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ORJETIVOS

-Recopilar informacién blibliografica de métodos guimicos para la
cuantificacién de biotina,

-Validar algunos de los métados quimicos encontrados en 1a
recopilacibn bibliografica para la cuantificacidén de biotina,
~Determinar o1 método Optimo para la cuantificacion de la vitamine
antes mencionada a nivel de microgramos.

-Cuantificar biotina en las muestras de premexzclas estimulantes,



INTROTUCCION

Uno dé los aspectos mss importantes del proceéo de formacién
de un profestonal de la Quimica se alcanza cuando, para la
resolucidn de un problema préctico, se han de tomar en cuents la
divergidad de conceptos tedricos adguiridos =3 1o largo del
curriculem académico, En ese momento,las metodologias y los
diversags conceptos tedricos slcanzan su mawximo significado ¥y 1las
diferentes materias cursadas parecen fusionarse y asociarse en
torno del objetivo analftico planteado.

Para el desarrcllo del presente trabajo de tesis se han
considerado diferentes metodologfas snalfticas que, por estructura
académicay han sido tratadas separadamente en las sulas y al
reconsiderarlas en este entovno prdcticor, aportan una gran riqueza
conceptual y adquieren trascendencia en lo relative s s
extensidn, splicabilidad v limitaciones.

El1 problema planteado en esta Tesis se orienta hacis 1la
definicidn de las caracteristicas esenciales de aquellas
mercancias, materia de comercio exterior, que estdn sujetas a
regimenes fiscales de importecidn o exportacidn y a ectablecer las
bases tdcnicas que garanticen 1a correctas aplicacidn de 1ls
legislacidn adusaners.

Méuico, a través de instituciones debidamente acreditadas,
importa del extranjero preparaciones destinadas a la elasboracidn
de alimentos balanceados para animales que contienen cantidades
variables de biotina (vitamina H). Faras la aplicacidn correcta de

la fraccidn 23,076.0095, se debe realizar una determinacidn



cuantitativé de biotina ,(chya centidad establece el ‘“Valor*

comercial de la. ..preparacidn) en  presencis de diferentes
excipientes en una forma. rdpida, econdmica, reproducible
confiable.

Faor <consiguiente, en el presente trohs,jo de tesis se revisan
las diferentes metodologias analiticas reportadses en ls literatura
para la determinacidn de biotina, se discute su aplicsbilidad, se
presentan los resuliados obtenidos y se seleccionan las técnicas
mds adecusdas asra la determinacidn ba,jo las condiciones antes

mencionadas.
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CAEITULDVI
Biotina
Historia.(1)(2)

L importancia de 1s biotina en el crecimiento de los
microorganismos se remonts 2 13 dpoca de Pasteur en el afio de
1860, €1 notd que para 1la estimulacidn del crecimiento de
levaduras y otros microorganismos se requerfia de 1a presencia de
un meterial slbuminoide. De 1872 8 1901 Pasteur sbrigd el concepto
de “*factor esencial® para el crecimiento de los microorganismos.
Se contempld 13 posihilidad de cultivar levadurss sin el ‘*factor
esencial" pero se dieron cuenta de que sdlo si se adicionabs
cerveza fermentads, sgua de levadura, peptans o extracto de carne,
hab{a crecimiento. Esta actividad fue designada "bios'} se hizo el
primer dntento de aislamiento y de identificscidn guimica en el
ano de 1902,

En los treinta afios siguientes se descubrid que °bios" ers una
mez=cla de factores esenciales, Para 1924 *bios® fue fraccionado en
tres substenciss; la primers, designada bios 1 se identificd como
meso~inositol; 13 segunda, bios II fue reemplazada por dcido
pantotdnico y por beta-alanina suplementada con L-leucina. lLa
tercera, bios III, ?ue.identiFicada como blotina.

Burante los anos treinta, 56 hicieron investigaciones
independientes sobre el factor para crecimiento de levaduras (bios
11 HR)y factor de promocidn de crecimiento vy respiracidén para
Rhizebium trifollii <{coenzims R), y factor esencial en la
nutricion de ratas (vitamina H)} cada uno de estos estudios

dieron con el mismo factor, biotina.



1"Laa'act1,idddfq§'bios iI‘BAPué‘desiqnada provisionalmente como

bibﬁina En’ él’prncésb para su . sislamiento se probd gue la mejor

l;fﬁ;nié,dé é;ia‘éctipidad era las yema de huevo sec3. La biotina se
2 ai;lﬁn aé ésté fuente en forma de dster metilico cristalino, vy
;degpués se probd que su actividad era idéntica a 1a del factor
bios II B.
‘ En el migmo perfodo, uns serie de factores designados ‘factor
protectivo X*, vitamina H, vy *factor protectivo contra el mal de
huevo hlance", fueron fraccionados a partir del higado vy
subsecuentemente se demostrd que eran el mismo factor y que
posefan las mismas propiedades a aquél aislado de 1la vyema de
huevt, biotina.

Gyorgy vy du Vigneaud en 1940 aislaron el dster met{lico
cristalino de 1la biotina a partir de higado y probaron su
identidad con el éster met{lico de 1a biotina,

Cuando se usd yema de huevo seca como material inicial, se
obtuvieron 1.1mg de biotina cristalina a partir de 250 Kg de vema
de huevo seca; temiendo en cuenta que el materisl inicial
conteni{a aproximadamente 80mg, ésto determinado por ensayoy el
aislamiento did un rendimiento del 1.4%,

Nomenclatura y férmula. (3)(4)

Nombre aceptado! EKiotina.

Nombres obsoletos! Bios [I
Rios TI R
Vitamina H
Factor X
Coen=zima R

*factor anti mal del huevo blanco®.



Férmula empirical C1OH1603N2S,

Nombre quimico} Acido cis—hexahidro=2

4-valérico, 6y Scido 2/-ceto-3,A-imidazolido
n—valdrico. ' ‘ :

Las siguiente estructura, prapUPsta en 194 y Fué estableczda con
una sinteais total en 1943 (4),

“H o H
: I

' /
HU\/\/\ x——‘r‘””

Quimica vy Propiedades Fisicas.(2)(3)(5)(4&)

A

a), Propiedades quimicas y fisicas.

l.a biotins cristaliza de agus en forma de agujas 1argas vy
fines, cuyo punto de fusidn es de 232-233 °C, su gravedad
especifica es de 1.41. Es un Acido monobasico debil (Ka=é.31x10-é).
Punto isoelectrico pH=3,5. El1 pH de una solucion acuosa al 0,01%
es de 4.5, Su sclubilidad a 25 °C (mg/100ml) est! en agua,
aproximadamente 22} en 3lcohol al 935%, aproxaimadamente 80,
Fricticamente insoluble en solventes orqan1coa. {a sal de sodio es
realmente soluble en a8gua. La biotina natural (d-biotina) es
dpticamente sctivas [ﬁk]p=+92 en upa solucion de hidrdxido de
sodio O.1N, El1 compuesto puro es estable 8l aire y a 1la
temperstura, en solucion acuosa es estable 3 100°C. Las soluciones
moderadamente scidss son estables por verios meses; las soluciones
alcalinas son wmenos estables, pero parecen ser razonablemente

eatables arriba de pH de aproximadamente 9. Las soluciones acuosas

idrotiofeno~io .. |



uscép&ibiesﬂal crecimiento de  hongos. Las soluciones

son.. -m
- i

ag érili:érsé por calor. l.a biotina es incompatible

‘ern dﬁldo:nitroso, agentes oxidantes, formaldehido, cloramina T,
flatidpgifuértes o 8lcalis fuertes,
La substancia sintdtica pura es reslmente cara, su precio estd

slrededor de 18.75 délares por gramo.

bi. fAislamiente.(1)(2)(3)

La siguiente descripcidn es el aislamiento tipico de biotina =&
partir de la vyema de huevo y es procedimiento general de
sislamiento de esta vitamina a partir de una variedad de fuentes.

El primer aislamiento fué a partir de 1000 huevos frescos, se
extrajo con acetona y se precipitd del filtrado con cuatro
voliimenes de slcohol} el precipitado se redisolvid en agua y las
impurezés se precipitaron con acetsto de plomo, 1la substancia
activa precipité con 4cido fosfotdngstico. El precipitade contenia
el factor activo el cusl se volvid o purificsr con hidrdxido' de
bario vy se agitd con carbdén activade para adsorber la biotina., E1
adsarbato se lavd con etanél sl S0%Z, 1 biotina fué elufds con
acetona al &0%Z conteniendn 2.5%Z de idn amonio. Se volvis 3
precipitar con #cido fosfotdngstico vy por descomposicidn con
hidrdside de barin se obtuve 1a fraccidn activa soluble en
alcohal. Con clorurec de mercurio se removieron las impurezas v se
realizo una esterificacidn con metasnol y dcido clorhidrico. E1
dster metflico fud ohtenido en forma cristalina por destilacidn al
alto vaclo y cristalizacidn de una mozcla de cloroformo v dter de
petrdlea.

¢, Grupos funcionales.(1)(3)



La. fdcil ssponificacidn del éster met{lico de ls biotina indica
la pérdida de un grupo metilo. L3 re-esterificacidn del dcido
libre se puede llevar 8 cabo con el usp de diazometano; el dster
met{lico producido de esta forma fué idéntico 8l aislade de
fracciones de higado., La biotina, en contraste con el éster
metilico, no libera vapores de iodo cuando se trata con Jcido
iodhidrico vy consecuentemente no contiene grupos-0CH3, NCH3, o
SCH3. Una titulacidn electrométrica de biotinas did upa curva que
serie 18 de un dcido monocarboxilico. La biotina cristsliza de
soluciones de dcidos fuertes en forma de 4cido libre. Este hecho
Junto con la curva de titulscién indican que el grupo bdsico de
los grupos presentes en la moldcula es muy ddbil,

Por hidrdlisis drdstica con dcide clorhidrico o hidrdxido de
bario de 1a biotinay, se obtuvo wun &dcido diaminocarbox{licoy
CPH1BD2N2S, y se encontré que contenla dos grupos amino primarios,
La formacidn de un Acido diaminocarbox{lico fuertemente hdsico,
CoH1802N2S, a partir de la biotina débilmente bdsica, C1OH14683N2S,
con el reemplazamiento de un grupo €O por dos dtomos de hidrdgeno,
mostrd una estructura de urea c{clica, Esta proposicidn fud bien
soportada por la resfntesis de biotina a partir del dcido
diaminocarboxilico con fosgeno.

Ls formacldn de una sulfonas establecid la naturaleza de tio
dter del dtomo de azufre de la biotinay vy se concluyd que 1la
biotina es un dcido monocarbonilico que contiene una estructurs de
urea ciclica con un dtomo de azufre en ligadura de tio dter.

Se obtuvd informecidn muy importante de la estructura de 18

biotina durante estudios de rompimiento por oxidacidn del 3cido



;diominocarboxilice  con permanganato alcalino o con acido nitrico

“toncentrado,. - Dicha  onidacidn  resultd en la formscidn de ascido

*édfpiqb} C4H1004, Unp de los dos grupos carboxilicos del dcido

?édibico deberia de estar presente originalmente en el dcido
diaminocarbosilico y era muy probable que el dcido adipico formado
por 1ls oxidascion del dcido diaminocarboxilico apareciera no de 1o
estructura ciclica sino de una cadena lateral alifdtica -CHR2-CH2-
CH2-CH2-CO0M  enlazada a un Stomo de carbono del anille de 1la
molecnula de biotina ¢5),

c’d An3dlogos de la biotins biologicamente activos y
derivados, (1)(3)

Existen muchos compuestos analogos @ la biotina que tienen
actividad biologica. La destiobiotina (1) e5 uno de ellos y ha
sido sintetizada totslmente y también se ha obtenido como wun
producto de degradocidén de 13 biotinas La actividad de este

compuesto para estimular el crecimiento de algunos microorganismos

se atribuye a3 la capacidad de estos pars convertir 1a
destiobiotina en biotina. F
0
AN
I Hogy™ Syt
He /A\N/H |

(1) (1)
l.a oribiotina (II), también sintetizada totalmente, existe sdio
en la configuracion cis con respecto @ los anillos.
£l scido sulfonico de ha {(ty~)~oxibiotina y su correspondiente
tiel vy benciltiodter (1iI) son efectivos antagonistas de 1a

biotina pors ciertos microorganismnos,

11



;- ﬁ ‘ ‘

H\N//\\N,H
:0: “(v}{x
ar

X=80,H.5H, SCH,CH, :
Tewbien el sulfowido de biotina (IV) hs sido sintetizado. Se

aislo mas tarde de un filtrado de cultivo de Aspergilius niger, vy
ashore se cree que tiene algdn significado metabolico.

La sulfona de biotina (V) actda como promotor de crecimiento
para levadurasy pero inhibe el crecimiento de ciertos

tactobacillus y Estafilococcus.,

) 0
I 1l
H‘N//\\N/H H\N//\\N/H
. 0
I A,

S GH 4 N’JAh\T/”\‘UH‘
oy 4

o~ o A A |

Biocitine (VI), Este término se usa para designar s la biotine
gue se encuentra en forma enlarzada en 1los wmwuchos productos
naturales solubles, especislmente durante la autdlisis controlada
de 1levaduras activas metabolicamente. La biocitina' fue zislada y
cavacterizada como (+)-épsilon-N-biotinil-L-lisina.

d}. Sintesis.(1)(3)(7)

Ls biotinay constituida por un tetrshidrotiofeno, es el wmés
importante derivado natural del tiofeno.

Le biotina tiene dos atomos de carbono asimeétricos y, por 1lo
tanto, 1a molécula puede existir en ocho formas opticamente

activas (custro racemstos). Todos ellos han sido obtenides por



: 5inteé;s. - dlnfuné;derdaéff ac dpticamente “activas, la idéntica

: }opiné naﬁurai. 'és‘biqiéq amgnte“QEtiQa. Confirmando
Jaé‘deduééiunes de lusfestqaioé‘qﬁiﬁggdg;f 165 exdmenes de rayos X
han' mostrado que  la unidn de los anillos es cisy, que la
o}ientacian de 1la cadena lateral con respecto 3 ellos tambiédn es
cis y que 13 configurscidn absoluta es la que se indics.

Se han propuesto tres sintesis muy similares para la biotinay
la que confirmd la estructura propuests por du Vigneaud fué la de
Harris vy sus colaboradores llevada a cabo en los laboratorios de
Merck y gue a continuacidn se describe.

En ests sintesis, los materisles de infrcio fueron la cisteins
(1) vy el 3cido cloroacético los cusles fueron condensados. Después
de la bepzoilacidn y esterificacidn, este producto de condensacidn
(11> fué tratado con metdxido de sodioc, E1 compuesto resultante
(V) se sometid o descarboxilacién despuds de un tratamiento con
dcido  clorh{fdrico en una %olucidn aseuosa de dcido acdtico. 1
compuesto (V1) contiene el anillo de tetrahidrotiofeno, un grupo
amino y un grupo amino potencial en 13 cetona.

E)l metil-gsma—formilbutirato usado para introducir 13 cadena
lateral de dcido valérico fué preparado 8 partir de Jcido
glutdrico como material inicial. E1 anhidrido gqlutdrico (VII)
fud tratado con 3lcohol metilico para formar el éster meti{lico del
dcido glutdrico (VIII)y el cual fué convertido, con cloruro de
tionilo, en el cloruro de gama-metoxibutirilo (IX), vy finalmente
se¢ hize una hidrogenacidn de Rosenmund para convertirlo en
aldehfido (X),

La condensacién de el cetotetrahidrotinfeno (V1) con el

producte (X) se realizd usando piperidins y dcido acédtico como

13



Na$

catalizador, La cetona insaturads (XI) despues de tratamiento con
hidroxilamina en solucidn de piridina, dic una oxima insaturada
(XII), Este compuesto contiene el esqueleto de carbonos de 1la
biotina completo con dos stomos de nitrogeno y el atomo de azufre
en la posicion apropiada, La reduccidn del grupo oximino y de 1la
doble ligadura hasts dar un compuesto completamente saturado se
realizo en dos pasos, FPrimero, un tratamiento del compuesto (XII)
con p;lvo de =zinc y acido acetico en presencia de anhidrido
scético dio como resuliado dos compuesteos (XIII y XIV) los cuales
difieren sdlo por la posicion del doble enlace. En el segundo
paso, se realizo la hidrogenacidn de estos compuestos usando un
catalizador de palsdico y gas hidrdgeno, dando compuestos
{somericos completamente saturados (XV) Se realizd una
saponificacidn para obtener el compuesto (XVI). Ambos compuestos,
(XV) y (XVI) fuerdn convertidos en dcido diaminocarboxilice
(XVII ) siguiendo el procedimiento de du Vigneaud Y sUS
colaboradores despues de tratamiento con hidroxido de bario. Asi
como el correspondiente producto natural, este dcido
diaminocarboxilico sintético d}d despucs de. tratamiento con
carbonato de sodio y fosgeno el compuesto de urea ciclico (XVIID),
teniendo la estructura de la biotina natural.
i} 2 T I
N~ on Ay 0N oH I
nmamma 0 & r H, S0,
NH, A S/\I/OH & L
0

I I ik
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@)y Freparacidn industrial.(3)

La biotina se produce comercialmente por wuns sintesis
desarrollada en los Laboratorios de Investigacidn de HOFFMAN-LA
ROCHE, Inc. Difiere mucho de las sintesis publicadas anteriormente
y se caracteriza por el hecho de que es usado como intermediario
un  @cido mesodiaminosuccinico., Esto sutomsticamente conduce a la
estructura cis del producto final, el cusl también es obtenido en
la forms Spticamente activa, Las siguientes fdrmulas describen la

sintesis.

0 H 1]
1 I ! I}
OH . Br OH R”N OH
L — — —
OH Br OH N OH

0 ﬁ I0l
R\N/\N/ﬂ LN NP R\N/\N/
' ' ———a ——s
HO OH /l
I
h 0 07 0 X AN g~
1} a
R\N/U\ AR NG
[ _—
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Es‘tim;ciéh.'(is)‘(ﬁ) (93010)

k‘i?Enjlgé brodu£tos alimenticios‘naturale% Y adn en concentradosy
.1é:bio£iné sp encuentra presente en concentraciones extremadamente
;bequéﬁas. Consecuentemente su estimacidn depende principalmente de
“en efecto bioldégico en animales superiores y microorganismos.
Ningdn método quimico o fisico es eficaz hasts ahors pars 1la
estimacidn de biotina,

El método microbioldgico tiene la ventaja de ser tdcnicamente
simple y de procedimientos coartos. Sin embargo, tiene serias
limitaciones, La mayor{ia de los microorganismos usados para el
ensayo de biotina responden sdlo 8 biotina libre vy no @ biotina
enlazada. Por 1o tanto, 1los concentrados deben ser preparados a
través de un tratamiento enzimdtico o hidrdlisis 4dcida con el
objeto de liberar 1la bjioting enlarada y teperla en solucidn
acuosa. Ademds, Los microorganismos pueden tener respuesta a
homdlogos cercsnos, anidlogos, productos de rompimiento, [}
precursores, comp el dcido pimélico, y otros gquimicos similares no
relacionados como el dcido oldico en una forma mas inespecifica
que en animales superiores.

l.a estimacidn bioldgica de biotina puede llevarse a c¢aho en
ratas y en pollos provocandoles uns deficiencia en biotina por
medio de raciones especiales de alimento.

Metodo microbiolégico!l

Una amplia variedad de microorganismos requieren hiotina pars
su. crecimiento ¥y muchos de ellos han sido utilizados para su
ensayo. Estos incluyen Clostridium botulinium, a3lgunas bhacterias
de 4dcido ldctico y levaduras, Rhizobium trifolli, vy Neurospora

CTass3. Tie estos, el mas awpliamente usado vy que ha tenido un

19



gxito uniforme hs sido el método de Wright vy Skeggsy el cual
emplea Lactobacillus arabinosué como organismos de prueba. El
crecimiento de L, arabinosus en un medio hasal libre de biotina se
increments con la concentracidn de biotina en el rango de 0 a 2mgx
por 10ml de medio. La biotina pura y las muestras con un contenido
de biotina @8 varios niveles dentro de este ranqgo se adicionan a
tubos .1ndividuales conteniendo Sml de medio bssaly cada tubo se
diluye despuds a 10ml, se tapay ge autoclaveasa, se enfria, vy se
inoculas: La respuesta del macreorgenismo a pruebas es generalmente
determinando por titulacidn dcida despuds de 72 heras de
incubacidn a 37°C} o puede hacerse una estimacidn turbidimdtrica
del crecimiento S las 24 horas,

Ls especificidad del microorganismo que se usa en la prueba por
varios derivados de biotina puede acurrir, sin embargo ninguna de
las formas de biotina enlazaday como biocitina, o alguna de les
complejas combinaciones de esta vitamina que ocurren naturalmente,
pueden estimular el crecimiento en lugar de biotina libre. Por lo
tantoy es necesario liberar 1a biotina de estas combinaciones por
medio de una hidrdlisis. En 1s mayoris de los productos, 1a
hidrélisis con &4cido sulfdirico 6N a 120° libera uns cantidad
méuims de biotina} en algunos productos, sin embargo, este traég
miento destruye 3lgo de biotina.

Acldos grasos inssturados como el dcido oldico y el dcido
linoléico, reemplazan la biotina parsa L. arabinosus cuando estan
presentes en grandes cantidades, e interfieren con el ensayo de
biotina en concentraciones considerablemente bajss.

El método de ensayo para biotins con levsduras es algo nds

20



del que utiliza L. . arsbinosus,
Lejos: .y una estimacidn

itoBidiméiriqé? del  crecimientas Se ' requieren de los mismog

  pr6tedimieﬁto5 de entrséc16n paré‘iiberér la biotina que con L.
éfabinusus. ‘ '
Farmacologf{a,(3)

La administracidn de bioﬁina, ya sea en un sola dosis elevads o
en pequenas dosis miltiples, no tiene una accidn farmacodindmica
muy apreciable.

En perros y ratas no s; han observado efectos toxicos al

_sdministrarles grandes dosis de bidtina, Tampoco hay signos de
irritacidn despuds de la aplicacidn local de biotina en la cornea
(conejos) o despuds de inyeccidén intraddrmica (cuyos) o
intramuscular (cone,jos).

La secrecidn del dcido clorhidrico por las gldndulas gdstricas
parece ser disminui{da por d-biotina, La funcidn renal y metabdlics
no experimenta cambios después de la administracidn de una dosis
elevada de hiotina. TDosis orales repetidas de biotina no producen
cambios en la funcidn hepdtics o renal, fibrindgeno de la sangre,
temperatura rectal, sensibilidad en las terminaciones nerviosas vy
regeneracidn de la piel,

Algunos estudios Farmacoldgicos en ratas deficientes de biut1n;
revelaron algunos hechos interesantes, La amplitud de las
contracciones de iitero o intestino aislados de ratass deficientes
de biotina es menor que 18 de animales novwales de la misms  edad.
La biotina adicicnada a 13 selucidén Ringer-Lock en la que fueron

suspendidos los organos aislados, no alterd lss contracciones.



Fuantes.(ﬁ).

Le biotina se eﬁcuentra ampliamente distribuida en materias
natursles y es probablemente el constituyente universal de las
células vivas, Aln en las fuentes més ricas, 13 concentracidn
absoluts de vitamina es muy bajs, del orden de una parte por
milldn, por tanto, se requieren grandes cantidades del materiol
inicial para extraer la cantidad suficiente de biotina.

Las ~ fuentes mds ricas en biotina son el higada, el riddén,
péncreas, yema de huevo, levadurass, vy leche. Los vegetsles
freacos y slgunas frutas contienen cantidades apreciables y 1a
carne vy pescado de todos tipos contienen ls vitamina en peguedas
cantidadea, Se ha reportado que la gelatina Royal es muy rica en
biotina.

Presentaciones Comerciales

Debide 8 que la biotina por sf mism® es muy estable y seo
presenta en forma oblida no es necesario someterla 3 ningdn
tratamiento especial de scondicionamiento, vya que estos tienen el
fin de incrementar la estabilidad de aquellas vitaminas que se
degradan fdcilmente al estar en contacto directo con el medio
ambiente.

Las presentaciones comerciales de 1a biotins para uso
veterinario consisten en una mezlcas de data con excipientes, los
exciplentes que generalmentes se utilizan son! Carbonsto de sodio,
silicatos, fosfato tricdlcicor almiddn, dextrina o algun tipo de
harina vegetal.

Esta presentacidn se hace con el fin de dosificarlé Yy poderla

incorporar facilmente B8 las formulaciones de glimentos.

)
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CARITU

 FUNDAMENTO DE LAS TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS

15 ‘Espectroscop{al

AY. Infrarrojo, (11)

La  radisgcidn - infrarrojs se refiére a3 ls parte del espectro
electromagnético situade entre 1as regiones visible vy de
microondas., Comprende la porcién entre 4000 cm—1 y 666 cm—1 (2.0~
15.0-micrones). Las posiciones de las bandas en un espectro de
infrarrojo se pueden expresar como ndmeros de onda © como
longitudes de onda. La unidad de ndmero de onda (cm-1) es mds
utilizads va que es directamente proporcional 3 1a energia de 1n
vibracidén, La langitud de onda se reporta en micrones. La relacidn
entre ndmero de onds y longitud de onda se establece como sigue!

cm=1 = 1/um 10exp4

El contenido energético asotiado a cada nidmero de onde en el
espectro de infrarro,jo produce una sbsercidn diferencial de 1a
energia incidente lo que se traduce en un aumento de la frecuencia
vibracional molecular., Considerande que cada enlace molecular
posee un valor discreto de energi{s vibracional, el espectro de
infrarrojo que se obtenga contendrd informacidn relativa a3l tipo
de grupos funcionales presentes en 1a moldcula.

Lz interpretacidn de la informacidn espectral se puede realizar
tomande en consideracidn  los diferentes modos wvibracionales
conocidos (stretching, vy bending) que se reportan en publicaciones
especializadas (1) o por comparacidn del espectro contra espectros

de referencia.



B) . Resonancia Magnético Nuclear (12),

El ndcleo de hidrdgeno tiene propiedades maénéticas. Cuando un
compuesto que contiene hidrdgeno se coloca‘en un cémpo magnético
fuerte y simulténeamente se irradia con energia electromagnédtica,
los nidcleos de hidrdgeno del compuesto pueden absorber energia
mediante el proceso conocido como resonancia magnética.

El protdn que gira genera un pequefno momento magnético que
coincide con el eje de rotacién, de modo que el ndcleo actda como
un pequeio imdn en forma de barra.

Cuando un compuesto gue contiene hidrdgeno es colocado en  un
campo megnédtico externo, los protones pueden alinearse en una de
dos formas con respecto al campo magndtico externo. E1 momento
magndtico del protén puede estar alineado con el campo externo o
contra ¢él. Las dos alineaciones del protdn no son de igual
energis. Cusndo el protdn esta alineado con el campo magndtico su
enerdias es menor que cuando eska ests alineado contra el campo
magndtico.

En un espectrdmetro de resonancia wmagndtica nuclear, se
suministra enargis mediante radiacidn electromagndtica en 1a
regidn de 18 frecuencis de radioy de ésta maners el protdn es
desviado de su estado de energfa inferior (alineado con el campa)
a su estado de enerqia.superior (alineado contra el campol). La
energi{s que se requiere es proporcional a 1a del campo magnético.

En un campo de 14,092 gaussy una radiacidn electromagndtica de
60MHZ (60 megshertz o 6460 mmillones de ciclos por segundo)
suministra la cantidad correcta de energfs,

La relacidén entre la frecuencia de la radiacidny v ¥y la fuerza

de campo magnético, Ho, es?
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Coov=gHo/2w

dondat
g= Vtanstante giromagndtica (26,750 pars
el caso del nicleo de hidrdgeno)
Ho= Intensidad de campo wagndtico en
gauss
v= frecuencis en H=z
—Los 7 espectrdmetros de RMN estan disefados para que 13
frecuencia de radio se mantenga constante (40MHz) y se hace variar
el campo magndtico, Cuando el campo magnético se encuentra a 1a
fuerza correcta, 1los protones cambisn de un estado a otro y al
hacerlo absorben energia de radiofrecuencia. Esta desviacidn de
los protones genera una pequeia corriente eldctirica en una bobins
de alambre que rodea a3 13 muestra, Despuds de amplificarla, 13
corriente se presents como una sefal en el espectro. Puesto que el
niiclee involucrado es el protdn, el espectro suele llamarse RMF
(resonancia magneticas protdnica)l.

La fuerza del campo magnético se mide 3 lo largo de 1la parte
inferior de los espectros en 1a escals d (delta) en unidades de
ppm (partes por milldn) y en la parte superior en ciclos por
sequndo, La fuerzs del campo magnético aumenta de izquierda o
derecha, El resultado de un espectro de RMF muestra muchos picos
de absorcidn que reflegjan las diferencias en el ambiente de los
protones, poar lo que pueden dar gran informacibén con detalle
acerca de la estructura molecular.

l.os aspectos que se deben tener en cuents para la

3
o



’1nterpretacién de un espectro de RMP gon los s1qu1enteq.u

: 8l El nimero de sefisles} el que indica cuantos tipos dlferentes C
de protones hay en una molécula;

b, Las posiciones de las sehales;y las cuales répresentah a1gq}
acerca del ambiente electrdnico de cada tipo de protdn} :

c)s Les intensidades de las sehales) 1las que 1indican cuantos.
protones de cada tipo hay}

d), La divisidn de una sefial en varios picosy 1a que nos revela el

ambiente de un protdn con respecto a otros protones cercanos.

C). Espectrometris de Masas.(13) (14)

Por nedio de la espectrometris de masas se obtienen pesos
moleculares exactos; puede dar una férmula moleculary o 3l menos,
reducir las posibilidades 3 muy pocas y puede indicar la presencia
de ciertas unidades estructurales en una moldcula.

En un espectrdmetro de masas 1las moleculas en el estsdo gaseoso
y 8 baja presiovn son bombardeadas con un har de electrones
energéticos y uno de los efectos que este bombardeo produce es
desprender uno de los electrones de 1a molécula y producir un  idn
de carga positiva llamado idn molecular. Cada tipo de idn tiene un
razdn de masa @ carga o un valor m/=. L@ carga es 1 para 1la
mayoria de los idnes, por 1lo que m/z representsa su masa.

M o+ e- —> Ht + 2e-

Ion molecular

Un ha= de electrones con una cnergis de 70 electronvolts
(aproximadamente 1400 Keal/mol) no sdlo desprende los electrones

de 18s moléculas produciendo iones moleculares, sino que también
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'imparﬁefi ‘1o *iones - moleculsres un excedente - muy qéandg‘ de
energia;‘nespués de que se forman los iones moleculares la méydrfé 
‘éé,,}omﬁen én pedazos} se fragmentan. La fragmentacidn se pﬁe@e
éfeéidaf de diversas maneras dependiendo del exceso der energia
interna contenido en el idn molecular.

El conjunto de iones se analiza de tal manera que se obtiene
una sefisl pare cada valor de m/z3 1a intensidad de <cada sefial
reflejs 1la abundancia relativs del idn que produce la sepal., £1
pico mavyor se denomina pico base y su intensidad se toma como
100%, 1la de los otros mdximos se expesa en relacidn con el de la
base.

Un diagrama que ilustra las intensidades relativas de 1las
sefisles correspondientes 3 los diversos valores m/z se denomina
espectro de masas, el cual es caracteri{stico para cada compuesto.

La mayoria de los elementos se encuentran naturalmente en forma
de varios isdtopos! predominando el m#&s liviano y aiendo mds
escases los mds pesados.

En el espectro de masas, el mdximo Mt se debe solamente 3 las
moleéculas que contienen el isdtopo mads comin de cada elementa,
Conociendo la3s abundancias naturales relativas de los isdtopos, se
puede calcular para cualquier férmula moleculary, 13 intensidad
relativa esperada para cada pico isotopico? Mit, M+2, etc. Los
resultados de estos cdlculos se encuentran disponibles en  +tablas
(357,

Los tipos de iones registrados en un espectro de masss son los
siguientes?

a), Ton Molecular.- Caorresponde al ién de mayor wmasa en ol

espectro vy se encuentra constituf{do por los mismos dtomos de 1la
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molécula neutra vya que proviene de ésta despuds de hager sido
ionizada en 1a cdmera del equipo.

b)), Iones fragmento.- Resultan de procesos de descomposicidn del
idn molecular gue ocurrven dentro de la cdmara de ijonizacidn del
espectrémetro.

c). Jones isotdpicos.~ Son dgeneralmente iones minoritarios que
acompsiian a2 los iones anteriores y corresponden en masa vy
abundancia & 1la distribucidn natural de isdtopos pesados, Su
existencia vy el cdlculo de sus abundancias permite reconocer 1la
composicidn elemental y la fdmula minima del prablems en cuestién.
d). 1Iones multiple-cargados.- Son iones (moleculares o fragmento)
que resultan de miltiples ionizaciones en la cdmars de ionizacidn
y: cuando provienen de iones de masa impar, aparecen en valores
m/z fraccionarios,

e). lones de reagrupamiento.- Son iones que resultan de rearreglos
unimoleciilares que responden a reacciaones de descomposicién
caracteristicas, cuya aparicién evidencia 1la presencia de
funcionslidades especificas en las muestras analizadas.

£). TIones metaestables.- Son aquellos iones que resultan de las
descomposiciones unimoleculares gue ocurren fuera de 1a cdmara de
ionizacidn y se alcanzan s detectar como sehales anchas, difusas,
de bajs abundancia y dispuestas a veslores de m/z no integrales. Su
edistencia evidencia procesos de reagrupamiento vy/o fracturas

especificas,
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Un  método-colorimétrico, consiste fundamentalmente en tratar

ﬁnéréblﬁﬁx n'd ’;ﬁa'ﬁugstéhcié con un reactivo, de tal forma que

,prﬁ&uzﬁir un’ cﬁlof,‘ el cual es proporcional en intensidad a3 1la
cantidéd de . la sustancia presente en 1s solucidn. Es deseable,
pero no esencial, que la proporcionalidad sea lineal, Este mdtodo
puede ser aplicado en 1s determinacién de muchos iones wmetdlicosy
radicales y compuestos orgdnicos. DNespuds de que se ha producido
el color, 1la solucidn que contiene la cantidad desconocidas de la
sustancia a prueba se compara con una solucidn estdndar y el
resultado se lee por medio del ojo o fotoeldctricamente.

La intensidad del color de la muestra puede ser lefds por el
oJo, por medio de uns celds fotoeldctrica, por una termopila o por
registro en un plato fotogrdfico, El instrumento usado para medir
la intensidad del color cuantitativamente es el espectrofotdmetro.
Dicho instrumento se utiliza para registros colorimdtricos de
absorcidn de una determinada banda de lengitudes de onda de luz.

La muestra, diluida a un volumen definido, es comparada con una
serie de esténdares del mismo volumen, en los cuales la cantidad
de sustancia a prueba es conocida. DNe esta forma, la cantidad de
la sustancia a8 prueba es conocida sin necesidad de aplicar la ley
de Beer,

Existen varias condiciones para que un método colorimétrico ses
ideal:

1. Es deseable que €l color desarrollado de una pequena cantidad
de sustancia a priueha sea intenso, estable y no se ves afectadn
significativamente por cambios en el pH.

2. Es wventa,joso que el desarrollo del color se lleve a cabo a
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temperatura ambiente y que 1é vafiacidqide;teﬁpepa&qré tgnq€  poéo

efecto sobre &1, : e
3, Si el sistema sigue 13 ley de Heers ias curQés de calibracién
pueden simplificarse. ‘

4, 8i el color se desarrolla rdpidamente se evita esperar hasta
que el sistema alcance el equilibrio.

3. Es deseable que el reactivo que se utilice no seé colorido,

4+ Para lograr slts selectividad, el desarrollo de color deberd
lograrse por reaccidn entre 1a sustancia y el reactivo evitando
reacciones interferentes.

7. El color desarrollado deberd ser independiente de un exceso de
reactivo.

8+ La naturaleze de la reaccidn deberd ser perfectamente conocida
3 fin de permitir un mejor control en l1las condiciones.

@+ Lo solubilidad de la sustancis @ prueba y del resctivo deberdn
ser iquales de manera que se evite que el exceso de reactiva
precipite o cause precipitacidn de otras sustancias.

10. Deberd evitarse en lo posible reslizsr opersciones especisles
(por ejemplo extracciones, cromatogrefiss etc.)

11. E1 orden de mezclado de los reactivos no deberd ser critico.
lLa tearis esencial de los mdtodos colorimétricos de andlisis
consiste de 1leves fisicas de luz. Estas han sido 13 ley de
Bouguer, 1ley de Beer y ley de Lambert,

De ascuerdo 3 ley de Bouguerj Cada ca3pa de composicidn vy espesor
igual absorberd uns fraccidn igual de luz que 13 atraviese. De
manera que 1a luz transmitida disminuird exponencialmente cuando

el medio que 1a absorbe aumente aritméticamente su espesor, La ley

’ '535»
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de ﬁée}"émpesa,;dﬁéa'réginténsidad del” color -es directamente

proporqionéiugﬁlélzonéggtﬁaqidn. ta ley de Lambert establece que o

thééh{;a;ééﬁ’;c;dgtaﬁ&e, 1a: intensidad de coler es directamente

) ﬁfSﬁprhionéi al espesor (camino dptico), Por comveniencia, 1la ley

de Beer y la de Lambert son comunmente referidas como ley de Beer.

La esxpresidn general de la ley de Lambert y Beer es la siquiente!
A=abc (ecs 1)

A= Absorbancisa

a= Coeficiente de absortividad

b= espesor de la celda

c= Concentracion de 13 muestra.

3. Yodometria,(14)

El yodo es soluble en agua en la preoporcidn de 0,001 moles por
litro a 13 temperatura ambiente. Sin embargo, en presencia de
vyoduros solubles, como el de potasio, sumenta su solubilidad por

1a formacién de complejo triyoduro:

El ion trivyoduro es 13 especie principal que se encuentra
presente en las soluciones de ‘yodo", tanto en las que se utilizan
como reactivo valorante en métodos directos, como en las formados
por oxidacidn del idn yoduro en métodos indirectos.

El potencial normal del sistema

13- + 2e —=-- 3I- Ea = +0.536v
hace que seps muy utilizable en vodometria. Los oxidantes fuertes
oxidan el I- 3 13- v los reductores fuertes reducen el 13- a 1I-,
Asiy pueden distinguirse dos mélodos yodométricos?

1.~ Métodos directos, en que se ntiliza una disolucidn patrdn de
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yodo para valorar redﬁctoreﬁyfuertés;A ﬁbfhaiﬁghiévéﬁ‘ disolucidn
neutra o débilmente dcida.,
2,~ Métodas indirectos, en que 105‘ okidantes se& determinan
haciéndolos reaccionar con un exceso de yodoi el vodo liberado se
valora en disolucidn ddbilmente dcida con un reductor patrdn, como
" tiosulfato o arsenito sddicos} el primero de estos componentes se
utiliza con mayor frecuencia}
12 + 28203-- —> 2I- + 2503

En los mdtodos en los que se utiliza yndo existen dos fuentes
principales de error.
3. El yodo es algo valstil, pudiendo perder la disolucidn parte
de 41, Ests fuente de error se minimizs sAadiendo a 1a disolucidn
un  exceso de vyoduro potdsico, para que se forme el triyoduro
caomplejoy I3-. Ademds, las valorsciones con yodo, sean directas o
indirectas, no se efectuan nunca en caliente, va que ello
incrementaris la pérdida de yodo por volastilizacidn.
b)Y E1l ion yoduro se oxida con el oxigeno del airel

AI- + 02 + aH'—— 2420 + 212

Ests oxidacidn no es perceptible en disolucidn neutra, pero se
hace mds apreciable a medids que sumenta la concentracién del idn
hidrdgeno., 1.8 1uz intensa acelera 1o oxidacidn atmosfdrica del idn
voduro vy lo misme actian algunos cataslizadores, teles como
cobre(l)y nitrato y dxidos de nitrdgeno.

La semirveaccidn triyoduro-voduro estd muy poce influenciada
por el pH, For otra parte, los potenciales de las semireacciones
gue implican un cambio en el contenido de on{geno de moléculas o

iones estan marcadamente influenciadas por la concentracidn de idn
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los onidantes

shidrdgene irééccidh.bentre”fal\idn»~yqdupon

“oxigensdosy. y tambidd 1a resccion inversa,’ €éstd muy influenciada

aciones del pH,

2 las ventas,jss de los métados en los que interviene el

‘es la facilidad y sensibilidad can que se detecta el punto

'fquo‘
finéif en los métodos directos por aparicidn del primer exceso del
yado que se utilizs como reactive wvalorante; en los wmetddos
indirectos por la desaparicidn del yodo que se valara.

1.~Yodo como autnindicador. Una gotita de disalucidn de yodo 0.1 N
comunice un color amarillo muy perceptible en 100-200 ml de agua.
Cuando los otres componentes de la mezcla son incoloras, el vodo
puede serviv como 4 propio indicador. Sin embargo, este métoda de
detectar el punto final no es tan sensible como los que &
continuacidn se indican,

2.- Almiddn., La beta—-amilaosasque es un producto de descomposicidn
del almiddn cusndo éste se disuelve en agua v en caliente, da
lugar a4 un color azul intenso con yodo en presencia de yoduro,
Esto se debe probablemnte a un complejo gue se forms por 1la
adsorcidn de yodo, beta-awilosa-yvoduro.

El almiddn no puede utilirarse comp indicador en disolucidn
fuertemente deida vs que su descomposicide hidrolftica se  we
acelerada por el dcido. La sensibiladad al yodo disminuye tambien
por accidn del alcehol y el color azul no aparece en presencia de
concentraciones alJcohdlicas superiores al  50%. Una diselunidn
indicadora de almiddn bien preparada debe detectar ol yoda  en
disolucidn 10-5N a la temperatura ambiente. El indicador no . debe
afigdirse en los métodos indirectos hasta que ge hays valorado 1la

mayor parte del yodoj unas concentracisn eplevada con vodo da con el
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*:aliidaq'49 Edﬁpi§qb éﬁﬁ‘prubiedadeé indicadoras dimsminuidas.
‘3,ché1°§:'en  a!éniQeAtes orédﬁicos‘ El yodo'_se disuelve .en
) te?raélofuro de Earbonoy cloFoFormo y slgunos otros disolventes
-‘ofgénicoﬁ formsndo disoluciones rojo-violetas, que costituyen a
veces enssyos mds sensihles al yodo que la reaccidn con almiddn;
pueden detectarse concentraciones del orden de 10-4 N, Una
cantidad de yodo inferior 3l limite de visibilidaed en medio acuoso
puede concentrarse por extraccidn con un pequefio volumen de un
disolvente no miscible, con lo cusl se hace perceptible. Este
método para detectar el yodo es especialmente util cuando se
utilizan en 13s valorasciones disoluciones muy diluidas, o en los
casos en que 1las condiciones de trabajo impiden la utilizacion de
almidon, coma sucede en medios fuertemente acidos.
En el presente trabajo ge hizo uso de ésta teécnica en dos
métodos} uno volumetrico y otro colorimétrico en los cusles estan
involucradas las siguientes reacciones con biotinal

Métado volumétrico (17}

ﬁ ] 0
1l
\N N \N/\ ~
+ Ki0, — + Kio,
0 Q
S /\‘// S 4
N I N
0 OH

Como se puede observar en el esquema anterior, 1a  biotina
reacciona con ion peryodato oxidandose a sulfguido y liberando ion

vodato. El esceso de peryodato es enmascarado con molibadio de
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émonio'formandd‘éi'dtidu,Afmblibdnﬁi;peryédico lo cual permite que

0 reaccione con ‘el yoduro de potasio paras

':pvoduéi “iLa valoracidn de este dltimao, se
'reéliéé “titiildndolocontidn tissulfato utilizando como indicador

‘almiddn.

HMdtodo ;oioﬁi@étr;;p'(;a)
‘ SRZS + 2103 +‘2H,
0 f' : St S

SRZS + 4105 + qH+ _;;;%__f —5R2302+212+2H20 (SULFONA)

R,S = BIOTINA, .

Como se puede observary 15 biotina en medio fuertemente dcido
reacciona con el idn yodato para oxidarse 3 la sulfona
correspondiente y liberar vodo el cual es extraido con ciclohexano
y ea cuantificado utilizando un fotocolor{metro @ una longitud de

onda de 520nm.

4. Cromatografia,(193(203(21)

La cromatografis es un procese para la separacidn de mezclas
moleculares por distribucidn de los componentes de 1a mezcla entre
dos fases, eon todos loc tipos de cromatografia uns fase permanece
inmdvil y otra se mueve de una maners continua v 13 separacidn
cromptogrdfics depende de que durante el paso del sistemas se
multipliquen muchas veces las pequeiias diferencias del coeficiente
de reparto o en  la adsorcidn v desorcidn de ceda ano de  los

componentes de la wmezcla. Cuanto mayor sca este  factor de
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multiplicacidn mavor es la"faciiidqd con . qué se separan los
componentes y mejor es el poder de resolucidn,

Se considera que un sistema cromatogrdfico estd formado por una
serie de platos tedricos, donde un plato tedrico es el equilibrio
de distribucidn de 1la muestra entre la fase mdvil y 1la fase
estacionaria. La principal ventajs de la cromatografi{a es que se
puede conseguir una alta eficacia debido 31 gran nudmero de platos
tedricos. El equilibrio establecido en cromatografia es muy rdpido
y ello permite llevar a cabo buenss separaciones en un tiempo
corto,

a), Cramptograf{s en capa fina,

La cromatografia en capa fina es una forma de cromatografia de
adsorcidn en la que el adsorbente se difunde en una capa fina
sobre una placa de vidrio. Las miestrss se aplican sobre 13 placa
en forma de solucidn con una micropipeta en una =zona reducida
prdxima al extremo de 1a placa. Entonces 1a placa es colocads en
uns cimara, que contiene la fase mévil {(revelador), Completsdo el
revelado del cromatograma (por lo general, cuando el frente del
solvente ha recorrido la mayor parte de la longitud de 1z placa)d,
s@ marca con un ldpiz el frente del solvente y se seca la placa,

Puesto que la mayoria de los compuestos son incoloros, es
necesario localizar 1as manchas utilizando una prueba ffsica o
quimica, 8e puede utilizar luz wultraviolets pars detectar
fluorescencia del soporte o de las muestras o bieny, utilizar
reactivos especificos que desarrollen colar con 1la substancis a
determinar.

Visualizadas 1a zona, se calculan los valores de Rf para cada

substancia., El valor de Rf se determina como el cociente de 1o
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distancia recorrida por la substancia entre 1s distancia recorrida

‘poriieldisolvente. Este Valor deberTd ser caracteristico de cada

,éﬁp@ésﬁo}ﬂ an, desqfacia, se _encuentra que los valores de RY
&ébéﬁden de- otras'variables como la temperatura, tamafio de 1a
muestra, tipo de revelado, espesor de 18 caps adsorbente, etc, Por
consiguiente, para incrementar la seguridad de los valares de Rf
como un criterio de identidad hay que correr un cromatograma con
un  estandar al lsdo de 1s muestra problema, quedando de esta
maners sometidoc 3 13s mismas condiciones.

b), Cromatografia de ligquidos de alta resolucidn.

Una variante de 1las tédcnices cramatograficas =8 presidn
stmosférica 1a constituye 1a cromatografia de liquidos de alta
presidn. En esta técnica, la fase mdvil es forzadas a pasar a alta
presidn (1000 & 3000 1lbs/in) a3 travds de un adsorbente sdlide
empecado en una columns de a3cero inoxidasble, La muestrs a8 analizar
es inyectada en solucidn, generalmente utilizando la misma fase
movil como disolvente, 3 travds de una vdlvula inyectora dispuesta
en la parte anterior de la columna.

Las componentes eluldos de la columna pueden detectarse
utilizando diferentes dispositivos como! detector de indice de
refraccidn, detector ultravioleta, detectores electroquimicos,
detectores de fluorescencia, acoplamientus a espectrdmetros de
masas, etc. El cromatograma obtenido presentard cada componente
eluf{do como un pico cuya drea y altura serdn proporcionales a3 1la
concentracidn y su posicidn con respecto al punto de la  inyeccidn

(tiempo de retencidn) serd caracteristico para cads componente.



5, Polarografia. (22)(23)(24)(25)

t.a polarografia se puede emplear como meftodo electroquimica en
fisicoqufmica, en andlisis quimico cualitative y cuantitativo, en
quimica orgdnica y en quimica biecldqica,

Esta técnica mide e interpreta la variacidn de voltaje que
ocurre durante 13 electrdlisis de uns solucidn por medio de deos
electrodos,y por lo que se considera como una wvolt-amperometr{a.

Es 5osible obtener una curva reproducible de intensidad en
funcién del wvoltaje, si se aumenta gradualmente el voltsje
aplicado 8 una celda electroliticay formada por un dnodo de
mercurio relativamente grande y un cdtodo pequefo de mercurio
{electrodo gotero de mercurio del que caen lentamente gotas
pequeiias de mercurio desde un tubo capilar fino). El electrolito
es yng solucién dilufde de la muestra en andlisis (que debe ser
electroactiva) en un medio apropiado, con un exceso de un
electrolite indiferente (electrolito soporte) para transpartar la
mayor cantidad de corriente y elevar 1la conductividad de la
solucidn, asegurando de esta manera, gque lo que se determina, si
posee carga eléctricay, no migre hacia el cdtodo de mercurio.

El electrodo gotero de wmercurio sctia como cdtodas es el
electrodo indicador o microelectrodo polarizable. El dnodo es un
depdsito de mercurio con la superficie libre relativamente grande,
de modo que es el electrodo no polarizable, que actiia como
electrado de referencia y cuyo potencial permanece casi constante
en un medio que contiene aniones capaces de Fformar aales
escasamente solubles en mercurio. L8 polsrizacidn de 1la celda,
estd regida por 1las reacciones que gse producen en el cdtodo,

microelectrodo gotero de mercurio, Con el potencidmetro se aplica
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gradualmenteva 1a éeldé caslguier f.e.m. En estas condiciones, 1a
curva'de}iﬁtéhéidad'en‘fuﬁcidn del veltaje aplicado, es 13 curva
iqteﬁsiaédviénbegﬁcidn del potencial catddico, desplazada en un
.voitaae_ cqnétante que corresponde al potencial del dnodo. Pars
éie;{éstiné; conviene un dnode externo de potencial conocido (por
veJemﬁlb,nhuﬁ éiéctrodo de calomel saturade)., E1 potencial inicial
del edtodo, -electrodo gotero de mercurio, e6 indelerminado y toma
cualquier potencial  que se le aplique desde una fuente externa;
cusndo adquiere un potencisal impuesto, con una variacidn muy
pequens o nula de 1a intemsidad de corriente, el electrodo
indicador estd polarizado.

$i se aplica una f.e.m+ externa a la celda, cargada con una
solucidn de electrolito soporte, 1libre de oxigeno, los cationes
presentes en 1la solucidn son atrafdos al cdtodo, electrodo
indicadory por 3) una fuerza eldctrica debids al gradiente de
potencial vy por b) la difusidn que se debe al gradiente de
concentracidn producido en la  superficie del electrodo. La
intensidad total de ls corriente que pasa por la celda es debido 2
la suma de estas don causas. Lo curva tfpica de intensidad

potencial es la siguiente?

perat ot servury clees
atal the dropping setesey leetrarle
el eurve « For 002 bt it bz o
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El electrodo indicedor, siendo perfectamente polarizable, toms
carrelativamente el potencial negativo, en aumentoy que se le
aplica} desde A a K no pass prdcticamente corriente por la celdas.
Cusndo existe una especie electroactiva en 1la solucidny, se
observard que a un valor dado de potencial aplicado, la intensidad
de corriente se incrementard hasta alcanzar un rdgimen de difusidn
estable (corriente 1limite de difusion) cuya amplitud serd
proporcional @ la concentracidn de la especie electroactiva.

El valor del potencial correspondiente a la mitad del valor de
la corriente limite de difusidn se conoce como potencial de media
onda y es una carsecteristica cualitativa de la especie presente.

El tratamiento tedrico de ests metodologf{a se basa en 1s
ecuacidn de Ilkovic que establece que el régimen de difusidn de
egpecies electroactivas al electrodo indicador dependersd de?

Id = KnfFCD m ¢t
Id= Corriente de difusidn observada 8 un cierto tiempo
n= El ndmero de electrones intercambiados.
F= Faradio (946,500 coulombios)
C= Concentracidn de la especie electroactiva
D= Coeficiente de difusidn de la especie
m= Peso de mercurio que escurre por el capilar por segundo
t= Tiempo necessario para formar una gota de mercurio (en segs)

K= Constante de proporcionalidad
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Este .se encuentr dido‘en tres fases, “de las  cuales, la

primera 'esié;béséda en: el andlisis cualitativo, 1a sequnda en 1a
cuantificacidn  de Eidtihafbﬁura "y .validacidn de 1los mdtodos
aplicablaﬁ a preﬁezclés; y 1a tercera en el andlisis de biotina en

las premexzclas.

I, Andlisis cualitativo de biotina.
a). Obtencidn 42 la espectroscopfa de biotina! infrarrojo,
resonancia magnetico protdnica y espectrometria de masas.

Espectroscopia de infrarrojo. El espectro de infrarrojo fud
obtenido en un equipo modelo Ferkin-Elmer FT , 1la vitamina se
introdujo en forma de pastilla la cual fue elaborada con bromuro
de potasio en una proporcidn de una parte de biotins por cinco de
bromuro de potasio.

Espectrometria de resonancis magnético protdnica, E£1 espectro
de resonancia se obtuvo en un equipo Varian EM-390 utilizando
dimetilsulforido -dé6 y tetrametil silano como referencia interna.

Espectrometr{a de masas. El espectro de masas fu€ obtenido en
un equipo Hitachi modelo RMU~7H, wutilizando introduccidn directa,
70eV como potencial de ionizacidn y 250 gradoes centigrados en la
cdmara de ionizacidn.
k>, Cromatografi{a en placa fina, Fueron utilizados cromatofolios
de silica gel 60y Tevelando las placas con mezclas de agua,
metanel v ascetato de etile v visualisando con  yodo obteniondco

diversos wvalores de R para cada revelador utilizadno.
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11. Cusntificacidn de biotina
a)s Titulacidn vodomdtrica,

-Repctivos utilizados!?
Solucidn scuosa de yoduro de potasio al 3%
Solucidn acuoss de peryodato de potasio al 0.6X%
Bolucidn acuos3 de molibdato de amonio al 5%
Solucién buffer de acetatos
Solucidn valorada de tiosulfato de sodio 0.002 N
Solucidn indicadors de slmiddn de preparacidn reclente
Nateriel utilizado!
Vasos de precipitados de 100 ml.
Bureta de 25 ml.
Pipetss volumétricas de § y 10 ml.
Pipetas graduadas de 5 ml.
Agitador magndtico
Barra magnética.
Soporte para bhureta.
Hetodologfial

Se tomsron de 1 a2 10 ml de solucidn de biotina que contengs
entre 90 y 950 microgramos, se diluyd con agua hasta 15 ml,
adicionando 5 ml de solucidn de peryodato de potasin, agitando la
solucidn y dejendo reposar = temperatura ambiente por 10 wmin.
Posteriormente, se adicionaron 5 ml de solucién de molibdasto de
amonio y 5 ml de seolucidn buffer con agitacidn constante.
Finalmente se adicioparon U ml de solucidn de yoduro de potasio.
El yodo libersdo se tituld con la solucidn valorada de tiosulfato
de sodio hastes el vire con almiddn.

Cdlculos?



ZB=((ml1-m12) (N) (meq B (Va)/ (Yx) (wm) (100)

mli=m). gastados de tiosulfato de sodip para 1la muestrs.
ml2=-ml gastados de tiosulfato de sodio pars el blanco.
N =normalidad de 1s solucidn de tiosulfate de sodio
meq b=miliequivalentes de biotina.

Va=volumen de aforo.

Ux=volumen de alfcuota.

wn=peso de 1a muestra.

b)Y, Determinacidn colorimdtrica

Reactivos?
Solucidn acupsa de yodsto de potasio al 1%,
Solucién de dcido sulfidrico al 30%.
Ciclohexano grado espectroscdpico.
Haterial!l
Pipetas graduadas de 9 y 20 ml.
Tubos de ensaye de 20%2 cnm.
Tapones de hule de 2 cm de didmetro.
Una gradills.
Un ba®o de sgua » 40 grados centigrados.
fgitador vartex para tubos de ensaye.
Matraces volumétricos de 10 y 100ml.
Metodologis!

Se  prepard una curva de calibracidn pesando con exactitud 25mg
de biotina pura y aforande a 100ml, se tomaron alfcuotas de 1 &
10ml {de 1 en 1) de ésta solucidn y se colocaron en los tubos de

ensaye adicionando 2 ml de la solucidn de yodato de potasioy 3 ml
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de la solucidn de dcido sulfiirico y agua hasta un volumen final de
15 ml. Posteriormente se adicionéronrio ﬁl de ciclohexanos Los
tubos se colocaron en 15 gradilla y se introdujeron al bafio de
agus cuidando que el nivel del agua cubra perfectamnete la fase
scuosa, Los tubos se taparon de tsl manera que se permitiera 1la
salida de presidn. Pasados 40 minutos se retiraron los tuboas del
befie y se dejsron enfriar, se agitaron en el equipo vartex ¥y 1la
fase orgénica se decantd en up matraz volumé-trico de 100 ml, a la
fase Bcuoss se le hicieron repetidas extracciones hasta
desaparicidn del color amarillo, finalmente se adiciond
ciclohexano hasta la marca de aforo.

La solucidn anterior sirvid pars determinar la longitud de onda
mdxima de absorcidn, valor al cual se leyd 1la asbsobancis relstiva
pars cada punto de 1a curva de cslibracidn., Una gréfica de estos
valores de absorbancia contra concentracidn producird una linea
rects en caso de cumplirse 1la ley de Lambert-Beer.

En todas las determinaciones anteriores se deberd realizar wun
anélisis paralelo con un blsnco.

La cantidad de biotinﬁ es calculada de la siguiente maneral
Riotina mg = {(Am){Ca)/(As)(Wm)

Am = Absorbancia de la muestra.
Cs = Concentracidn del estandar en mg.

Absorbancia del estandar.

>
w
L}

Wm = Peso de la muestrs en gr.
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c). Cromatografis dé'liquidd:'de‘éitakfesulucidn
Reactivos?
Metanol grado HFLC.

Agua grado HFLC.

.Material!

Probetas graduadas de 500 ml.

Matraces Erlenmeyer de 1000 ml.

Matraces volumétricos de 10 ml.

Inyector automdtico de muestras tipe Reodine (Loop de S0ul).
fquipo de microfiltracidn (0.45 1) marca millipore.

Equipo de ultrasonido marca Bransonic.

Una columna de ODS-Ci8 de 20 cm por tQ mm.

Cromatdgrafo de liquidos marca Waters.

Detector de longitud de onda variable marca PerKkin-Elmer modelo
LC-75.

Metodologisa!

Para 1a determinacidn de longitud de onds m&xima de absorcidn
de biotina pura en metanol. Se prepard una solucidn de biotina
pura en metanol y se corrid su espectro de absorcidn en 1la regidn
de absorcidn de ultravielets utilizando un espectrdmetro marca
Perkin-Elmer modelo 9552 en celdas de lcm de longitud y se
determing el méximo de absorcidn,

Una vez determinado el valor de longitud de onda méxima de
absorcidn de biotina pura, se procedid a determinar el interwvalo
de concentraciones en el cual se sigue 1la ley de Lambert-Reer y el
coeficiente de extincién meolar, Para realizar lo anterior se

pesaran con exactitud 7mg de biotina pura y se aford & 100ml con



metanol, de ests solucidn se tomsrvan aliéuotas desde 1 hasta 10ml
(de 1 en 1) y aford cada una a 10ml, Determinando la asbsorbancia
de cads dilucidn.

lLas determinaciones cromatogrdficas se realizaron utilizando un
cromatégraro de liquidos equipado con una columna de fase reverss
C-18, metanol-agua en diferentes proporciones como fase mdvil y se
variaron los flugjos de 0.5 a 2.5ml/min. Despuds de inyectar en las
diferentes condiciones anteriores una ciertas cantidad de biotins
pura se determiné que las condiciones Gptimas de resolucidn Yy
tiempo de elucidn se lograron con una proporcidn de fase mévil de
metanol-agua 50150 y un flujo de 1.5 ml/min.

Para determinar la linearidad de la respuesta del detector, se
procedid ® inyectar, bajo las condicioqes optimizadas, diferentes
concentraciones conocidas de biotina purs (entre 50 y 400ug/ml) vy
g correlecionar este dato con el regpectiveo 3l drea y altura del

pico correspondiente,

d)}, Folarografia
Reasctivos!
Mercurio grado palaragrifico.
Solucidn 0.1M de cloruro de potasio.
Solucidn estandsr de biotina.
Nitrégeno gas.
Materialt
Polarografo RANIDOMETER-COPENHAGEN tipo FO4 No. 115858
Flectrodo capilar de mercurio,
Electrodo de referencia (calomel saturado).

Celdas polarogrdficas de 25ml.
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Hgivaées-inpﬁéﬁricos de‘25 y~i0Qm1.
“Pipé{és volumgtricas derly 2y Sy f 10 ml.
, Me@oddlogia:

Para determinar si la biotina pura es electroactiva en las
condiciones de an#lisis tipico de cationes, se procedid a trazar
la curva polarogrdfica correspandiente el electrolito saporte.
FPosteriormente se adiciond una cierta cantidad de biotina pura v
se traz§ el polarograma observando una onda de reduccidn
perfectamente distinguible del muro de reduccidn del agua, con lo
que se confirmd lz electroactividad de la hiotina en el medio.

Se determinaron 1as variaciones de 1la corriente limite de
difusidn en funcidn de la concentracidn de biotina partiendo de
una solucidn de 53ug/ml de biotina en electrolito soporte, tomando
de nsta solucidn S5, 10, 15, 20 y 25ml y aforando cada una de ellas
a8 25ml con solucién de electrolito soporte. Cada una de estas

soluciones se sometid al andlisis polarogrdfico descrito.

IT1. Andlisis de biotina en premezclas estimulantes
a).~ Obtencidn de la espectroscopia.

Espectros de infrarrojo. Los espectros de infrarrojo de
muestras de preme=zclas, fueron obtenidos en 1a misma forma en que
se obtuvo el especiro de infrarrojo para biotina pura.
b).,~Cromatograff{a en placa fina,

Fars determinar la presencia de biotina en las premezclas, se
corrid una cromatografia en placa fina con el sistema de elucidn

indicado como dptimo en el andlisis cualitativo de biotina pura.
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“€)e= Titulscfon Yodométrica.

Para llevar a cabo esta determinacidn se pesf con exactitud una
cantidad de premezcla que contuviera entre 300 y 400uqg de biotins,
ge colocaron en un vaso de precipitado de 100ml y se adicionaron
70ml de aguay se sgitd hasts asegurar 1o complets disolucidn de
biotina, pasando la solucidn a un matraz aforado de 100ml lavando
cuidadosamente el vaso, en caso necesario se filtrd raecibiendo el
filtrado en el matraz sforado y lavando el sélido, hasta llevar a

volumen y procediendo como se indicd en le técnica antes descrita.

d) .~ Colorimetria,
Se peso con exactitud una cantidad de premezcla que contuviera
entre 6 y 10mg de biotina y se procedid como en la tecnica

descrite en el método colorimdtrico para biotina pura.

e) .~Cromatograf{a de li{quidos

Se pesd una cantidad de premezcla que contuviera entre S ¥y
7.%mg de biotina, se colocd en un matraz volumétrico de 25ml y se
aford con el sistema de solventes de la fase mdvil., Se procedid »
inyectar de acuerdo a las condiciones dptimas encontradas para

hiotina pura,

£).~ Polarografia

Partiendo de 13 solucidn preparada para 1la determinacidn
polaragrifica de biotina pura se procedid a determinar la
influencia del soporte (dextrina) tomando alicuotass de 5 & 25ml de
esta solucidn y aforando a 25ml, adicionando a cada alicuota 300mg

de premezcla (cuyo soporte es dextrins) y se procedid a determinar
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la corriente limite detdifisidniparaicada una de: 1as alfcuotas.

V. Validbcidn. Wimicoa -aplicables " a -las

preme=zclass

Se determinaron 165'vsi(j'a.yliéritj.e‘s‘k'pérémetvros estadfsticos?
8). Linealidad. '
b). Exactitud,
c€). Precisidn.

d). Cantidad minima detectable.
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CAPITULD 1V
Resultados
En este capitulo se presentan los resultados obtenidos durante
el desarrollo experimental presentandose espectroscopia, tablas y

figuras,
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TABLA NO. 1
Valores de  absorcidn de biotina en metanol & diferentes

longitudes de onda del espectro de ultravioleta,

Longitud de onda Absorbancia
230 0.023
225 0.051
220 0.123
214 0,240
2i4 0.322
212 0.416
210 0.530
208 0,664
206 0.812
204 0.267
202 1,160
200 1.340
198 _ 1,530
194 1.440
194 : 1.700
193 1.740
192 1.400
190 14460



Absorbancia
—)

N
(-]
1

10+

FIGURA No. 8
ESPECTRO DE ABSORCION DE BIOTINA
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TABLA No, 2
Curva de concentracidn de biotina en metanol vs absorbancia a una

longitud de anda de 193nm.

Concentracidn (mg/ml) Absorbancia
0.0072 0.200
0.0145 0.362
0.0217 0.4605
0.0290 0.725
0,036462 0.+936
0.,0436 1,102
0.,0507 1,265
0.0580 1,409
0. 0652 1.530
0.0725 1.492



FIGURA No, 6
CURVA DE CONCENTRACION DE BIOTINA VS ABSORBANCIA
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FIGURA No. 7 .

CROMATOGRAMA PARA BIOTINA PURA

CONCENTRACION: 260 Ug/ mi,
FLUJO: 1.5 mi/min.

A= 205 am.

VELOCIDAD DE LA CARTA : 30mm /min.
PRESIONs 2 1b/ psi®

FASE MOVIL: MET, W0 (50:50)
COLUMNA: FASE REVERSA CI8




TABLA No. 3

Curve de concgentracidn de biotina vs ares del pico y altura del

pica.

Concentracidn {(mg/ml) Area (cm2) Alturas (cm
0,074 1,483 3.36
0.114 2,373 4,80
0,152 3.328 3.80
0,190 4,465 7,76
0.228 5431 2.45
0,264 &.1164 10,48
0.304 7163 12.28
0.342 8,196 15,15
0.380 9.198 16,23
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FIGURA No B
CONCENTRACION DE BIOTINA VS AREA Y ALTURA

AREA Y ALTURA
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FIGURA No. 9

CROMATOGRAMA PARA MUESTRA DE PREMEZCLA
EN DEXTRINA

CONCENTRACION: 250 Ug /ml.

FLUJO: L5 mi/ min.

A= 205nm

VELOCIDAD DE LA CARTA : 30mm/ min.
PRESION: 2 Ib/ psi?

FASE MOVIL: MET. HP (50:50)
COLUMNA : FASE REVERSA C-I8




TABLA No. 4
Valores de ahsorcidn del idn triyodurs en cliclohexano @

‘diferentes longitudes de onda del espectro visible,

Longitud de onda Absorbancia Absorbancia
Celda de icm, Celda de Scm.
700 0,024 0,049
680 0,023 0,052
480 0,022 0,053
640 ¢.021 0.058
420 0,024 0.074
&00 0,034 0,125
580 0,033 0,233
G960 Q.083 0,400
540 0,114 0.567
G925 0.126 0,600
520 0,129 0,424
S00 0101 0.516 .
480 0.0%8 0,313
460 0,020 00143
L) -0.001 0.053
420 ~0.013 0.017
400 ~0.022 04010
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FIGURA  No. [0

ESPECTRO DE ABSORCION DEL ION TRIYODURO EN CICLOHEXANO
(Celdas de 5¢cm )
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TABLA No. S
Concentracidn del idn triyoduro extraido en ciclohexano (despuds
de reaccionar la biotina con yodato) vs absorbanciay en celdas de

Scm y 3 una longitud de onda de 520nm.

Concentracion (g/ml) Absorbancia
2.710x10~3 0,111
4,520:110-5 . 0:199
6,328x10~-5 04269
?.040%10~-5 0,380
10,840110-5 04454
13,560:10-5 0.573

18.080%10-5 0.75%
22,6001410-5 0+954

&
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FIGURA  No. TI
CONCENTRACION DE ION TRIYODURO VS ABSORBANCIA
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CTABLA No. b

. Resultados para‘ la yéiidéc1dn,déi’ﬁé{&do,yodométrico en  biotina

pura.
ug Adicionados rué Eﬁcbntrados % Recuperadoa
50.05 Coosreze 115,30
50.05 o 50.49 100.87
50,05 , 54,10 108,09
100,10 - 104,60 104,49
100,10 108,20 108.09
100,10 104,60 104,49
150,15 158,70 105,69
150.15 158,70 108,69
150,15 158,70 105,69
200,20 212,80 106,29
200,20 205.59 - 102,49
200,20 209,20 104,49
250,25 249,87 99,84
250,25 241,46 946,56
250.25 234,44 93,48
350.35 349,86 99,86
350,35 345,80 101,55
350,35 342,45 97.80
300,30 306.58 102,09
300,30 299,37 99,90
300 .30 299,47 99.90
400,40 400,36 99,99
400, 40 . 378.72 94,58
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400,40
450,45
450,45
450,45
500,50
500,50
500,50
550,55
550,55
550.55
632,50
632,50
632,50
690,00
690,00
690,00
747,50
747,50
747,50
805,00
805,00
805,00
862,50
862,50
862,50
842,50

920,41

385,93
443,64 -

441.68
429,22
490.53
486,93
490,53
551.85
544.64
544,64
625,10
636,39
613.80
696464
692,88
489,11
734,30
726,77
734,06
817,15
813,38
813,38
866,10
892.44
866,10
866,10

?41441

68

96,38
98,58
102,59
95.38
98,00
97.28
98,05
100,23
98,92
98,92
98,73
100,41
97.04
100.96
100.41
99,87
98,23
97.22
98,20
101.50
101,04
101.04
100,41
103,47
100,41
100.41

102,28



920,41 . o 9a1.41 102,28

S 920441 -

,H?Zé.sg ; ' 100,23

‘.Uézv.sbl 982,84 100,54
9778 . 97530 99,77
977450 '»  o 960,24 28,23
1035,00 1065.40 102,95
1035,00 1061.90 102,50
1035,00 1061.90 : 102,59
1092,00 1110.87 101,72
1092,00 10B0.74 98,96
1092,00 1084.,51 99,31

Resultados estadisticos
r= 0.9992 (coeficiente de regresidn lineal)
= 1,007 (pendiente)

a= -2,687 (ordenada al origen)

n= 41 (numero de dstos)

X= 553,29

S'X= 319,24

S’Y= 321,78

8’XY= 102,4648.47
8Xx= 379,222,654.8
8YY= 385,281,152,8
SXY= 381,954,9546,9
Se= 12,63

Exactitud del método!

y= bx t+ a
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a)Errares de tipo constante!

Hipdtesis pars ls ordenada al origén Ho! a = 0

Hi! 8 = 0
a-0 n 8XX
tcal =
Se SXX + (nX>
tcal= 0.83, con {n - 2) grados de libertad y coeficiente alfa

de 0.005 el valor t de tablas resultd 2.576.

b)Errores de tipo proporcional!?

Hipdtesis para 1a pendiente! Ho!t b = 1
HIt b = 1
b-1 SXX
tcal =
Se n
tcal = 1,38

Determinacidn de precisidnt

Ycal = Y +/- Se } Se = 12,463 lo que corresponde al 2.27% de Y

Cantidad minima detectablet
Cmd = Z ord.
1 n(X )
ord = Se +
n 8XX
ord = 3,236 , con un riesgo alfs del 0.05 (5 %) y Z= 1,45

Cmd = 5.34 ug
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TABLA No. 7

" Resultados de linealidad del método vodomédtrico.

ug ‘adicionados ug encontrados
50,05 53,37
100,10 105,32
150,15 157.25
200,20 209,19
256.25 242,48
300.30 302,97
350,35 346.72
400,40 390,26
450,45 434,26
500,50 486,92
550.55 543,91
632,50 621,33
690,00 696,64
747,50 736,85
805,00 811,12
B62,50 872,87
920,41 937, 64
977,50 976,81
1035.00 1049.06
1092.00 1091,29
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. TABLA.Na: B

Resultados para 1la validacidn dellmétddo coibf!métrico en . biotina

pura.
ug Adicionados dg Encontradﬁs X Recuperado

27,12 26,93 99,41
45,20 47,48 105,04
63,12 63.83 101.12
90.40 89,76 99,29
108,40 107.00 98,70
135,40 134.80 99,41
180,80 180.80 100.00
220,60 220,61 100,00
24,40 27,26 111,72
40,80 43,14 105.73
57,10 52,96 92.74
81,40 82,21 100.74
97.90 97.88 99,97
122,40 119,81 97.88
166,20 161,59 99.01
204,00 198,99 97.54
28,08 30,11 107.22
46,80 47,43 101.77
65,50 65,50 100,00
93,60 93,58 99,97
112,30 110,60 98.48



140,00 L 136463 97,59

';Qo;7o ]‘> " 182,41 ' 100,94
234 233,97 - 99.98
3v.00 40,00 102,56
' 78.00° 77,33 99.14
‘1;7;60 116,33 99,42
156,00 - 156,00 100,00
195,00 196,00 100.51
42,48 45,55 104.42
85.40 B3.22 97.21
128,40 126,68 98,66
171,20 171,30 100,05
214,40 215.70 100.60
41.40 42,51 102,18
83.20 87.93 105.68
124.80 117,38 94,05
166,40 163.40 98,19
208,00 212,90 . 102,35

Resultados Estad{sticos
re 1,00 (coeficiente de regresidn lineal)
a= 0,68 (ordenada sl arigen?
b= 0.9%? (pendiente)

n= 39 {(ndmero de datos)
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S x= 113,21

Y= 113,00

57X= 61:40

g’y= 60.98

S/XV= 3741.23
SXX= §,734,102.2
aYY= 5,655,930.4
SXY= 5,490,410,8

Se= 2,48

Exsctitud del método!
y=h x t+ a
a) Errores de tipo constante!

Hipdtesis pars la ordenads sl origen! Hot a8 = 0

Ho! a = 0
a-9 n 8XX
teal =
Se SXX + (nX2
tcal = 0,81 con (n - 2) grados de libertad y coeficiente a3lfa

0.005 el vaslor t de tablas resultd 2,574,

W)Errores de tipo proporcional!

1
=

Hipdtesis para la pendientel Ho! b

Ho! b

B
-

b ~ 1 SXX
teal =
Se n

tcal = -1,54

Ieterminacidn de precisidn
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Y'cal =0Y #/-'Sejy Se = 2,4B.que corresponde a 2.19% de ¥

‘Cantidad minima detectable!

cmd =2z orde ¢ _
S S
ord ‘= + . :
n SXX

ord = 0,183, con un . riesgo alfa de 0,005 (52) y Z = 1.65

cmd = 1,37 ug,
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TARLA No. 9
Resultados de determinacidn yodomdtrica de biotine en muestras de

premezclas cuyo soporte es almiddn.

No. de muestrs Ieterminacidén 1 Deterr?;r;acidn 2
84-11-1458 0.93 0.99
85-04-718 0,77 G.74
85-01-2382 1,19 1.17
85-03-870 1.96 1,05
85-05-579 1.469 1,68
B895~06-674 1.60 1,64
85-03-87 1.05

85-09~783 2.78 2.81
85-11~48 2490 3,10
a85-12-327 1.96
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TABLA No. 10
Resultsdos de 1a determinacidn colorimdtrica de biotina . en
muestras de premexclas con diferentes soportes.

Muestras cuyo soporte es harina de trigo

No. de Muestra Determinacion 1 Determinacion 2
(3] (¥4

84-10-23 1.70 1.87

B84-04-219 1.84 . 1.76

84-05-1237 1.34 1,465

Muestres cuyo soporte es harins de soys, almiddn y carbonatos

84-12-323 0.85 0,98
B8G-01-2161 1.90 1.81
85-01-31¢ 1.30 1,30

Muestras cuyo soporte es almiddn

84-11-1458 1.36 1.60
85-03-87 0.94 0.86
85-03-718 1.33 1.22
85-05-579 3.16 1.86
85-0%5-4606 0.84 0,38
85-06-674 0.89 0.99
846-03-752 1.26 1.08
B84-11-48 1.19 0.74

Muestras cuyo soporte es dextrina

B4-12-244 2.71 2,77
85-03-577 1.89 1.74
85-04-1436 ' 3,12 2.88



85-04-750
. B5-04-312
84-04-1434
85-06-1103
BS-06-1243
86-08-28
B6-08-250
86-08-184
86-08-04
86-08-1413

86-05-999
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2,07
1.98
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FIGURA No. I8
CONCENTRACION DE BIOTINA VS CORRIENTE LIMITE DE DIFUSION
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FIGURA  No. 16
CONCENTRACION DE BIOTINA ADICIONANDO DEXTRINA VS CORRIENTE LIMITE DE DIFUSION
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CAPITULO Q
Andlisis de Resultados

Determinacianes cualitativas,
a).Espectroscopia.
1.~ Espectro infrarrojo

El espectro de infrarrojo obtenido para N{(+) biotina purs
(Fig, No 1) presents dos bandas resueltas en 3342 y 3306 cm-L las
cusles ' se asignan &8 la vibracidn de alargamiento longitudinal de
N-H., (26). Las bandss locslizadas en 2930 cm-1 corresponden & las
vibraciones de alargamiento longitudinel asimétricas y simgtricas
(27) de 1los diferentes metilenos y metinos presentes en 1la
molécula, En la regidn comprendids entre 1720 y 1400 cm-1 aparecen
tres bandas resueltas que corresponden a vibraciones de
alargamiento longitudinal de carbonilos. E1 espectro reportado
para biotina (28), ademds de corresponder con el espectro
experimental, presenta l1a misma banda dobleteada en 1700 cm-1.
Considerando 1a posicidn de la banda C=0 en el espectro de
infrarrojo del acido n-vasldrico (29) y 1a correspondiente en el
espectro de 4-metil-2-imidazolidinona (30) y las reportadas para
NyN’-bis metoximetil ures (31); el doblete observado en 1700 cm-1
puede atribuirse a la vibracidn del carbonilo del grupo dcido que,
debida 8 la flexibilidad de ls cadena lateral, puede o no
encontrarse asociado intramolecularmente. Por consiguiente, 1la
bands dispuesta en 1640 cm-1 corresponde a 1s vibracidn del
carbonilo de tipo urdico (31),

El resto del espectro lo constituyen bandas de intensidad media
3 baja entre las que se distinguen las debidas a las wvibraciones

de deformacidn de metilenos en 1481 y 1435 cm-1, las de
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déformacidn»fuéra'dérpléﬁolde’CHZ;S'(2&) en 1270 cm-1 y. la debida
a la‘vibrac.iydrﬁ 'dé:'valva‘nqgj;iéhtgi‘ylréngitudinal C-S (27) en 451 cm-1.
;'EiLespeeﬁrbiinfrafﬁoJéicbténido ﬁara una muestra comercial de
b;otinh;enidext;inéj(Fié- No. 2) no permite observar con claridad
155 baﬁdéé més iﬁtensas del espectro dehide & la gran cantidad deo
"déxtriha presente en la muyestra. Las operaciones realizadas
'fé;téﬁdn el espectro de dextrina pura 3l de 18 muestra comercial
no. permitieron aobtener el espectro de biotina como se esperaba,
por consiguiente, no es posible utilizar esta metodologia para

detectar la presencia de biotina en formulaciones comerciales.

2.~ Espectro de resonsncia magnétice nuclear.

El espectro de resonancia magnética protdnica obtenide pars
D{+)-hiotina purs (Fig, No,3) presenta las siguientes selasles! En
1.4ppm se observan las sefisles correspondientes a los metilenos de
la cadena lateral del dcido valdrico (32). La sefial en 2.1ppm se
presenta como un triplete Yy corresponde al metileno vecino al
carbanilo del dcido (32), En 3.2ppm se observa un sistema comple,jo
debido a los tres hidrdgenos cercanos al azufre en el anillo
tiofénico (33)., Las seflales presentadas en 4.1ppm son debidas @
los dos hidrdgenos de bases de fusidn de los anilles A y B, La
sefial de 6.2ppm es debida 8 los hidrdgenos urdicos del anillo de
imidazolidona (34), La sefial de B.lppm es debida al hidrdgeno del
grupo  Fcido (32). Las sefiales entre 2,3 y 2.8ppm son debidas al

disolvente (dimetilsulfduxido)d,
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3.— Egpectro de masas

El espectiro de ﬁasas obtenido para biotina pura (Fig. No. 4)
presenta un hequeﬁo ion melecular dispuesto a m/z = 244, El primer
ion-fragmento que se observa aparece a m/z = 226 (M - 18) y
corresponde 3 1a pérdida de H20, a traveés de un reagrupamiento de
hidrégeno de origen incierto, a partir del idn moleculaer

Existen otros iones en el espectro, dispuestos a valores de m/=

pares, que involucran procesos de descompnsicién unimolecular
acompanados de transferencia de hidrogenos, la serie dispucsta o
m/z = 198 (M - 46), 184 (M - &0), 170 (M - 74) y 142 (M - 102

corresponde a la pérdida de 1a cadena lateral con un hidréqeno
reagrupado con retencion de la carga en el .{ragmento mas pesado.
La racionalizacion de éste proceso se puede oncontrar al
considerar el reagrupamiento de tipo Mclafferty (33) hacia el
carbonile terminal sequido de 1la heterdlisis del enlace

correspondiente acorde al siguiente esquema:

H H
| |
. NW A . Naz®
—HCOOH |
Noy  TEE Nk
e >
v myz 198
oH
! !
v, ~ledtood R
~H =60
m 244 H v “H
A
m/z 184
oH



mz 244

m/z 142

OH

Los - jones de resgrupamiento localizados a m/z = 152 y 124

resultan de las descomposiciones consecutivas del idn a m/z = (B4,

.o’ anterior fue evidenciado a travéds de los iones nmetaestobles

(34) localinados en mk = 125.46 y 83.6 respectivamente!
H ¥
' °
N AN
N\H
T L ([—//
| s Z m/z 152
S Nﬁ4
N-\H
Uiel .
~ 2835 I+
[N
m/z 184
mz 124



El pico base del espectro se puede racionaliiar considerande  a
uno de los nitrdgenos del anillo B comp sitio de donizacidn
primaria, la formacidn de idn amonio correspondiente, el
reagrupamiento de hidrdgeno hacia el sitio radical y la homdlisis
del enlace a8lfa al azufre acorde zl siguiente esguema?l

: ! !
¢ N\4 N Nj// Sm. Nj// §LN//
"_"(.)_/—_—— Tl =y l=us

~4 'E\H R -i'-\J\H R 4+ + 1

nyz 244 ’

La estructura conjugada propuesta para el pico hase {m/z = 97)
va de acuerdo con la estabilidad esperads para el mismo.

La fragmentascidn dirigida por el szufre heterociclico produce,
mediante ruptur; ‘beta*® homolitica (37) y pérdida de 1la cadena

lateral, el i6n tionium dispuesto a m/z = 143

{H
i m/z 244 Mz 143
LLa descomposicién posterior del ion m/z = 143, involucraris la

pérdida de 58 unidades de masa (HNCONH) caracteristica de

imidazolidinonas fusionadas.
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m/z 85

m/z 143

El espectro de masas reportado para _ei derivado trimetil
sililade de l2 bictina (38), como era de esperarse, presenta un
patron de fragmentacicn distinto al reportado en éste trabajo de
tesis} uno de los iones mas intensos aparece 3 m/z =445 (M - 1S
(90%) 1o que permitiria determinar cusntitativamente el contenido
de biotina en muestras comerciales, previo tratamiento de
gililacion, en un espectrometro de masas acaplado @ un
cromatdgrafo de gases. For no contar con la metodologia acoplada,

esta experiencia queds fuera del alcance de esta tesis.

b). Cromatografia en capa fina,

La presen&ia de soportes inertes en las muestras analizadas no
permiten la aplicacidn directa de las teécnicas
espectrofotométricas antes descritas., FPor esta razon se opt.o por
desarrollar un sistema de elucidn aplicable s cromatografia en

capa fina obteniendo los siguientes resultados?t

Sistemas! Rf’s
1).fAcetato de etilo | Metanol (4:3) 0.32
2)Acetato de etilo | Metanol (1i1) 0.30
J).Acetato de etilo | Metanol ! Etanol (5:511) 0.32
4).Acetato de etilo ! metanol | Agua (1011011 0.50

Utilizando como visualizador vodo.
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Encontrando el sistema ideal, se reqﬁer{a el uso der algin
roactivo visualizador permanente (39) (ver caracteristicas de
estos reactivos en el capitulo I1) para poder detectar mediante un
densitémetro, las diferencias de lecturas de densidad optica en
funcion de la concentracidn y asi aplicar ésts metodologia hacia
las determinaciones cuantitoativas.

Por carecer del reactivo especifico (solucidn de yodoplatinato)
no fue posible reaslizar esta experiencia, sin embargo sil

adaptacion vy evaluacion resultaria sumamente sencilla.

Determinaciones cusantitativas.
a), Cromatografis de Liquidos de Alta Fresion,

S{ consideramos la formula estructural de 1s biotina indicada
en el capitulo I, 1los inicos grupos cromdfores en 1la molécula son
los correspondientes 3 los dos carbonilos les cusles contribuyen a3
absorciones 3 longitud de onde muy baja, del orden de 200am, con
coeficientes de extincidn también muy ba,jos. Con el proposite de
determinar el valor de longitud de onds méxima en las condiciones
que se utilizarisn en el cromatbgrefo de liquidos se trazo el
espectro UV de biotina pura (Fig. No. S). E1 valor de longitud de

onda maximo determinado en 193nm estden correspandencia con el

valor esparado para la transicidn n---r¥ de compuestos
carbonilicos (402, No obstante gue el metanol presenta 1a
transicion electrénica n---r¥ en longitud de onda igual a 183am,

st coeficiente de extincidn maximo es de 500 (40), ésto represents
el 10% aproximadasmente del valor de extincion determinado para 1la

biotina pura., A fin de determinar el intervalo de concentraciones
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Ten el que “enniple 14°1ey de-~Lambert-Beer, se . realizd - otro

esperiencia’ spreliminar “variando las concentraciones de biotins

pdfai y.féai5€réﬁdo:él Qalor'de la absorbancia a 193nm. En la
Vrﬁébib;ngﬁﬁ y Fig No, 6, se presentan los resultados obtenidos con
7un§"1inearidad satisfactoria y un coeficiente de regresion lineal
de 0.?@53. De 12 misma curva se determino el valor del coeficiente
de extincion molar como $5425.1 cm.M/1t.

La lineslidad de la respuesta espectrofotometrica asi como ol
valor del tiempo de retencion (1,56 min) se obtuvierdn después de
inyectar en el cromatografo de 1iquidos, bajo las condicizro:
indicadas en el capitulo snterior, diferentes concentraciones de
una solucidn estandar de biotina pura y podemos observar que loco
reaultados son proporcionales tanto con el 4rea como con la altura
del pico. En la fig. No 7 se presenta el cromatograma obtenido vy
en 1la tabla No. 3 y Fig. No. 8 los resultados obtenidos de
concentracidh de biotina contra altura y area del pico.

En 18 Fig, No. 9 se presenta un cromatogramas tipico para una
muestra de premezcla cuyo inerte es dextrina, Como se puede
apreciar, el tiempo de retencidn y 1la resolucion del pico
correspondiente 3 biotina aparecen en la pasicion esperadas Existe
ademas otro pico a 1.9 minutos y que corresponde o 1la elucion de
la dextrina. Sin embargo, tanto el area como la altura de éﬁto
pico no resulto proporcional a la concentracion de destrina debido
8 que en las condiciones instrumentales, este z3lto no]imero 353
fracciono (solamente las especiesade bajo pesa motecular fuerop
eluidas) dejando la mayor cantidad de dewtrina retenida
fuertemente en 1a columna como resultado de 13 baja solubilidad de

ésts  en el medio eluyente y 1a gran afinidad con ol soporte de 1la
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columna, " Por . ests - razoni no:

“:detérminaciones enaliticas con loszotrosjtipqs e premezclas ¥ ' se

optd por utilizar otros métodos alternos.

b). Titulacion yodometrica.

Después de anslizar 10 miestras de premezcla acorde . 3l
procedimiento descrito en el capitulo anterior y realizando dos
derrminacionces de cada ﬁuestra se presents el promedio de 4
anslisis realizados por muestras y se obtuvieron los resultados
presentados en ls tabla No. 9.

Nota! Fuesto que se trats de una titulacidn indirecta oxido-
reduccion, es de esperarse gue en los casos en donde el excipiente
resulta ser parcisl o totalmente soluble en aqua, el consumo de
oxidante alcance valores extremadamente altos., El metodo anterior
solamente es Bplicable para muestras de premezclas que contengan
almidon o carbonato de sodio como inerte. Para los otros tipos de
premezclas fue necesario adaptar el metodo colorimetrico antes

descrito.

c), EColorimetria.

La aplicacion de este metodo como variante de la titulacion
yodométrica presenta las siquientes ventajas?
1,- Se wutiliza un oxidante (yodato) menos enérgico que en la
titulacion yodométrica {peryodato), 1o cuzsl minimiza la influencia
de inertes solubles.
2,~ Qe aprovechs la mayor solubilidad y constante de reparto del

yodo liberado en disolventes nrgéniéDSo
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on‘alguna. de 1las —demas

ﬂn} '10 se presenta ‘13 curva de

;ébédfcién‘ fén friY&duro— en ciclohexsno cuyo maximo
’édrreéponde 8" unas longitud de onds de 520nm. Como se puede
apreciar en los valorea numericos de esia tabla, utilimsndo wuna
celda de cuarzo de Scm incrementa en promedio cinco veces el valor
de la asbsorbanciay razdn por la cual se decidid utilizar este tipo
de celdas pars las lecturas colorimetricas.

En 18 tablas No. S se presenta la qréFica de concentracicn del
ion triyoduro contra absorbanciay, confirmandose que se sique' la
ley de Lambert-Beer.

En la Fig, Mo, 11 se presenta 12 grafica de los resultados
antes wmencionasdosy para la que corresponde un coeficiente de
correlacion de 0.9994,

Todas las muestras de premezclas digponihles fueron analizadas
por esta metodologia (ver capitulc anterior). Los resultados
ohtenidos se presentan en la tabla No. 10.

Es 1importante notar que para todas aquellas muestras que
contienen almidon como excipiente los resultados obtenides son
numéricamente inferiores a los valores encontrados en la
titulacion vyodometrica (ver tablas No.§ y 310) de las mismas
muestras. Lo anterior no es sorprendente debido a que la presencia
de almiddn en estas muestras cenmascara el yado liberado

conduciendo a valores inferiores de recuperascicn.
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d), Eblaroqraf{a;

Con el proposito de determinsr si la reaccidn de reduccidn
electroquimica de 1la biotina, en un medio ascuoso y con un
electrodo gotera de mercurioy cala dentro del daominio
electroactivo, se trazo 1la curva polarngrafica del electrolito
soporte (solucion de cloruro de potasio 0,1M) y posteriormente ge
adicionarén 300ug de bintins y se obtuveo el polarograms que se
presenta en la Fig. No+ 14, Como se puede observar, la onda de
reduccion de biotina presenta una corriente limite de difusion
satigfactoria y el potencial de media onda de este sistems aparcce
a8 ~0.720v contra el electrodo de calomel saturado.

Al determinar las magnitudes de la corriente limite de difusion
contra concentraciones varisbles de biotina pura se obtuvierdn los
resultados indicados en la Fig, No. 15. La recta ajustada presents
un coeficiente de regresion de 0,9653

Posteriormente, adicionando una pequensa cantidad de dextrina a
la solucidn del electrolito soporte, se demastro que ésta no
constituye uns especie electroactiva dentro del intervalo de
potencial considerado.

Los resultados cbtenidos en el experimento en el que sa vario
la concentracion de biotina menteniendo constente la centidad de
dextrina en el sistema, se presentan en la Fig, No., 146. Como se
puede ohservar, 1la presencia de dextrina en el sistema, no
obstante ser una especie no electroactiva, afecta los valores de
corriente 1imite de difusionh como resultado de la influencia de
este alto polimero sobre el sistems de difusidn en réqimen

< . Lt .
estacionario. FEsta observacion nos permite preveer que como
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resultado" es t‘:'péfdida de sens1b111dad. y que a la

concentrarion de dthrlna ronrtderada en ‘este modelo experimental,
1ut111~ar muestras de preme zcla  para analisis directo via
‘ipolarogréf{cay la céntidad de biotina presente en el sistema
caer{a muy por abajo del limite d¢ concentraciones consideradas vy
que al aumenter la cantidad de premezcla original, de modo que la
concentracion de biotina cayese dentro del intervalo considerado,
introduciria una gran cantidad de dextrina polimerica e
afectaria seriamente los valores de viscosidad y régimen de

difusion estacionario,

Validacidn de los metados qufmicos aplicables a» premezclas,
a), Metodo Yodometrico

Pars demostrar la linealidad del metodo, se probé 1a hipotesis
y ©sta fué aceptada va que la“tcalc) es mucho menor que 1a"t’ de
tablas con n-2 grados de libertad y alfas = 0.05; el metodo es
lineal hasta el valor de mavor concentracién trabajada.

En cusnto a la exactitud, se probaran 1las hipdtesis para
determinar 1la e:xistencia de errores de tipo constante vy de tipe
proparcional en donde las”tcalc. en ambos casos son menores de las
"t"de tablas con n—2 grados de libertad y alfa = 0,005 vy un riesqo
menor al 1%, por lo tanto no existen errores de tipo constante ni
de ‘tipo proporcional por 1o que el metodo o5 exacto.

. . ! .,
La precisidah del metodo es de 2,277 de acuerde a los resultados

N "
de Se.
' .
Le cantidad minim: detectable on este método es de Se34ug, ia
cual nos  indica gque para nuestros propositos ¢ste metodo os to

suficientemente sensible,



b). ‘Hetodo colorimétrico.

Hasts el nivel de concentracion makima que se trabaJou se prohd
y se acepto 1s hipdtesis para la lineslidad de éste metodo y® que
1a"tesle,” es muchas veces menar que 1a"t"de tablas encontrada para
n—2 grados de libertad y alfs = 0.05.

En este método al igual que el aenterior se probardn  las
hipdtes}s para determinar 1la presencia de errores de tipo
proporcional vy de tipo constante; se probo’ que no hay ninguno de
estos dos tipos de errores por 1o que el meétodo es ewxacto,

wea ¥

La precisidn del metodo es de 2,19% de acuerdo al valor de “Se
determinada.
La cantidad minima detectable es de 1.37ug y €5t0 nos indica

que 1a sensibilidad es adecuada para nuestros propositos.
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CONCLUSIONES

quantei el desarrollo experimentol de la presente tesis, se
pudierdn ‘evidenciar las fronteras de aplicabilidad de cada
metndologia, desde la fpita de sensibhilidad hasta la pérdida de
selectividad por efectos de interforencia. Estos  paramétros
potencializan @ wuno de los métodos como el de aplicacidn mas
general vy 1a evaluacion de sus inconveniencias, debidss =
fenomenos de sensibilidad y/o posibles interferencias, conducen o
propaonerlo como metodo de mayor validacidn relativa. Las
conclusiones que se pueden obtener de este estudio son las
siguientes?
1.~ La espectrofotometria en el infrarrajo no e5 una tecnica
aplicable ni aln para la identificacian de biotina en premezclas.
2/~ l.a tecnica de resonancia magnetica protdnics de onda continuay
como 1a utilizade en esta tesis, no permite identificar 1a
presencia de biotina en premezclas. Comoe antes se indicd, o5
posible que el uso de un equipo de pulsos pueda identificar, y
aventualmente cuantificar las sefales debidas & biotins en
premezclas,
3,~ La espectrometria de masas aplicada al analisis de 1las
muestras de premezclas, en principio, pedria permitir la
cuantificacidn de biotins utilizande l@ teécnics SIM  (single 1ian
monitoring), 6in embargo, la naturaleza de los #ucipientes de las
premezclas no permiten la realizmacion de esta tecnica debido a  la
descomposicion termica que sufren, con o cuxl  seo 3ltern
sensihlemente el valor de vacio do oporaé}nn. tna variante de ésta

.
tecnica la constituyen los sistemas acoplados cromatografn  de

=
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gases-espectrdmetro  de masas  con e eniente .de  que . las

muestras de premezclss débepén'gbméterse‘a proceéos” pfevios‘ de
derlvatiiacidn. o o ‘

4,- La aplicacidn de 1s cromatograf{s en capa fina permite la
identificacidn de biotina en premezclas sin importar el tipo de
excipiente. Las inferencias cuantitstivas son previsibles cuando
se qtilizan visualizadores especificos, procedimientos
estandsrizados vy densitometros electronicos.

S.- La potencislidad de 1la cromstegrafia anterior, con  una
instrumentacion mas sofisticada, se aprovechd cuando se utilizc la
cromatografia de liquidos de slta presion. La resolucion de los
componentes de las premezcles y la relacion area-concentracidn  en
las condiciones experimentales resultardn satisfactorias, £l
incaonveniente que se observd, y que por ende limito su aplicacion,
consistic en 1la fuerte interaccioh de los excipientes vy las
porciones polares del soporte de ls columns, ademas de la  poca
solubilidad de d&stos en 1la fase movil} lo que condu,jo 2
obhstrucciones en la columns vy numeﬁtu de presidn en el sistema de
bombeo de disolventes.

4.~ Los resultados de 1a validacion del metodo yodometrico
reportados en ésta tesis cumplen con las parametros estad{sticos
de lineaslidad, esactitud, precisidn vy sensibilidad.

7.- E1 método yodometrico es splicable s0lo a las muestras de
premezclas cuyo excipiente es almidon o csrbonato de zodio.

B.- Los resultados de la validacion del metodo colorimétrica
reportedos en este tesis cumplen con los parametros estadisticos

de linealidad, exactitud, precisién y sensibilidad,
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‘9~ La - tecnica célofimétrlq‘ ‘dg ‘. “biotina. en

premezclas es satisfactoria . premezclas, Sin

embargo, en el éaéq dondé ;}féxgiﬁiehﬁe_eélélmiddn. se observa
perdida de sensibilidad, B

10.- No existe diferencia significativa  entre los metodas
yodometrico y colorimeirico, cuando se comparan los parémétros
estad{sticos de linealidad, exactitud, presicion y sensibilidad,
por 1o gque ambos son aceptados como metodos de cuantificacidn de
biotina.

11.~ La tecnica polarografica como fue descrita anteriormente, no
es aplicable para 1a cuantificacion de bintina en preme=zclas
debido a 1los factores antes discuytidos. Gin duda el uso de
electrodos sélidos giratorios podria representar una alternativa
de wvalorscidn superando los problemas inherentes al regimen de
difusion,

Por consigquiente, no exite un metodo quimico de aplicacidn
universal (ni anin el metodo microbiologico) para la cuantificacidn
de biotina en 1los diferentes tipos de premezclas, E1 m€todo
microbiologico, de aplicacion mds generalizada, solamente
determina el contenido de enantidmero bioldgicamente activo (D(4)-
biotina)., Los métodos reportados en esta tesis, no realizan esta
descriminacion, por 1lo que los valores asi determinados se
egperardn  superiores a los que se obtendrian utilizando el métoda
microbio]égico‘

Es necesario enfatizar que el presente trabajn de tesis, por
haberse desarrollado bhajo un enfogque analitico, no contempia el

tratamiento de dotos estadisticos con el rigor gque caracterizaria
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a un trabajo dirigido con propésitos de tontrol de calidad, i.os
resultadas experimentales aqui reportados nos indican que 13
participacion de los excipientes presentes en los premezclas, es
poco significativa en cuanto a3 1a reaccion principal de dnxido-
reduccidn se refiere., El tratamiento estadistico aqui reportado,
evidencia 1ls cuantitatividad de 1la reaccion entre biotina vy
titulaqte indicasndo su alto grado de confianza estadistica.
Sers competencia del quimico snalitico seleccionsar el metodo
‘mas indicado pars la valoracion de bioctina en premezclas, sin
embargo recomendamos que,en todos los casosy 1las determinaciones
se realicen con una prueba en blanco paraslela y, eventualmente,
realizando determinzciones en paraslelo a muestras de premezclas
que contengan cantidades adicionales de biotins pura como estandar

interno.
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