC/DAD UV-Vis.

~ Vitamina Ly il <X S CV, %
Medida1 Medida2 Medida3 Medida4 (n=4)

= VBas 2,761 2,760 2,751 2,761 2,758 0,005 02
VBs 4,71 4,69 4,69 4,704 4,70 0,01 0,2
VB 5,89 5,86 5,86 5,88 5,87 0,01 0,2
VB3, 7,01 6,99 6,99 6,99 6,99 0,01 0,2
VB, 7,95 7,92 7,96 7,94 7,94 0,02 0,2
VB, 11,84 11,81 11,86 11,82 11,83 0,02 0,2
VB, 19,47 19,54 19,48 19,47 19,49 0,04 0,2
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Tabla 15. Repetibilidad de las area de las 8 WSV analizadas por HPLC/DAD UV-Vis.

. Vitamina Area, mAU*s Lo S cv, %
Medida1 Medida2 Medida3 Medida4 (n=4)

= VBas 180,4 179,2 179,4 178,0 180 2 10
VB; 15,0 14,9 14,7 15,0 14,9 0,1 0,9
VB 138,9 138,7 138,9 138,7 138,7 0,1 0,1
VB3 113,6 115,1 1141 114,3 114,3 0,6 0,6
VB, 48,7 49,9 49,3 49,3 49,3 0,5 1,0
VB, 85,2 83,2 80,7 84,2 80 2 2,3
VBi, 79,9 81,9 81,4 80,9 81,0 0,9 1,1

VB; 155,8 154,5 154,3 155,2 154,9 0,7 0,4
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Figura 14. Procedimiento para la extraccion de las 8 WSV en leche.

Como se observa en la Tabla 16, los porcentajes de recuperacién de las
WSV fueron aceptables (89,8 - 100%), excepto para la VBg (<60%), sin
embargo, es importante resaltar, que durante este procedimiento se realizé la

extraccion simultanea de las WSV.

o Evaluacion del RDL y la sensibilidad del método. Mediante la
curva de calibracion para cada una de las WSV (Anexo 2), se evaluaron el
RDL y la sensibilidad del método. Los resultados obtenidos se reportan en la
Tabla 17.
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Tabla 16. Porcentaje de recuperacion de la mezcla de WSV, que se

adicionaron a un blanco de matriz.

Area, mAU*s

Vitamina — - dad Cantidad RecuPeEzZ?)n’ PES
inicial recuperada

VBs.1 965,7 867,3 89,8 0,9

VBs 270,3 278,8 100+ 3

VBs 757,9 734,1 96,9+0,6
VBs.; 750,0 698,4 90 £ 1

VB, 454 2 446,0 98 +3

VBy 170,7 76,0 43 + 2

VB 497,8 464,7 93+5

VB, 825,0 806,5 98 + 1

El RDL del método fue evaluado para el rango de concentraciones entre 1 —
64 ppm, en el cual se observd buena linealidad (coeficientes de
determinacion R?= 0,9999), lo que indica un buen ajuste de los parametros.
Las pendientes de la curva de calibracion (b= 12,40 — 45,57) muestran una
buena sensibilidad del método (excepto para VBs) y sus desviaciones
estandar (0,04 -0,1), confirman la precision alta de las curvas de calibracion.
Por consiguiente, se puede concluir que el método es aplicable dentro del

nivel de concentraciones examinadas.

o Determinacién de los niveles minimos de deteccion (NMD) y de
cuantificacion (NMC). Para la determinacion del NMD y NMC se siguieron
los criterios descritos en la Seccion 3.2.1.3. En la Tabla 18 se observan los
NMD y NMC para cada una de las WSV estudiadas.
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Tabla 17. Ecuacion de la curva de calibracion; coeficiente de correlacion
lineal, pendiente y su desviacion estandar, obtenidos en la determinacion
simultanea de las vitaminas hidrosolubles, a partir de la curva de calibracion
(1- 64 ppm), obtenida por HPLC/DAD UV-Vis.

Vitamina Ecuacion R® b Sy bttS,
VBs1  y=4557x-10,716 0,9999 456 0,2 456 +0,5
VBs y =3,63x-0,0264 0,9999 363 0,06 3,6+0,15

VBs y =3526x-2,733  0,9999 3525 0,09 35,3 + 0,23
VB3. y =29,9x-6,494  0,9999 29,9 0,1 29,9+0,3
VB; y=12,40x-2,410  0,9999 12,40 0,04 12,4+ 0,10
VB y=19,53x+1,830  0,9999 19,52 0,04 19,5+ 0,10
VB2 y=21,13x-4,804 0,9999 21,13 0,09 21,1+0,23
VB y =37,33x+0,827 0,9999 37,33 0,09 37,3+0,23

b: Pendiente, S,: Desviacion estandar de la pendiente, t: 2,57, para un nivel de confianza del
95%, R?: Coeficiente de correlacion lineal.

Tabla 18. Niveles minimos de deteccion y de cuantificacion de la VB4, VB,,
VBs.1, VB3.2, VBs, VBg, VBg y VB2, obtenidos por HPLC/DAD UV-Vis.

Vitamina NMD, pg/mL NMC, pg/mL

VB3 0,25 0,29
VBs 0,11 0,36
VBs 0,13 0,27
VB;.; 0,26 0,36
VB, 0,22 0,29
VBy 0,02 0,29
VB2 0,26 0,35
VB, 0,01 0,10
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o Determinacién de la reproducibilidad de tr y areas. Para evaluar
la reproducibilidad del método de extraccidon, se realizé un analisis por
triplicado de una muestra de leche enriquecida con una mezcla de las 8
WSV. A cada réplica, se le realizaron la extraccion y el analisis
cromatografico. Los resultados obtenidos para tr y areas se muestran en las
Tablas 19 y 20.

Los coeficientes de variacion para las areas cromatograficas estuvieron entre
0,09-2,02% vy para los tr no superaron el 0,7%. Estos valores son aceptados
por las Buenas Practicas de Laboratorio y, por consiguiente, muestran que el

meétodo es altamente reproducible.

4.2 METODOLOGIA DE ANALISIS PARA LA DETERMINACION DE LA VC
(AA) POR HPLC/DAD UV-VIS.

4.2.1 Método cromatografico para el analisis de VC. Para el analisis de la
VC se realizaron varias pruebas preliminares, que permitieron seleccionar la

longitud de onda de trabajo, A, y la composicion de la fase movil.

o Seleccion de la longitud de onda: En el espectro UV-Vis tomado en
el rango de A= 190 a 800 nm de VC, se observo que la longitud de onda de
maxima absorcion correspondio a 245 nm, por tanto, ésta se seleccion6 para

realizar todos los analisis (Anexo 1).

o Seleccion de la fase movil: Después de evaluar las diferentes
mezclas de solventes, descritas en la Seccion 3.2.2.1, se seleccion¢ la fase
movil de 0,1% TFA, con elucion isocratica. Usando esta fase movil, a un flujo
de 0,5 mL/min, y una columna de C-18 a 25°C, se logro6 detectar y cuantificar
la VC. En la Tabla 21, se muestran los parametros cromatograficos para el
analisis de la VC por HPLC/ DAD UV-Vis.
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Tabla 19. Reproducibilidad de los tg de las 8 WSV analizadas por HPLC/DAD UV-Vis.

- Vitamina

VB3.1
VB;s

VB¢
VBs.,
VB,
VBy
VB2
VB,

Medida 1

2,190
3,469

4,242
5,011
5,857
10,475
18,647
20,532

tr, min
Medida 2

2,187
4,479

4,252
5,021

5,919
10,530
18,648
20,530

Medida 3

2,194
3,479

4,259
5,013
5,908
10,388
18,648
20,527
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<X>
(n=3)

2,190
3,476
4,251
5,015
5,90
10,46

18,6485
20,530

S

0,004
0,006

0,009
0,005
0,03
0,07

0,0013

0,003

CV, %

0,16
0,17

0,20
0,11
0,56
0,68
0,003
0,01



Tabla 20. Reproducibilidad de las areas cromatograficas de las 8 WSV analizadas por HPLC/DAD UV-Vis.

- Vitamina Area, mAU"s <X> S CV, %

Medida1 Medida2 Medida 3 (n=3)

VB3.1 867,9 866,6 868,6 867,6 0,9 0,10
VBs 275 282 280 280 3 1,12
VB¢ 734,0 734,3 735,2 734,5 0,6 0,09

VB3 697 670 699 700 1 0,17
VB 449 443 446 450 3 0,68
VB, 72 74 74 73 2 2,02
VB2 460 470 468 470 5 1,18
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Tabla 21. Parametros cromatograficos establecidos para el analisis de
vitamina C por HPLC/DAD UV-Vis.

Parametro Especificaciones
Columna ZORBAX 300SB-C18
(4,6 mm x 150 mm, 3,5 ym)
Fase movil 0,1% TFA
Modo de elucién Isocratico
Flujo 0,5 mL/min
Temperatura 25°C

Volumen de inyeccién 20 uL

A continuacion, en la Figura 15 se muestra un perfil cromatografico del MRC
de VC (AA), a una longitud de onda de 245 nm y obtenido bajo las

condiciones especificadas en la Tabla 21.
mal
+0
3 M
30 I\
25
]
15
10 |

< 1 |'I \._

B

a 3 p n z 1o
Figura 15. Perfil cromatografico tipico de la VC obtenido por HPLC/DAD UV-
Vis, a una longitud de onda de 245 nm, en una columna apolar ZORBAX
300SB-C18, bajo los parametros cromatograficos establecidos (Tabla 21). 1.
L-Cisteina, 2. VC.

El tiempo de retencion [tr £ S (n=3)] para la VC fue 4,4268 + 0,0008 min.
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4.2.2 Parametros de eficiencia de la separacion cromatografica de la VC.
En la Tabla 22 se reportan los parametros de eficiencia de la separacién
cromatografica, determinados bajo las condiciones de analisis cromatografico
establecidas. Se observa, que los parametros de eficiencia son aceptados
segun lo reportado en la literatura [57, 58, 77, 78], y adecuados para la

determinacioén de la VC.

Tabla 22. Parametros de eficiencia de la separacion de la VC analizada

utilizando los parametros cromatograficos reportados en la Tabla 21.

Vitamina tr, Wos, a N
min min
VvVC 443 0,460 0,92 1,34 513

4.2.3 Figuras analiticas de mérito para el analisis de la VC, por
HPLC/DAD UV-Vis.

° Evaluacion de la repetitividad del método para los tiempos de
retencion (tg) y areas cromatograficas. Al inyectar 5 veces una solucion
de VC (20 pL), se determino la repetibilidad del método. Los resultados de la
repetitividad de los tr y areas cromatograficas del pico, se observan en las

Tablas 23 y 24, respectivamente.

Tabla 23. Repetitividad de los tr de la VC, analizada por HPLC/DAD UV-Vis.

tR, min <X>
Medida1 Medida2 Medida3 Medida4 (n=4)

4,4270 4,4270 4,4260 4,4270  4,4266  0,0005 0,02

S CV, %
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Tabla 24. Repetitividad de las areas cromatograficas de la VC, analizada por
HPLC/DAD UV-Vis.

Area, mAU*s <X>
_ S CV, %
Medida1 Medida2 Medida3 Medida4 (n=4)
1225 1233 1223 1218 1230 6 0,51

Se observd, que las mediciones, de tg y areas, no presentaron una
desviacion estandar considerable, entonces, se puede concluir que el método
implementado es preciso. Para los tiempos de retencion el coeficiente de
variacion estuvo en 0,02% y para las areas, en 0,51%. En ambos casos, el

CV no supero el porcentaje, indicando que el método es altamente repetible.

o Determinacién del porcentaje de recuperacion. Para hallar este
porcentaje se realizaron la extraccidn y la reduccion establecidas en la norma
[79]. Este procedimiento se resume en el diagrama de flujo que aparece a

continuacion (Figura 16.)
Para este procedimiento, se utilizé una leche enriquecida con la VC en una
concentracion determinada. Los resultados del porcentaje de recuperacion

obtenidos para esta vitamina se reportan en la Tabla 25.

Tabla 25. Porcentaje de recuperacion de la VC.

Area, mAU*s Recuperacion, % * S
Cantidad inicial Cantidad recuperada (n=3)
2923 3081 110+ 2

Como se observa en la Tabla 25, el porcentaje de recuperacion de la VC se
encuentra dentro del rango de valores aceptados (> 60%).
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Pesar la muestra, adicionar 100 ml
de soluciéon de acido ortofosférico
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Figura 16. Procedimiento para la extraccion y reduccion de la VC en leche.

o Evaluacion del RDL y la sensibilidad del método. Mediante la
curva de calibracién para la VC (Anexo 2), se evaluaron el RDL y la

sensibilidad del método. Los resultados obtenidos se reportan en la Tabla 26.

Tabla 26. Ecuacién de la curva de calibracion: coeficiente de correlacion
lineal, pendiente y su desviacién estandar, obtenidos en la determinacion de
la VC, a partir de la curva de calibracion (1— 64 ppm), por HPLC/DAD UV-Vis.

Ecuacion R? b S, bttS,
y = 36x-8,317 0,9994 36 1 36 + 3

b: Pendiente, S,: Desviacion estandar de la pendiente, t: 2,57, para un nivel de confianza del
95%, R?: Coeficiente de correlacion lineal.

El RDL del método fue evaluado en el rango de 1 — 64 ppm, dentro del cual
se observo buena linealidad (coeficiente de determinacion R?=0,9994), lo que

indica un ajuste bueno de los parametros. La pendiente de la curva de
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calibracion (b=36) muestra una sensibilidad alta del método y su desviacion
estandar (Sp=1), la precision de la curva de calibracion alta. Por lo tanto, se
puede concluir que el método es aplicable reproduciblemente y con exactitud

dentro del nivel de concentraciones de la VC examinadas.

o Determinacién de los NMD y NMC para la VC. Para calcular los
NMD y NMC de esta vitamina, se empled el método de analisis descrito en la
Seccion 3.2.1.3. Los NMD y NMC para esta vitamina fueron 0,26 y 0,31
mg/L, respectivamente.

o Determinacién de la reproducibilidad de tr y areas. Para evaluar la
reproducibilidad del método, se realizdé un cuadruplicado de una muestra de
leche enriquecida con VC. A cada réplica, se le realizaron la extraccion, la
reduccion y el analisis cromatografico. Los resultados obtenidos para tr y
areas cromatograficas se muestran en las Tablas 27 y 28.

Tabla 27. Reproducibilidad de los tr de la VC, analizada por HPLC/DAD UV-
Vis.

tR, min <X>
Medida1 Medida2 Medida3 Medida4 (n=4)

4,416 4,414 4,418 4,416 4,416 0,001 0,032

S CV, %

Tabla 28. Reproducibilidad de las areas cromatograficas de la VC, analizada
por HPLC/DAD UV-Vis.

Area, mAU*s <X>
- S CV, %
Medida1 Medida2 Medida3 Medida4 (n=4)
3211 3250 3238 3226 3230 17 0,5

&5



En las Tabla 27 y 28 se observan los coeficientes de variacién, que se
encuentran en el rango de 0,032 - 4 % y cumplen con la Buenas Practicas de

Laboratorio.

4.3 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE LAS WSV.

4.3.1 Extraccién y cuantificacion de las 8 WSV en leche. Una vez
implementada y validada la metodologia de extraccion y analisis simultaneo
de las 8 WSV, ésta se aplicdé a diferentes muestras de leche reales, tales
como (1) leche semidescremada ultrapasteurizada, enriquecida con
vitaminas, (2) leche deslactosada semidescremada ultrapasteurizada, (3)
leche en polvo (para nifios), todas las muestras fueron adquiridas en el

mercado local y también se realiz6 una muestra de (4) leche materna.

En las Figuras 17-20, se observan los perfiles cromatograficos de las WSV,
extraidas de diferentes muestras de leche, analizadas por HPLC/DAD UV-
VIS en una columna ZORBAX Eclipse XDB-C18. Las condiciones
cromatograficas y el procedimiento de preparacion de la muestra estan
descritos en la Tabla 11 y en la Figura 14, respectivamente. En las Tablas
29-32 se reportan las concentraciones de las WSV presentes en las
muestras analizadas, teniendo en cuenta los porcentajes de recuperacion,

establecidos para cada vitamina.
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Figura 17. Perfiles cromatograficos tipicos obtenidos por HPLC-DAD-UV-Vis,
en la columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18 a diferentes longitudes de
onda de las WSV de leche semidescremada enriquecida con vitaminas. 1.
VBs.1, 2. VBs, 3. VBg, 8. VB..
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Tabla 29. Concentracion de vitaminas hidrosolubles (ug/g de muestra) en

una muestra comercial de leche semidescremada, enriquecida con vitaminas.

=+
Vitamina Mg/g muestra *S

(n=3)
1. VB34 26,5+0,3
2. VBs 10,6 £ 0,4
3. VB¢ 3,1+0,1
4.VBs., <0,26
5 VB, <0,22
6. VBg <0,02
7.VB12 <0,26
8. VB, 42+0,1
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Figura 18. Perfiles cromatograficos tipicos obtenidos por HPLC-DAD-UV-Vis,
en la columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18 a diferentes longitudes de
onda de las WSV de leche en polvo (para nifios). 1. VB3.4, 3. VBg, 4. VB35, 8.
VB..

Tabla 30. Concentracion de vitaminas hidrosolubles (ug/g de muestra) en

una muestra comercial de leche en polvo (para nifos).

+
Vitamina Mg/g muestra =S

(n=3)
1. VB34 14,7+ 0,3
2.VBs < 1,09
3. VB¢ 97 £4
4. VB3, 1122
5.VB, <2,18
6. VBo <0,20
7. VB2 <2,58
8. VB, 92+3
11}5'\';]
S A=210 nm
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Figura 19. Perfiles cromatograficos tipicos obtenidos por HPLC-DAD-UV-Vis,
en la columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18 a diferentes longitudes de

onda de las WSV de leche deslactosada semidescremada ultrapasteurizada.
1. VB34, 8. VBa.

Tabla 31. Concentracion de vitaminas hidrosolubles (ug/g de muestra) en

una muestra comercial de leche semidescremada deslactosada
ultrapasteurizada.

Vitamina Mg/g muestra =S

(n=3)

1. VB34 3,3+0,1
2.VBs <0,11
3. VBs <0,13
4.VB;., <0,25
5. VB, <0,22
6. VBy <0,02
7.VBy2 <0,25
8.VB; 24+0,1

o {‘

agn l A= 210 nm

T
154
100

S0 |

L 25 S 7.5 1 125 15 7.5 20 22.S5min

Figura 20. Perfil cromatografico tipico obtenido por HPLC/DAD UV-Vis en
columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18 de las WSV de leche materna. 1.
VBs.1.
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Tabla 32. Concentracion de vitaminas hidrosolubles (pg/g de muestra) en
leche materna.

+
Vitamina Mg/g muestra =S

(n=3)
1. VB3.1 1,310,1
2. VBs <0,11
3. VBs <0,13
4.VBs., <0,26
5. VB4 <0,22
6. VB, <0,02
7.VBy, <0,26
8. VB, <0,01

4.3.2 Extraccion y cuantificacion de la VC. Después de implementar la
metodologia de extraccion y analisis de la VC, ésta se aplico para analizar
una muestra de leche semidescremada ultrapasteurizada enriquecida con
vitaminas y un jugo de naranja comercial. Infortunadamente en las muestras
comerciales analizadas no se detecto la vitamina por encima de su limite de
deteccion (Figuras 21 y 22), por ello, se decidio realizar su cuantificacion en
una matriz con un alto contenido de este analito, i.e., un suplemento
vitaminico (Figura 23). Las condiciones cromatograficas y el procedimiento
de preparacion de la muestra estan descritos en la Tabla 21 y en la Figura

16, respectivamente.

En la Tabla 33 se reportan las concentraciones de la VC presente en las
muestras analizadas, teniendo en cuenta el porcentaje de su recuperacion,

previamente establecido.
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Figura 21. Perfil cromatografico tipico obtenido por HPLC/DAD UV-VIS en la
columna ZORBAX 300SB-C18 de la VC de

enriquecida con vitaminas. 1. L-Cisteina.
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Figura 22. Perfil cromatografico tipico obtenido por HPLC/DAD UV-VIS en la

columna ZORBAX 300SB-C18 de la VC de un jugo de naranja comercial. 1.
L-Cisteina.
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Figura 23. Perfil cromatografico tipico obtenido por HPLC/DAD UV-VIS en la

columna ZORBAX 300SB-C18 de la VC de un suplemento vitaminico. 1. L-
Cisteina, 2. VC.

Tabla 33. Concentraciones de la VC (mg/g de muestra) en diferentes
muestras analizadas.
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. mg/g muestra £ S
Muestras comerciales g9

(n=3)
Lech id d
ep e geml escrlemg a < 0,001
enriquecida con vitaminas
Jugo de naranja comercial < 0,001
Suplemento vitaminico 874,9+0,1
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5. CONCLUSIONES

o Se implementé y validé un método por HPLC/DAD UV-Vis para la
determinacion simultanea de las vitaminas VB4, VB;, VB3¢ VB3, VBs, VBg,
VBy y VB42 y para la determinacién de VC por reduccion del DHAA para su
conversion a AA con L-Cisteina como agente reductor. Los métodos
implementados presentaron un coeficiente de correlacion R? > 0,999; con
porcentajes de recuperacion entre 89 % y 110%, excepto para la VBg (<60%);

y NMC entre 0,01 pg/gy 10 pg/g.

o El ajuste de pH empleado para precipitar las proteinas en el proceso
de extraccion de las muestras lacteas, mostré una variacion en la
recuperacion de las 8 WSV. Se determiné que a pH 4 se obtuvieron los

mejores resultados para la extraccion simultanea de las WSV.

o El analisis de las muestras de leche comerciales, tales como leche
semidescremada ultrapasteurizada enriquecida con vitaminas, leche
deslactosada semidescremada ultrapasteurizada, leche en polvo (para
nifos), adquiridas del mercado local y de una muestra de leche materna,
mostro la presencia de las vitaminas VBs.1, VBs, VBs VB3, y VB2, en un
rango de 1,3 a 112 pg/g.

o En las muestras analizadas de leche semidescremada
ultrapasteurizada enriquecida con vitaminas, jugo de naranja y suplemento
vitaminico adquiridas en el mercado local, se determind una concentracion
de 874,9 + 0,1 mg/g de VC para el suplemento. El andlisis de las muestras
de leche semidescremada ultrapasteurizada enriquecida con vitaminas y jugo
de naranja no reporta VC por encima del NMD del método empleado.
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6. RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta que el porcentaje de recuperacion de la VBg (43%) esta
por debajo de los parametros establecidos por las Buenas Practicas de
Laboratorio (>60%), se recomienda buscar otra alternativa para su extraccion

mas eficiente.
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ANEXO 1. Espectros UV-Vis de la VB4, VB3, VB3.1, VB3, VBs5, VBg, VBg
VB12 Yy VC

107



Figura 1-1. Espectros UV-Vis de la VB4, VB;, VB34, VB3, VBs, VBs, VBg

VB12y VC.
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Anexo 2. Curvas de calibraciéon de la VB4, VB,, VB3.1, VB35, VBs5, VBg, VBg
VB12 Yy VC
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Figura 2-1. Curvas de calibracion de la VB4, VB, VBs3.1, VB3, VBs5, VBg, VBg
VB12 Yy VC.

VB VB,
1 2000
900
800 s 2500 >
700 - 2000
F 600 5
2 s T 1500 -
£, o y=12,42x - 2,410 T Py Y= 37,33x +0,827
o R® = 0,9999 % 1000 R= 90,0099
£ 300
200 % 500 *
100 % W’
o 0
0 20 40 50 80 0 20 40 60 80
Concentracién (pg/ml) Concentracidn (ug/ml}
VB, VB;.,
3500 2500
2000 >
2000
» 2500 - *
* *
£ L
2 2000 g 1500
= £
E y=45,57x - 10,716 = = 29,92x - 6,494
g 1500 % R? = 0,9999 & 1000 & ¥ z .
.- I R® = 0,9999
1000
® 500
500 ¢
% &
o &2 o 48
o 20 40 &0 a0 0 20 40 &0 80
Concentracién {mgfmL) Concentracidn [pgfmlL)
VB, VBs
250
2500 *
>
2000 200
*3 1500 *3 e 3,63x - 0,0264
= . y=135,26x - 2,733 E * ve R ; 9099
g 1000 ’ K= 9.9000 § 100 ’
o o
500 & 50 *
& L
0 ¥ o &
0 20 40 60 80 0 20 40 60 50

Concentracién (pg/mL) Concentracidn pgfmL)

110



Area(mAU*s})

VB,,

. VB, 1600
1400
1400
1200 * L
1200
1000 -
£ 1000
3
800 19,53 + 1,830 E 80
y=2hes L, el =21,13x - 4,304
00 % 2 = a0 e y=21, ,
R*=0,9999 - R®= 0,9999
400 400
& ®
200 pe 200 ¢
0 < 0 =4
0 20 40 50 80 0 20 40 60
Concentracidn [pgfmlL) Concnentracidn (pg/mL)
2500
L
2000
Y 1500
=
E > y=36x-8,317
& 1000 R?=0,9994
=
500 L
%
. &2
0 20 40 &0 80

Concentracidn (mg/L)

111



	INTRODUCCIÓN
	1. ESTADO DEL ARTE
	1.1 VITAMINAS
	1.1.1 Generalidades.
	1.1.2 Definición.
	1.1.3 Clasificación de las vitaminas.
	1.1.4 Estructura química de las WSV.
	1.1.5 Funciones, fuentes alimentarias, síntomas de deficiencia y dosis recomendada de las WSV.
	1.1.6 Rutas metabólicas de las WSV.
	1.1.7 Propiedades fisicoquímicas de las WSV.
	1.1.8 Las WSV en los alimentos.
	1.2. LA LECHE
	1.2.1 Definición, características.
	1.2.2 Factores que afectan la composición de la leche.
	1.2.3 Las vitaminas en la leche leche.
	1.2.4 Consumo de leche en Colombia.
	1.2.5 Control de calidad de leche en Colombia
	1.3 MÉTODOS DE ANÁLISIS DE LAS WSV
	1.3.1 Cromatografía líquida de alta eficiencia.
	2. CIENCIOMETRÍA
	3. DESARROLLO EXPERIMENTAL
	3.1 MATERIALES Y REACTIVOS
	3.1.1 Reactivos y solventes.
	3.1.2 Material de referencia certificado.
	3.1.3 Material de laboratorio.
	3.2 IMPLEMENTACIÓN DE LA METODOLOGÍA DE ANÁLISIS DE LAS WSV POR HPLC/DAD UV-Vis.
	3.2.1 Implementación de la metodología de análisis WSV por HPLC/DAD UV simultáneo UV-Vis. de las 8
	3.2.2 Implementación de la metodología de análisis de la VC (AA) por HPLC/DAD UV-Vis.
	3.3 DETERMINACIÓN DE LAS WSV EN LAS MUESTRAS POR HPLC/DAD UV-Vis.
	3.3.1 Determinación de las 8 WSV en las muestras.
	3.3.2 Determinación de la vitamina C en las muestras.
	4. ANÁLISIS DE RESULTADOS
	4.1. METODOLOGÍA DE ANÁLISIS PARA LA DETERMINACIÓN SIMULTÁNEA DE LAS 8 WSV POR HPLC/DAD UV-VIS.
	4.1.1. Método cromatográfico para el análisis simultáneo de las 8 WSV.
	4.1.2 Parámetros de eficiencia de la separación cromatográfica de las 8 WSV.
	4.1.3 Figuras analíticas de mérito para el análisis simultáneo de las 8 WSV por HPLC/DAD UV-Vis.
	4.2 METODOLOGÍA DE ANÁLISIS PARA LA DETERMINACIÓN DE LA VC (AA) POR HPLC/DAD UV-VIS.
	4.2.1 Método cromatográfico para el análisis de VC.
	4.2.2 Parámetros de eficiencia de la separación cromatográfica de la VC.
	4.2.3 Figuras analíticas de mérito para el análisis de la VC, por HPLC/DAD UV-Vis.
	4.3 EXTRACCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE LAS WSV.
	4.3.1 Extracción y cuantificación de las 8 WSV en leche.
	4.3.2 Extracción y cuantificación de la VC.
	5. CONCLUSIONES
	6. RECOMENDACIONES
	7. BIBLIOGRAFÍA
	ANEXOS
	ANEXO 1. Espectros UV-Vis de la VB1, VB2, VB3-1, VB3-2, VB5, VB6, VB9 VB12 y VC
	Anexo 2. Curvas de calibración de la VB1, VB2, VB3-1, VB3-2, VB5, VB6, VB9 VB12 y VC

