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OBJETIVOS 

-Recopilar información blibliogréfica de métodos qYÍmicos para la 

cuantificación de biotina, 

-Validar algunos de los métodos químicos encontrados en la 

recopilación bibliográfica para la cuantificación de biotina. 

-Determinar el método óptimo para la cuantificacion de la vitamina 

antes mencionada u nivel de microgramos. 

-Cuantificar bicitina en las muestras de pre~ezclas estimulantes. 
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INTRODUCCION 

Uno de los aspectos mas importantes del proceso de formación 

de un profesional de la Química se alcan=a cuando, para lo 

resolucidn de un problema práctico, se han de tomar en cuenta la 

diversidad de conceptos teóricos adquiridos a lo largo del 

c1Jrric~lum acad~mico. En ese momento,las metodologías y los 

diversos conceptos teárl.cos alcanzan su má::j mo significado y la~, 

diferentes materias cursadas parecen fusionarse y asociars~ en 

torno del obJetivo analítico planteado. 

Psra el desarrollo del presente trabajo de tesis se han 

considerado diferentes metodologías analít1c;is q11e, por estruct11ra 

acadé11ics, han sido tratadas separadnmente en las aulas y al 

reconsiderarlas en este entorno práctico, apartan una gran rtqtJc-;:;' 

conceptual y adquieren trascendencia en lo relativo a Sil 

extensidn, aplicabilidad y limitaciones. 

El problema 

definición de 

planteado en esta Tesis se orienta 

las características esenciales de 

hacia la 

aquel lí1s 

mercancia~, materia de comercio exterior, ql1e estdn suJetas a 

regímenes fiscales de importación o cxportacidn y a establecer las 

ba~es técnicas que garanticen la correcta aplicación de la 

legislacidn aduanera. 

México, a trav~s de instituciones debidamente acreditadas, 

importa del extranjero preparaciones destinadas a la elaboración 

de alimentos balanceados para animales que contienen cantidRdes 

variables de bjotina (vitamina H), Para la aplicacidn correcta de 

la fracción 23.07A.005, se debe realizar una determinacidn 



cuantitativa de biotina <cuya cantidad establece ol •valor• 

comercial de la preparacidn) en presencia de diferc11tes 

excipientes en una forma r~pida, 

confiable. 

económica, reproducible y 

Por consiguiente, en el presente trabaJo de tesis se revisan 

las diferentes metodoJog{as analítiras rPportades en ls literat~1J·~ 

para la determinación de biotina, se discute su aplicabilidad, se 

presPntar1 los rasl1l.tados obtenidos y se seleccionan las t~cnicab 

mds adecuadas ~~ra la determinación baJo las condiciones antes 

mencionadas, 
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CAPITULO 

Biotina 

Historia,(ll(2l 

La importancia de la biotina en el crecimiento de los 

microorganismog se remonta a la ~poca de Pasteur en el afio da 

1860, dl notd que para la estimulación del crecimiento de 

levaduras y otros microorganismos se requería de la pres~ncia de 

un material albuminoide. De 1872 a 1901 Pasteur abrigó el concepto 

de •factor esencial~ para el crecimiento de los microorganismos. 

Se contempld la posibilidad de c~1Jtivar levaduras sin el •factor 

esencial' pero se dieren cuenta de que sólo si se adicionaba 

cerveza fermentada, agua de levadura, peptona o ext1·acto de carne, 

había crecimiento. Eata actividad fue designsda •btos'J se hizo el 

primer intento de aislnmiento y de identificación química en el 

año de 1902, 

En los treinta afias siguientes se descubrid que •bias• era una 

mezcla de factores esenciales. Para 1924 •bias• fue fraccionado r.n 

tres substancias~ la primera, designada bios 1 se identificó como 

meso-inositoli la segunda, bios II fue reemplazada por ~cido 

pantot~nico y por beta-alanina suplen1entada con L-leucina. La 

tercera, bies III, fue identificild~ como blot1na. 

Durante los años treinta, SP. hicieron investigaciones 

independientes sobre el factor para crecimiento de levaduras <bies 

JI B>, factor du promocidn de crecimiento y respiración para 

Rhizobium trifollii (coenzima R>r y factor esencial en le 

nutrición d~ ratas <vitamina H>; cada uno du estos estudios 

dieron con el mismo factor, biotina. 
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La actividrid dD bias II B fud designada provisionalmente como 

biotina. En el proceso para su aislamiento se probó que la meJor 

fuente ~e esta actividad era la yema de huevo seca, La biotina se 

aisló de ista fuente en forma de dster metílico cristalino, y 

despu~s se probó que su actividad era id~ntica a la del factor 

bies II B. 

En el mismo periodo, una serie de factores designados ·r~ctor 

protectivo x·, vjtamina H~ y •factor protectivo contra el mal Me 

htJE?VO fueron fraccionndos a partir del hígado y 

subsecuentementP s~ demostrd que eran el mismo factor y ql1e 

poseían las mismas propiedades a aquél aislado de la yema 1ie 

huevcJ, biotina. 

Gyorgy y du Vigneaud en 1940 aislaron el dster metílico 

cristalino de ln biotina a partir de hígado y probaron su 

identidad con el éster metílico de la biotina. 

Cuando sP usó yema de huevo seca como material inicial, se 

obtt.tvieron 1.lmg de btot1na cristalina a partir de 250 Kg de yema 

de huevo seca; te~ier1do en cuenta que el matPrial inicial 

contenía aproKim8dam~nto 80mg, ésto determinado por ensayo1 ~l 

aislamiento dió un rendim1ento del 1.4%. 

Nomenclatura y f1~rm11la. C3> C4) 

Nombr~ aceptado: Biot1na. 

Nombres obsaletosl Bias 11 

Bias JI B 

Vi.tamina H 

Factor X 

CoP.nz1ma R 

•t·11c:tnr ant.:i nmJ dr.,.>l huevo blanco•. 
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F6rmula empirica: C10H1603N2S, 

Nombre químico l /\cid o ci s-hexah id ro-,2-0:10-,i'H-:-~ien~;-( 3'~ 4 ).:i.mida::ol-

4-valérico, 

n-valérico. 

Ls siguiente estructura, propuesta en 1~42, fud establecida con 

una síntesis total en 1943 (4), 

Ouímica y Propiedades Físicas.12)13ll5ll61 

a), Propiedodes quí~icas y físicas. 

La biotina cristaliza de agua en forma de aguJas largas y 

finas, cuyo punto de fusidn es de 232-233 •e, su gravedad 

específica es de 1.41. Es un ~cido monob~sico dibil <Ka=6.3x10-6). 

Punto isoeléctrico pH=3.5. El pH de una solucic:i'n acuosa al O.OtX 

es de 4.5. Su solubilidsd a 25 ºe (mg/100ml> es: en agua, 

aproximadamente 22; en alcohol al 95/., apro~:imndamente 80. 

Prácticamente insoluble en solventes org~nicos, La sal de sodio es 

realmente soluble en agua. La b1otina natural (d-b1otina) 

óptÍcamente activa, [°")P =+92 en una solucicin de hidróxido de 

sodio 0.1N. El compuesto puro es estable al aire y a la 

temperatura, en solucicin acuosa es estable a lOOQC. Las soluciones 

moderadamente ácidas son estables por varios meses; las soluciones 

alcalinas son menos estables, pero parecen se1· razonablemente 

estables arriba de pH de aproximadamente 9, Las soluciones acuosas 
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son muy __ . süs_c·e~_t.~.b~es .al crecim"ient.o de hongos, Las soluciones 

t:1_~_i,da_s_-.P'J_edef1' eStórf~i~f?rsé por calor, La biotina el? incompatiblP 

con dcido nitroso, agentes.oxidantes, formaldehído, cloramina T, 

ácidos fuertes o álcalis fuertec, 

La substancia sint~tica pura es realmente cara, s~1 precio es·Lá 

alrededor de 18,75 dólares por gra~o. 

b), Aislamiento.(1)(2)(3) 

La sigui~nte descripción es el aislamiento típico de biotina ~ 

partir de la yema de huevo y e~ procedimiento general de 

aislamiento de esta vitamina a partir de una variedad de fuentes. 

El primer aislamient~ fud a partir de 1000 huevos frescos, s~ 

extraJo con acetona y se precipitó del filtrada cor1 cuatro 

volUmenes de alcohol~ el precipitado se redisolvid en agua y las 

impurezas se precipitaror1 con acetato de plomo, la substancia 

activa precipitó con ~cido fosfotdngstico. El precipitado contenía 

el factor activo el cual se volvió n purificsr con hidrdnida! de 

bario y se agitó con carbón activado para adsorber la biotina. El 

adsorbQto se lavd con etanol al 50%, la biotina fu~ eluícta con 

acetona al 60% conteniendo 2.5% de ión amonio. Se volvió a 

precipitar con ácido fosfotdngstico y por descomposición con 

hidrrh:ido de bario se obtuvo la fracción activa soluble en 

alcohol. Con clornro dt: mf~rcur10 SP removieron las impure=os y SP 

reali=o una a•terificnctón con metanol y dcldo clorhídrico. El 

~ster metílico f•Jd obtonido en forma cristalina par destilacidn ~J 

Alto va~fo y cr1stnli~n~1órl 1f0 •Jna me=cla de cloroformo y riter cla 

petrel leo. 

C) • f1rupor., func ionnlf:?S • ( 1) ( 3) 
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La fácil saponificación del éster metllico de la biotina indica 

la pérdida de un grupo metilo, La re-esterificación del ácido 

libre se puede llevar a cabo con el uso de diazometano; el éster 

metílico producido de esta forma fu6 idéntico al aislado de 

fracciones de hígado. La biottna, en contraste con el éster 

metilico, no libera vapores de iodo cuando se trata con ácido 

iodhíd,ico Y consecuentemente no contiene grupos-OCH3r NCH3, o 

SCH3. Una titulación electromdtrica de biotina did una curva que 

sería la de un ácido monocurboxilico, La biotina cristaliza de 

soluciones de ácidos fuertes en forma de ácido libre. Este hecho 

Junto con la curva de titulación indican que el grupo b~sico de 

los grupos presentes en la molécula es muy débil, 

Par hidrólisis drástica con ácido clorhfdrico o hidróxido de 

bario de la biotina, se obtuvo un ácido diaminocarboxilico, 

C9H1802N25, y se encontró que contenla dos grupos amino primarios. 

La formación de un ácido diaminocarboxllico fu~rtemente hjsico, 

C9H1802N2S, a partir de la biotina débilmente b~sica, C10H1603N2Sr 

con el reemplazamiento de un grupo ca pot• dos dtomos de hidrdgeno, 

mostró una estructura de urea cíclica. Esta proposicidn fué bien 

soportada por la resíntesis de biotina a partir del dcido 

diaminocarboxilico con fosgeno. 

La formación de una sulfona estableció la naturaleza de tio 

dter del átomo de azufre de la biotina, y se concluyó que la 

biotin~ es un cicido monocarbo~-dlico q•te cnntir.ne •rnn estructurn de 

urea cíclica con un átomo de azufre en ligad11ra de tia ~ter. 

Se obtuvó información muy importante de la estructura de ln 

biotina durante estudios de rompimiento por oxidación del ácido 
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din~inoca~boxÍlico con permanganato alcalino o con ~cido nítrico 

cLíncl?ntT'ado. Dicha oxidación resultó en la formación de a'cido 

adípico, C6H1004, Uno de los dos grupos carboxilicos del ~cido 

-adípico deberí~ de estar presente originalmente en el ~cido 

diaminocarboxÍlico y era muy probable ql1e el ~cido adípico foT'mado 

por la oxidación del icido diaminaca1·boxil.ico apareciera no de la 

estructura cíclica sino de una cadena lateral alifitica -CH2-tH2·· 

CH2-CH2-COOH enlazad~ a un ritomo de carbono del anillo d~ la 

mole'cula de bio+,ina (5>. 

e')• flnálogos de la biotina biologicamente activo~~ y 

derivados,(1)(3) 

Existen muchos compuestos an~logos a la biotina que tienen 

octividad b1olcig1ca. La destiobiotina (1) ~5 11no de ellos y ha 

sido sintet1=ada totnlmente y también se ha obtenido como un 

producto de degrüdución de la biotina. La actividad de este 

compuesto pnra estimular el crecimiento de alguno~ micT'oorganismos 

se atribuye 0 la capacidnd de estos para convertir la 

(I) 

l_e oxibiotina <II>, tambi~n sinteti~adn totalmente, existe sólo 

en la config11ración c1s con respecto a los anillos. 

El ácido s1.1lfLÍnico de J•a <+, .... >·~ox1b1ot1na y su corr(?spondiPnt(' 

tiol v benciltioéter (111) son efectivos antagonistas de la 

biatin~ parn ci~rtos microorganj.smos, 
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. 11 H ..... Nw~·N~~ .. · ... : . 

. 

' . .. . 4 OH 
.L-
o Il[ 

X' SO,H.SH. SCH,c,,H, 
Ta,,.¡,ién el sulfÓ><ido de biotina <IV> ha sido sjntetizado. Se 

aisló ~as tarde de un filtrado" de cultivo de Aspergillus niger, y 

ahora se cree qua tiene alg6n significado metab~lico. 

La sulfona de biotina CU) actda como promotor de crecimiento 

para levadura&, pero inhibe el crecimiento de e iertos 

Lactobacillus y Estafilococcus. 

Bioc.itina <VI). Este término se u~a para designar a ln b1otinu 

que se encuentra en forma enla=ada en los muchos productos 

naturales solubles, especialmente durante la autcilisis controlada 

de levaduras activas metabolicamente. La biocitin~ fu~ aislada y 

caracterizada como (tl-dpsilon-N-blotinil-L-lisina. 

d). sintesis.(1)(3)(7) 

Lo biotina, constituido por un tctrohidrotiofeno, es el mds 

importante derivado natural del tiofeno. 

La biotina tiene dt1s átomos dr. cArbono asiinétricof.i y, por lo 

tanto, la mot~cula puede existir on ocho formas opticamente 

ac~ivos <c•Jatro racematos), Todos ellos h~n sido obtenidos por 
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!fiíntesis. Sálo.•Jna de las fcirm·á~''óptt~a~ente activas, la idt1nti.cil 
_- :"-·: - ·-·.: -;', ,·:·<.·:· .. 

a. le <+l;_biotina natural, es biológi;camente activa, Confirmando 

las deducciones de los estudios químicos, los exámenes de rayos X 

han mostrado que la unión de los anillos es cis, que l~ 

orientación de la cadena lateral con respecto a ellos tambidn es 

cis y que la configuración absoluta es la que ~e indica. 

Se han propuesto tres síntesis muy similares para la biotina; 

la que confirmd la estruclt1ra propuesta por du Vigneaud ft1d la dP 

Harris y sus colaboradores llevada a cabo en los laboratorios dp 

MercK y que a continuación se describe. 

En esta síntesis, los materiales de início fueron la cisteína 

(1) y el ácido cloroacético los cuales fueron condensados. Después 

de la benzoilación y 0sterificacidr1, este producto de condensacidn 

lII> fué tratado con metóxido de sodio, El compuesto resultante 

(U) se sometió a descarboxilación despu~s de un tratamiento con 

dcido clorhídrico en una solución acuosa de ácido acdtico. El 

compuesto <VI) contiene el anillo de tetrahidrotiofeno, un grupo 

Dmino y un grupo amino potencial en la cetona. 

El mctjl-gama-formilbutirato l1sado para introducir la cad~na 

lateral de dcido valdrico fué preporado a partir de dcido 

glutdrico romo material inicial. El anhidrido glutdrico <VII> 

fl1d trntndo con alcohol m~Lilico para formar el dster metílico del 

ácido glutárico CVJ!J)y el cual fu~ convertido, con cloruro de 

tionilo, en el cloruro de gama-meto>:ibl1tirilo <IX>, y finalmente 

se hi:.:a unil hidrogr.nac-ión de Rn~:>enm1.ind para convertirlo en 

aldehido <X>, 

La candensaci6n de el cetotPtrahic\rotinf0no CVJ) con el 

producto <X> se rea1i;:6 11sanr10 piperidin.1 y <ir:ido acét,ico como 
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catalizador. La cetona insaturada IXI>, despu~s de tratamiento con 

hidroxilamina en soluci6n de piridina, did una oxima insaturada 

<XII), Este compuesto contiene el esqueleto de carbonos de la 

biotina completo con dos ~tomos de nitrdqeno y el citomo de a=ufre 

en la posicio'n apropiada, La reducción del grupo o><imino y de la 

doble ligadura hasta dar un compuesto completnmente •aturado se 

realiz~ en dos pasos, Primero, un tratamiento del compuesto (XII> 

con polvo de zinc y ~cido accit1co en pre5enc1a d~ anh{drido 

ac~tico dici como resultado dos compuestos <XIII y XIV> los c11ales 

difieren sólo por la posicidn de] doble enlace. En el segundo 

paso, se realizo' la hidrogenación de e'st.os compuestos usando un 

catalizador de paladio y gas hidrógeno, dando 

igoméricos completamente saturados 1 XV) una 

saponificación para obtener el compuest.o <XVI>. Ambos compuestos, 

CXV) y <XVI) fuerón convertidos en ácido diaminocarboxílico 

<XVII siguiendo el procedimiento de du Vigneaud y Sl.lS 

colaboradores después de tratamiento con hidróxido de bario. Así 

como el correspondiente p reducto natural~ este ácido 

diaminocarboxilico sintitico did despu~s de. tratamiento con 

carbonato de sodio y fosgeno el compuesto de urea cíclico <XVIII), 

teniendo la estructura de la biotina natural. 

O O O H O 
11 N 11 11 1 11 R-OH 

NaS~ONa H, LºH 0./'""-.c1 ºjN LºH H,so. 
Nf~ 1) Cl-CH,,COONa OH l?'Í 

2)H+ s~ )U s~OH 
11 11 
o o 

I TI TI1 
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~ 11 
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NH,OH 
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11 

Hu C.H,,N 
11 HOAc 

o/ 

X 
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IX 

H 
1 <:> . 
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Ba(OH), 
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H, N./'..N,,H 

~o 
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e). Preparacicin ind11str.i.al, (3) 

La biotino se produce comercialmente pot· una síntesis 

desarrollada en los Laboratorios de Inv~stigación de HOFFMAN-LA 

ROCHE, Inc. Djfiere mucho d~ las síntesis publicadas anteriormente 

y se caracteri=a por el hecho de que e~ usado como intermediaria 

un icido mesodiaminosuccÍnico. Esto autom~ticamente conduce a la 

estructura cis del producto final, el cual tambi~n es obtenido en 

la forma 6ptícamente activa, Las siguientes fcirmulas describen la 

síntesis. 

o 

L" OH 
11 
o 
I 

o 
11 R R,N/'-..N/ 

HQ~OH 
11 11 
o o 

o 
11 

Br.:c::oH 

Br OH 
11 
o 
Il 

o 
11 

R,N~N"....-R 

o~O~o· 

17 

H o 
1 11 

R.....-N.:c::QH - -R'-N OH 
1 11 
H o 

m 

-
o 

R, A _.,..R 
N N 

~º"' OH 

3ZIIl 



-

1X 

XI 

o 
Á H-N N-H 

~OH 
'' o 

X 

XII 
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Estimación,(3)(8)(9)(10) 

En los productos alimenticios naturales y a~n e~ concentrados, 

la biotina se encuentra presente en concentraciones extremadamente 

pequeftas. Consecuentemente su esti~acidn depende principalmente do 

s11 ef~cto biol6gico en animales superiores y ~icroorganismos. 

Ni.ngdn mdtodo químico o físico es eficaz hasta ahora para lB 

estimacidn de biotina. 

El método microbiológico tiene la ventaJa de ser tdcnicamnntP 

simple y de procedimientos cortos. Sin embargo, tiene serias 

limitaciones. La mayoría de los microorganismos usados para el 

ensayo de biotina responden sólo a biotina libre y no a biotina 

enlazada. Por lo tanto, los concentrados deben ser preparados n 

trav~5 de un tratamiento enzimático o hidrólisis ~cida con el 

obJeta de liberar la biotina enlazada y tenerla en solucidn 

acuosa. Ademds, Los microorganismos pueden tener respuesta a 

homdlogos cercanos, análogos, productos de rompimíentoy o 

precursores, como el ácido pimélica, y otros químicos similares no 

relacionados como el rlcido oléico en una forma mas inespecífica 

que en animnles superiores. 

l~a estimación bioldgica de biotina puede llevarse a cabo en 

ratas y en pollos provocandoles una deficiencia en biotina por 

medio de raciones espPciales de alimento. 

Hetodo microbiol6gicol 

Ur1a amplia variedad de microorganismos requ1erer1 biotínn para 

su. crecimiento y m11chos de ellos han sido utilizados para su 

ensayo. Estos incluyen Clostridium bot•1linium, alqunas bacterias 

de dcido ldctico y levaduras, Rh1zobium trifolli, y Neuro~pora 

crass~. De esto~, el mas ampli~mente usado y que hA tenido un 
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dxito uniforme ha sido el mdtodo de Wright y Skeggs, el cual 

emplea Lactobacillu~ arabinosus como organismos de prueba. El 

crecimiento de L. srabinosus en un medio basal libre de biotina se 

incrementa con la concentración de biotina en el rango de O a 2mg* 

por 10ml de medio. La biotina pura y las muestras con un contenida 

de biotina a varios niveles dentro de este rango se adicionan a 

tubos individuales conteniendo Sml de medio basal; cada tubo se 

diluye de9pU~9 a 10mlr se tapar se autoclavea, se enfría, y se 

inocula. La respuesta del m•croorganismo a prueba es generalmente 

determinando por titulación ácida después de 72 horas de 

incubación a 37'CI o puede hacerse una estimación turbidimdtrica 

del crecimiento a las 24 horas. 

La especificidad del microorganismo que se usa en la prueba por 

vsrios derivados de biotina puede ocurrir, sin embargo ninguna de 

las formas de biotina enlazada, como biocitina, o alguna de las 

compleJas combinaciones de esta vitamina que ocurren naturalmente, 

pueden estimular el crecimiento en lugar de biotina libre. Por lo 

tanto, es necesario liberar la biotina de estas co~binaciones por 

medio de una hidrdlisis. En la mayoría de los productos, la 

hidrdli5is con ácido sulfdrico 6N a 120°C libera unB cantidad 

má:-time de biotina; en algunos productos, sin embargo, este t.rat2 

miento destruye algo de biotina. 

Acidos grasos insaturados como el ácido oléico y el dcido 

linoldico, reemplazan la biotina para L. arabinosus cuando est~n 

presentes en grandes cantidades, e interfieren con el ensayo d~ 

biotina en concentraciones considerablemente baJas. 

El método de ensayo para biotina con levaduras es algo m~s 
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aparatos ~á~;: comple;jos y una esiimacidn pero . . . . : 

t•irbidimétricá del creClmfénto;~ ~se requieren de los misml1S 

procedimientos de extraccíó~ para liberar la biotina que con L• 

arab inos1Js. 

Farmacología, !3 > 

La administración de biotina, ya sea en un sola dosis elevada a 

en pcquefias dosis m~ltiples, no tiene 1Jna acción farmacodindmica 

muy apreciable. 

En perros y ratDs no se han observado efectos tóxicos al 

administrarles grandes dosis de bidtina. Tampoco hay signas de 

irritación despuds de la aplicacidn local de biotina en la cornea 

(coneJos) o de~pués de inyección intrad~rmica (cuyos) o 

intramuscular <conejos). 

La secreción del dcido clorhidrico por las gldndulas g~stricas 

parece ser dism1nuída por d-biotina. La función renal y metabdlica 

no experimenta cambios después de la administración de una dosis 

elevada de biotina. Dosis orales repetidas de biotina no producen 

cambios en la función hepática o renal, fibrindgeno de la sangre, 

temperatura rectal, sensibilidad en las terminaciones nerviosas y 

regeneracidn de la pi~1. 

·' Algunos estudios farmacoldgicos en ratas deficientas de biot1na 

revelaron alg11nos hechos interesan ta-~:.. La amplitud de los 

contracciones de ~tero o intestino aislados de ratas deficientes 

de biotina es menor que la d~ animales no1·1nales de la misma edad. 

L~ biotina adicionada a la solución Ringer-Lo~K en la que fueron 

suspPndidos los organos aislados, no alteró las contracciones. 

21 



Fuentes.<5> 

La biotina se encuentra ampliamente distribuÍda en materias 

naturales 

células 

y es probablemente el constituyente universal de las 

vivas. A~n en las fuentes más ricas, la concentroción 

absoluta de vitamina es muy baja, del ordPn de una porte por 

millón, por tanto, se rcq11ieren grandes cantidades del material 

inicial para extraer lo cantidod suficiente de biotina. 

Las fuentes mds ricas en biotina son el hígado, el ri~6n, 

pdncreas, yema de huevo, levaduras, y leche. Los vegetales 

fregcos y algunas frutas contienen cantidades apreciables y la 

carne y pescado de todos tipos contienen la vitamina en peq11e~as 

cantidade~. Se ha reportado que la gelatina Royal es ~uy rica en 

biotina. 

Presentaciones Comerciales 

Debido o que la biotina por sí misma es muy estable y SP 

presenta en forma sólida no es necesario someterla a ningún 

tratamiento especial de acondicionamiento, ya que estos tienen el 

fin de incrementar la estabilidad de aquellas vitaminas que se 

degradan fácilmente al estar en contacto directo con el medio 

ambiente. 

Las presentaciones comercinles de la biotina para uso 

veterinario consisten en una mc=lca de ésta con excipiontes, los 

excipientes que generalmr.ntes se utilizan son! Carbonato de sodio, 

silicatos, fosfato tricálcicor almidón, dextrina o algun tipo de 

harina vegetal. 

Esta presentación 5e hace con el fin de dosificarla y poderla 

incorporar facilmenta a las formulaciones de alimentos. 
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'CllPITULO II 

FUNDllMENTÓ DE Ll\S l'E~NICllS ANllLITICllS UTILIZ/\Dl\S 

1. Espectroscop!al 

11>, lnfrarro,jo. (11> 

Ln radiación inf rarroJa se refiere a la parte del espectro 

elect ro111agnético situado entre las regiones visible y de 

microondas, Comprende la porción entre 4000 cm-1 y 666 cm-1 (2,5-

15,0-micrones), Las posicione<:; de las bandas en •Jn espectro d" 

infrarro,jo se pueden e>:p res ar como nl.Ímt?ros de onda o como 

long i tudec. d" onda. l..a un id ad de nl.Ímero de ando <cm-1) es más 

utili;:ada ya que es directamente p rapare ion al " l" energía de ln 

vibración. La lanCJit•1d de onda se reporta en micrones. La relación 

entre nómero de onda y longitud de ondn se establece como sigue: 

cm-1 = l/um 10e>:p4 

El contenido enDrgótico asociado a cada n<lmero de onda en el 

espectro de infrarrojo prorl11ce ltna absorción diferencial de la 

energí~ incidente lo que se traduce en un ~umento de la frecuencia 

vibracional molecular. Considerando que cada enlace molecular 

posee un valor discreto de energía vibracianal, el espectro de 

infrarroJo q~te se obtenga contendr~ información relativa al tipo 

de grupos funcionales presentes en la moldcula. 

L~ interpretaridn de la informnción espectral se puede realizar 

tomando en consideraLidn los dife1·entcs modos vibracionales 

conocidos (5tretching, y bnnding) que se r~portan on publicaciones 

espacioli=adas 01> o por comparación del ~spectro contra espectros 

de referencia. 
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B), Resonancia Magnético Nuclear (12), 

El ndcleo de hidrógeno tiene propiedades magn<lticas. Cuando un 

compuesto que contiene hidrógeno se coloca en un campo magn~tico 

fuerte y simultáneamente se irrad{a con energía electromagndtjca, 

los ndcleos de hidrógeno del compuesto pueden absorber energía 

mediante el proceso conocido como resonancia magn~t1ca. 

El protón que gira genera un pequeno momento magndtico que 

coincid"e con el eJe de rotisción, de modo que el núclr.o actúa como 

un pequeño imán en forma de barra. 

Cuando un compuesto que contiene hidrdgeno es colocado en un 

campo magnético externo, los protonüs pueden alinearse en 11na de 

dos formas con respecto al campo magnético externo. El momento 

msgndtico del protón puede estar alineado con el campo externo o 

contra ,l. Las dos alineaciones del protón no son de igual 

energía. Cuando el protón esta alineado con el campo magnético s•1 

energía es menor que cuando esta esta alineado contra el campo 

magnético. 

En un espectrdmetro de resonancia magnética nuclear, se 

suministra energía mediante radiación electromagnética en la 

región de la frecuencia de radio, de 6sta manera el protón e5 

desviado de su estado de energía inferior (alineado con el campo) 

a su estado de energía superior (alineado contra el c~mpo>. La 

energfa que se requiere es proporcional a la del campo magn~tica. 

En un campo de 14.092 gauss, unu radiación electramaqn~tica de 

60HHZ (60 megahertz o 60 mmillones de ciclos por seg•mdo) 

suministra la cantidad correcta de energía, 

la 1·elacidn entre la frecuencia de la radiación, v y la fuerza 

de campo magnético, Ha, es: 
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dond"et 

Los 

v•gHo/211' 

g• constante giromagndtica <26,750 para 

el caso del núcleo de hidrógeno) 

Ha• Intensidad de campo magnético en 

ga1JSS 

v= f1•ecuencia en H: 

espectrdmetros de RHN estan dis~fiados para que 

frecuencia de radio se mantengR constante (60MHz) y se hace variar 

el campo magndtico, Cuando el campo magnético 5e encuentra a la 

fuer~a correcta, los protones cambian de un estado a otro y al 

hacerlo absorben energía de radiofrecuencia. Esta desviacidn de 

los protones genera una pequ~~a corriente el~ctrica en una bobina 

de alambre que rodea a la m•Jestra, Despurls dp amplificarla, la 

corriente se presento como •.lnn sefial en el espectro. Puesto que el 

n~cleo involucrada es el protón, el espcctro suele llamarse RHP 

<resonancia magnetic~ protónica), 

La fuerza del campo magnético se mide a lo largo de la parte 

inferior de los espectros en la eocaln d (delta> en unidades de 

ppm <partes por millón> y en la parte superior en ciclos por 

segundo, La fuerzil deJ cnmpo mngn~ttco numenta de 1~quierda 

derecha. El resultado de un espectro de RMP muestra muchos picos 

de absot·ción que rcfle~¡an las dif~ronci8G cr1 el ambiente de los 

protones, por lo quQ p•1eden dar gran información con detalle 

acerca de la estr11ct.ur;i molf~cular. 

l.os aspectos que se debPn tener en cuenta para 
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interpretación de un espectro de RMP son los siguientes: 

a>. El número de señales I el que ind ic:a cuanto~ ti~os ~,di f~rent'es 

de protones hay en una moléculal 

b), Las posiciones de las seftales; las cuales repre5entan algo 

acerca del ambiente electrónico de cada tipo de protdnl 

e). Las intensidades de las señales; lBs que indican cuantos 

protones de cada tipo hay/ 

d), La divisidn de una sefial en varios picos; la que nos revela el 

ambiente de •Jn protón con respecto a et.ros protones cercanos. 

Cl. Espectro~etria de Masas.<13l <14) 

Por medio de la espect.rometria de mesas se obtienen pe~os 

moleculares exactos; puede dar una fórmula molecular, o al menos, 

reducir las posibilidades a muy pocas y puede indicar la presencia 

de ciertas unidades estruct1Jrales en una mol~cula. 

En un espectrdmetro de ma9as las moleculas en el estado gaseoso 

y a baJa presión son bombardeadas con un ha= de electrones 

energéticos y uno de los efectos que este bombardeo produce as 

desprender uno de los electrones de la molécula y producir lln ión 

de carga positiva llamado idn molecular. Cada tipo de ión tiene un 

razón de masa a carga o un valor m/z. La c~rga es para l;.1 

mayoría de los iónes, por lo que m/z representa su masa. 

H + e- _..,:,. H+ + 2e-

Ion molecular 

Un ha= de electrones con una cnergia de 70 electronvolts 

(apro:dmadamente 1600 Kcal/moll no sdlo desprende los electrones 

de las moléculas produciendo iones moleculares, sino que también 
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imp?rte a -1os iones moleculares un excedente muy grande de 

energía. Despuds de que se forman los iones moleculares la mayor!~ 

se rompen en pedazos; se fragmentan. La fragmentación se puede 

efectuar de diversas maneras dependiendo del excego de energfa 

interna contenido en el ión molecular. 

El conJunto de iones se analiza de tal manera que se obtiene 

una seóal pare cada valor de m/zJ la intensidad de cada señal 

refleja la abundancia relativa del ión que produce la senal. E1 

pico mayor se denomina pico base y su intensidad se toma como 

100%, la de los otro~ m~ximos se expesa en relacidn con el de la 

base. 

Un diagrama que ilustra las intensidades relativas de las 

señales correspondientes a los diversos valores m/z se denomina 

espectro de masas, el cual es característico para cada compuesto. 

La mayoría de las elementos se encuentran naturalmente en formn 

de varios isótopos! predominündo el más liviano y Giendo m~G 

escasos las más pesadon. 

En el espectro de masas, el máximo M+ se debe solamente a las 

mol~ct1las que contienen el isdtopa más camón de cada elemento. 

Conociendo las abundancias naturales relativas de los isdtopos, se 

puede calcular pa1·a cualquier fórmula molecular, la intensidad 

relativa esperada para cada pica isatopico! M+1, H+2r etc. Los 

resultados de estos c~lc11lo5 se encuentran disponibles en tablas 

<35l. 

Los tipo5 de iones registrados en \tn espectro de masas ~on los 

siguientes: 

a). Ion Molecular.- CorreGponde al ión de mayor milsa ~n 0l 

espectro y se encuentra constiluído por los mismos ~tomos de ln 
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111oh!cula ne•Jtra ya que proviene de ésta deGpués de haber sido 

ionizada en la cámara del equipo. 

b), Iones fragmento,- Resultan de procesos de descomposición del 

idn molecular que ocurren dentro de la c~mara de ionización del 

espectrómetro. 

e>. Iones isotópicos.- Son generalmente iones minoritarias que 

acompsñ.an a los iones anteriores y corresponden en masa y 

abundancia a la distribución nat.u ral de isótopos pesados. Su 

existencia y el cHculo de $US ab1Jndanc ias permite reconocer la 

compoaicidn elemental y la fdmula minima del p roble111a en cuesti6n. 

d), Iones multiple-cargados.- Son iones (moleculares o fragmento) 

que resultan de maltiples ionizaciones en la cámaro de ionizacidn 

Yr cuando provienen de iones de nasa impar~ aparecen en valores 

miz fraccionarios. 

e). Iones de reagrupamiento.- Son iones que resultan de rearreglos 

unimoleculares que responden a reacciones de descomposición 

caracter!st.icas r cuya aparición evidencia la presencia de 

funcionalidades especificas en las muestras analizadas. 

f), Iones metaestableu.- Son aquellos iones qua resultan de las 

descomposiciones unimoleculares que ocurren fuera de la cámara de 

ionizacidn y se alcanzan a detectar como se~ales anchas, difusas, 

de baja abundancia y dispuestas a velares de miz no integrales. Su 

existencia evidencia procesos de reagrupa~iento y/o fracturas 

especificas. 
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Un mdtqdo colo~imdtrico, consiste fundamentalmente en tratar 

1Jn·a -_oCl_u:<=i[fo. de.·uná ·s1Jbstancia con un reactiva, de tal forma que 

produzca un color, el cual es proporcional en intensidad a lo 

cantidad de la sustancia presente en la solución. Es deseable, 

pero no esencial, que la proporcionalidad sea lineal, Este mdtodo 

puede ~er aplicado en la determinaci6n de muchos iones metélicosr 

radicales y compuestos orgánicos. Desp1J~s de que 5e ha producido 

el color, la solución que contiene la cantidad desconocida de la 

sustancia prueba se compara con una solución estdndar y el 

resultado se lee por medio del oJo o fotoeldctricamente. 

La intensidad del color de la muestra puede ser leída por el 

oJa, por medio de una celda fataelrlctrica, por una termopila o por 

registro en un plata fotográfico. El instrumenta usado para medir 

la intensidad del color cuantitativamente es ~l espectrofotdmetro. 

Dicha instrumenta se utiliza para registros calorim~tricos de 

absorcidn de una determinad8 banda de longittades de ond~ de luz. 

La muestra, diluida a un volumen definido, es comparada con una 

serie de estándares del mismo volumen, en los cuales la cantidad 

de sustancia a prueba es conocida. De esta forma, la cantidad de 

la sustancia a prueba es conocida sin necesidad de aplicar la ley 

de Beer. 

Existen varias condiciones para que un m~todo colorimrltrico sea 

idea 1: 

l. Es dascoblo que el color desarroll~do d(~ tina p~qt1eha cantidati 

de s1Jstancia a pr•u:iba sea intenso, est;ible y no se vea afectad11 

significativamente par cambios en el pH. 

2. Es venta,joso que el desarrollo dol color se lleve a cabo ~ 



temperatura ambiente y que la yariación.' de temper.atura tenga· poco 

efecto sobre él. 

3, Si el sistema sigue la ley de Beer. las curYas de calibración 

pueden simplificarse. 

4, Si el color se desarrolla rápidamente se eYita esperar hasta 

que el sistema alcance el equilibrio. 

5, Es deseable que el reactivo que se utilice no sea colorido. 

6, Para lograr alta selectividad, el desarrollo de color deberá 

lograrse por reaccidn entre la sustancia y el reactivo evitando 

reacciones int.erferentes. 

7. El color desarrollado deberá ser independiente de un exceso de 

reactivo. 

8. La naturaleza de la reacción deberá ser perfectamente conocida 

a fin de permitir un meJor control en las condiciones. 

9. La solubilidad de la sustancia a prueba y del reactivo deberán 

ser iguales de manera que se evite que el exceso de reactivo 

precipite o cause precipitación de otras sustancias. 

10. Deberá evitarse en lo posible realizar operaciones especiales 

(por eJemplo extracciones, cromatografias etc.) 

11. El orden de me~clado de los reactivos no deberá ser crítico. 

La teoria esencial de los métodos colorimé~ricos de análisis 

consiste de leyes físicas de luz. Estas han sido la ley de 

Bouguer, ley de Beer y ley de Lambert. 

De acuerdo a ley de Bouguer; Cada capa de composicidn y espesor 

igual absorberá una fraccidn igual d~ luz que la atraviese. De 

manern que la lu= transmitida disminuirá exponencialmente cl1ando 

~l medio que la absorbe aumente aritm~ticsmente su espesor. La ley 
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de Beer e}:pe:sa -que- 1-a ·1nten5idad del color es directamen b~ 

proporcional a:la concentracidn. La ley de Lambert establece que n 

concentración constante, la intensidad de color es directamente 

proporcional al espesor (camino dptico>. Por comveniencia, la ley 

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

La expresidn general de la ley de Lambert y Beer es la siguiente: 

(\=abe <ec, 1) 

11= (\bsorbancia 

a= Coeficiente de absortividad 

b~ espesor de la celda 

e~ Concentracion de la muestra. 

3, Yodometrla.<16> 

El yodo as soluble en agua en la proporcidn de 0,001 moles por 

litro a la temperatura ambiente. Sin embargo, en presencia de 

yoduros solubles, como el de potasio, aumenta su solubilidad por 

la formació~ de comple,¡o triyoduro: 

12 + l- ---- 13-

El ion triyoduro es la especie principal que se encuentrn 

presente en las soluciones de •yodo•, tanto en las que se utilizan 

como renctivo valornnte en métodos directos, como en las formadas 

por oxidación del idn yoduro en m6todos indirectos. 

El potflncial normal del sistema 

13- + 2e ---- 31- Ea ::s +0.536v 

hace que sea muy utili~able en yodometría. Los oxidantes f~Lertes 

oxidan el I- a 13- y los reductores fuertes redl1cen el 13- a I-. 

Asi, pueden distinguir~e dos mdtodos yadnmétricos: 

L.- Métodos cli1·0ctos, en q11e se utiliza una disol11cidn patrdn de 
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yodo para valorar reductores fuertes,. nor~alme~te en disolución 

neutra o ddbilmente ~cida. 

2,- Métodos indirectos, en que los oMidantes se determinan 

haci~ndolos reaccionar con un exceso de yodo; el yodo liberado sr 

valora en disolución ddbilmente ácida con •tn reductor patrdn, como 

tiosulfato o arsenito sódicosl el primero de estos componentes se 

utiliza con mayor frecuencia: 

12 + 25203-- ____..,. 21- + 2503 

En los métodos en los que se utiliza yodo ewisten dos fuentes 

principales de error, 

a), El yodo es algo volátil, pudiendo perder la disolucidn parte 

de ~l. Esta fuente de error se minimiza aftodiendo a la disolucidn 

un exceso de yoduro potásico, para que se forme el triyoduro 

compleJo, !3-, Además, las valoracioneG con yodo, sean directas o 

indirectas, no se efectuan nunca en caliente, ya que ello 

incrementaría lB pérdida de yodo por volatilizncidn. 

b), El ion yoduro se oxida con el oxígeno d~l airP: 

41- t 02 t 4HT____.. 2H20 t 2J2 

Esta oxidacidn no es perceptible en disolución neutra, pero se 

hace m•s apreciable a medida que aumenta la concentración del i6n 

hidrdgeno. La luz intensa acelera la oxidación atmosfdrica del i6n 

yoduro Y lo mismo act~Rn algunos catali=~dores, tales como 

cobre(!), nitrato y óxidos de nitrógeno. 

La semirreaccidn triyoduro-yoduro esth mttY poco influenciado 

por el pH, Por otra parte, los potenciales de las semireacciones 

que implican un cambio en el contenido de O}:{geno de moldculas o 

iones estan marcadamente influenciadas por la concentracidn de idn 



hidrógeno¡'·· l<t: reacción entre el idn yoduro .Y los a:<idantes 

onig~n'ados·~· y tambiért li3 reac:ción inversa? e·st.á -inuy influenciat1ñ 

por las mod··ificaciones del pH. 

Urta ' de ·ias ventaJss de los mótodos en los que interviene eJ 

yodo, es la facilidad y sensibilidad con q11e se detecta el punto 

final: en los m~todos directos por aparición del primer exceao del 

yodo que se utiliza como reactivo valorante~ en los mét~dos 

indirectos por la desaparición del yodo que se valora. 

1.-Yodo como autoindic~dor, Una gotita de disolllcidn de yodo 0,1 N 

comunica un color amarillo muy perceptible en 100-200 ml de ag~1a. 

Cuando los otros componentes de la mezcla ~on incoloros, el yodo 

puede nervir como cu propio indicador. Sin embargo, este mrltoda de 

detectar el punto final no es tan sensible como los que a 

continuacidn se indic~n. 

2 .- f\lmiddn, La beta-amiloaa• que es un producto de desco111posicidn 

del almidón cu~ndo éste se disuelve en agua y en caliente1 da 

lugar a un color azul intenso con yodo en presencia de yoduro. 

Esto se debe probablemnte a un comple~¡o que se forma por la 

adsorcidn de yodo, beta-amilosa-yoduro. 

El almidón no puede •Jtilizarse como indicador en disolucidn 

fuertemente dcida ya que su descomposición hidrol{tica SP v~ 

aceler~da por el rlcido. l.a sens1bil1,iad ni yodo disminuye tam~irln 

por accidn del alcohol y el color· a~ul no apar1~ce en presencia de 

concentraciones <llcohólicas superiores ;:il 50%\ Unn di~.ol11r.jón 

ind1cndorn de ~lrnid1in bien prep0roda dPbe dotect~r rl yodo en 

diGolución l0-5N ~ la t.empcr·al.urn amhinnt•~· El indi~odor no debe! 

mnyor· pnrtn rtrl yodo; ~1na conr~nt.rnci~11 rlov~d3 ron vado dn can ol 
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almidón un coÍnpleJo con propiedades indicadoras dimsminuidas. 

3,- Color en disolventes orgánicos. El yodo se disuelve en 

tetracloruro de carbono, cloroformo y algunos otros disolventes 

org~nicos for~ando disoluciones roJo-violetas, que co9tituyen a 

veces ensayos más sensibles al yodo que la reacción con almidón; 

pueden detectarse concentraciones del orden de J0-6 N, Un~ 

cantida.d de yodo inferior al límite de visibilidad en medio acuo-::,o 

puede concentrarse por extracción con un pequefio volumen de t1n 

disolvente no ~iscible, con lo cual se hace perceptible. Este 

m~todo para detectar el yodo es especialmente tltil cuando se 

utilizan en las valoraciones disoluciones muy diluidas, o en los 

casos en que las condiciones de trobaJo impiden la utilizscicin de 

almidón, como sucede en medios fuertemente a'c1das. 

En el presente trabaJo se hizo uso de ~sta t¿cnica en dos 

m~todos; uno volum~trico y otro colorim6trico en los cuales est~n 

involucradas las siguiente5 reacciones con biotina: 

Método volumétrico (17) 

o 
11 

H, /"'-... ...-H 
N N 

tL +KIO, 

s ,.,............,y'V> 
11 1 
O OH 

Como se puede obscrvilr en el esquema anterior, la biotina 

reacciono con ion peryodato o>:id~ndoae a sulfó:{ido y liberando i6n 

yodnto. El exceso de peryodato es enmascarado con molibadto de 
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amonia formando e~cdc~do·6-mcilibdo-1-peryddico lo cual permite que 

el idn yodato libe.ra.~ll reaccione con el yoduro de potasio para 

p1·oducir eL.ión· t~·iy~·d.'J'r6ivod'o>·; La valoración de este último, se 

realiza titufi~doio!jC:~~''.idrí tioeulfato utilizando como indicador 

almiddn. 

Método calorimétrico 

SR2S + 2103 + 2H+ --· - SR2So + 12 + H20 CSULFOXIDO) 

6 

SR2S + 4103 + 4H+ 

R2S = EIOTINA, 

Como se puede ob6ervar, la biottna en medio fuertemente ácido 

reacciona con el ión yodato para oxidarse a la 5ulfona 

correspondiente y liberar yodo el cual es extraído con ciclohexano 

y e~ cuantificado utilizando un fotocolorímetro a una longitud de 

onda de 520n11. 

4. Cromatografía. (19l(20l C2l l 

La cromatografia es un proceso para la separación de m~zclas 

moleculares por distribución de los componenteo de la mezcla entr~ 

dos fasez, en todos los tipos de crnma1.oqrAfia uno fase permanece 

inm6vil y otr~ se mueve de una maner3 rnnt{n11~ y la separacidn 

cromotogrrifica dep~ndc de que durnnte Pi pRso d(!l sistema se 

m•Jltipliqucn muchas veces las pequcílos diferer1cias d"l caafictente 

de:' r·r.pnrto o en ·1d iH.l!-.l1T't.i6r1 y dc>~.arci<in de cf!ctn 11no dt• lo5 

componentes de la mezcla. Cuanto m~yo1· s1~~ ~gtp fnctor de 



Nultiplicacidn mayor es la facilidad eón que se separan los 

componentes y mejor es el poder de resolucjdn. 

Se considera que un sistema cromatcgráfico está formado por una 

se~ie de platos tedricos, donde un plato tedrico es ~l eq•Jilibrin 

de distribucidn de la muestra entre la fase mdvil y la fase 

estacionaria. La principal ventaJa de la cromatografía es que se 

puede con~eguir una alta eficacia debido al gran nÚmQro de platos 

teóricos. El equilibrio establecido en cromatografía es muy rápido 

y ello permite llevar a cabo buenas separaciones en un tiempo 

corto. 

a), Cro~atografía en capa fina, 

La cromatografía en capa fina es una forma de cromatografía de 

adsorción en la que el adsorbente se difunde en una capa fina 

sobre una placa de vidrio, Las muestras se aplican sobre la placa 

en forma de solucÍdn con una micropipeta en una zona reducida 

prdxima al extremo de la placa. Entonces la placa es colocada en 

una c~mara, que contiene la fase móvil (revelador). Completado el 

revelado del cromatograma <por lo general, cuando el frente del 

solvente ha recorrido la mayor parte de la longitud de la placa), 

se marca con un ldpiz el frente del solvente y se seca la pl~ca. 

Puesto que lo mayoría de los compuestos son incoloros, es 

necesario localizar las manchas utilizando una prueba física o 

química. Se puede utilizar luz ultravioleta para detectar 

fluorescencia del soporte o de las muestras o bien, ~1tilizar 

reactivos específicos que desarrollen color con la subst~ncia a 

determinar. 

Visuali%ada la zona, se calculan las valores de Rf para cada 

substancia. El valor de Rf se determina como el cociente de 10 
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dii.;~'anc·~~ re_C_pf'.rJda por la· r;ubst,anc:ja e11tre la distancia recorridn 

por~·· el>d.is'olverlte, Est"e valor deberá ser característico de cad;i 

¿~mp~esid, Por desgracia, se encuentra que los valores de Rf 

dependen de otras varinbles como la temperatura, toma~o de ln 

muestra, tipo de revelado, espesor de la capa adsorbente, etc. r·or 

consiguiente, para incrementar la seguridad de los valores d0 Rf 

como un criterio de identidad hay que correr lln cromatograma con 

un est~ndar al lado de la muestra problema, quedando de estn 

manera sometido~ a las m1sm8s condicionen. 

b), Cromatografía de liquidas de alta resolucidn. 

Una variante de las tdcnicas cromatograficos a prer,idn 

atmosférica la congtituye la cromatografía de liquides de alta 

presidn. En es1.a técnica, la fase mdvil es forzada a pasar a alta 

presidn (1000 a 3000 lb~/inl a través de un adtiorbente sdlido 

empacado en una columna de acero inoxidable. La muestra a analizBr 

es inyectada en sol11ción, generalmente utilizando la misma fase 

móvil como disolvente, a travds de una válvula inyectora dispuest~ 

en la parte anterior de la columna. 

Los componentes elltidos de la columna pueden detectarse 

utili=ando diferentes dispositivos como: detector de indice de 

refracción, detector ultravioleta, detectores electroqttfmico~, 

detectores de fluorescencia, ~coplamientos a espectrdmetros de 

masas, etc. El cromatogroma obtenido prcsentari cad~ componente 

eluído como un pico cuya rirea y altura serdn proporcionales a la 

concentruc:i6n y s•J po5íción con rcspcrto a] p•lnto dp 1;:1 inyección 

(tiempo de retención) serd carncterí~t1co pnra cad3 componente. 



5, Polaro9rafía, C22l C23l C?.~) C25l 

La polarogra~ía se puede emplear como m~to~o el~ctroquímico en 

~isicoquíNica, en andlisis químico cualitativo y cuantitativo, en 

q~Í•1ca org~nica y en quimíca bioldgica, 

Esta tdcnica mide e interpreta la variacidn de voltaje que 

ocurre durante la electrdli~is de una solucidn por m~dio de dos 

electrodos, por lo que se considera como una volt-amp~rometría, 

Es posible obtener una ct1rva reproducible de intensidad en 

función del voltaJe, si se aumenta gradualmente el voltaje 

aplicado a una celda electrolítica, formada por un dnodo d~ 

mercurio relativamente grande y un cátodo pequeño de mercurio 

(electrodo gotero de mercurio del q•Je caen lentamente gotas 

pequeffas de mercurio desde un tubo capilar fino>. El eloctrolito 

es un& solución diluÍda de la muestra en an6lis1s Cque debe ser 

electroactiva> en un medio apropiado, con un exceso de un 

electrolito indiferente Celectrolito aoportel para transportar la 

mayor cantidad de corriente y elevar la conductividad dA la 

solt1cidn, asegurando de esta manera, que lo ql1e se determina, si 

posee carga el~ctrica, no migre hacia el cátodo de rnercur10. 

El electrodo gotero de merct1rio actda coma c~todo; es el 

electrodo indicador o microelect.rodo polar1:::uble, El cínodo os •rn 

depósito de merct1rio con la superficie libre relativam~nt~ gr~nde, 

de modo que es el electrodo no polarizablc, que actóa como 

electrodo de referencia y cuyo pote11cial permanPce casi constante 

en un medio que contiene aniones capaces de ~nrmar ~alr.s 

escasamente solubles en mercurio. l_a polar·i~acidn de la celda, 

estri regida por las re~cciones que se prodl1cen en ol c~todo, 

inicroalectro~o qote1·u dR mercurio. Con el poLer)ci6melro se aplica 
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g1·adunln1ente .~la celda cuolquie1• f.e.m. Erl estas condiciones, la 

curvad~. in~ensidad en funcidn del volLaJe aplicado, es la curva 

intensidad en funcidn del potencial catMdico, desplazada en url 

voltaJe coristante que corresponde al potencial del rinodo. Par~ 

ciertas fines convjene un á'nodD e>:terno de potencial conocido <por 

ejemplo, un ~lectrodo de calomel saturado), El potencial inicial 

del c~todo, electrodo gotero de mercurio, es indeterminado y tnmn 

cualquier potencial que se le aplique desde una fuente externa, 

cuando adquiere un potencial impuesto, con una variación 1nt1Y 

peque~a o nula de la intensidad de corriente, el electrodo 

indicador estd polarizado. 

Si se aplica una f,e.m. extorna a la celda, cargada con lln<l 

solucidn de e]ectrolito soporte, libre de o>:igeno, los cationc!::. 

presentes en la solución son atraídos al cdtodo, electro<Jo 

Jndicador, por a) una fuerza elrlctrica debida al gradiente de 

potencial y por b) la difusión que se debe al gradiente de 

concentración p rod•Jc ido en 1 a superfj e ie del electrodo. La 

intensidad total de 111 corriente q•Je pasa por la celda es debida a 

l~ suma de nstas dos causas. Ln c~1rva típica de intensjdad 

potencial es l~ sig1Jiontol 

\\,hs 1·~ ~.e E. 

l"i¡.: !t Í:: Jl,,,,,:i1 .. I' urr1·r11- r .. r ,¡,,. ~"t.d111:.; ''·'·"un d 1~,. 
1~,.,¡ •· 1f1.! iurn· ollcd 1!11· .!r .. ¡1¡•1!1j.' !ll''l·11n ,.¡..;,tr<,dt• 
,,J;i.).,.,¡ ~·un·~· f.,r CI 11:! 111 .. !:.i /'·'~~.-~ilL!h, ld•·r1.J, •~ 



El ele·ctrodo indicador, siendo perfectamente polari>:able, t.oma 

correlativamente el potencial negativo, er1 aumenta, que se le 

aplica; desde A a B no pasa prácticamr.nte corriente por la celda. 

Cuando existe una especie electroactiva en la solucidn, ~e 

observará que a un valor dado de potencial aplicado, la intensidad 

de corriente se incrementard hasta alcanzar un r~gimen de difusidn 

estable <corriente limite de difusion) cuya amplitud será 

proporc.ional a la concentración dt~ la especie electroactiva. 

El valor del potencial correspondiente a la mitad del valor de 

la corriente límite de di~usidn se conoce como potencial de media 

onda y es una característica cualitativa de la especie presente. 

El trata~iento tedrico de esta metodología se basa en la 

ecuación de llKovic que establece que el rdgimen de difusión de 

especies electroactivas al electrodo indicndor dr.penderá dP: 

Id = K nF C D m t 

Id= Corriente de difusión observada a un cierto tiempo 

n= El número de electrones intercambiados. 

F= Faradio 196,500 coulombiosl 

C= Concentración de la especie electroactiva 

D= Coeficiente de difusión de la especie 

m= Peso de mercurio que escurre por el capilar por segundo 

t~ Tiempo necesario pora formar unn gota de mercurio <en segs) 

K= Constante de proporcionalidad 
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Este 

· Cap!t1:1\o IH 

.·Desarr.~lla enie~ímen~al. 
se ~nc•Jentr~~{; di V.i~·l'.di~~::~~··-.~---~~~--._.fases, d" las cuales, la 

p ri.onera está.basada en ~l ~n~lísí~ cualitativo, la segunda on lo 

cuantificación de tiiot,ína pura y validación de los métodos 

aplicables a premezclas~ ~ la tercera en el andlisis de biotina nn 

las premezclas. 

J. Análisis cualitativo de biotina, 

a), Obtención j~ la espectroscopía de biotina: infrarrojo, 

resonancia magndtico protdnica y espectrometría de masas. 

Espectroscopia d~ infrarroJo. El espectro de infrarroJo fu~ 

obtenido en un eql1ipo modelo Perkin-Elmer FT , la vitamina se 

introduJo en forma de pastilla la cual fue elaborada con bromuro 

de potasio en una proporcidn de una parte de biotina por cinco de 

bromuro de potasio. 

Espettrometria de resonancia magnético protdnica. El espectro 

de resonnncia se obtuvo en un eq11ipo Varian EM-390 utilizando 

dimetilsulfo}:ido -d6 y tetrametjl silano como referencia interno. 

Espectrometria de masas. El espectro de masas fud obtenido en 

un equipo Hitachi mc1delo RMU-7H~ utilizando introducción dir~rt~, 

70eV como potencial d~ ior1izac1ón y 250 grados cent1grados en la 

cclmara dP. ionización. 

b), Cromatografia en pl~ca fina, Fu~ron utili~~dos cromatafolios 

de sílica gel 6C>. revelando las p1ocas con mezclas de Dij•Ja, 

metano! y acetat1l dP etilo y visl1Dl1~anda con yodo oblen11~ndr· 

diversos v~lores dP Rf pHra CQdA rcvelndor utili~ado. 
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II. Cuantificacidn de biotina 

a), Titulación yodométrica, 

Reactivos utilizados! 

Solución acuosa de yoduro de potasio al 31. 

Solucidn acuosa de peryodato de potasio al 0.61. 

Solución acuosa de molibdato de amonio al 51. 

Solución buffer de acetatos 

Solución valorada de tiosulfato de sodio 0.002 N 

Solución indicadora de almidón de preparación reciente 

Haterial utilizado: 

Vasos de precipitados de 100 ml. 

Bureta de 25 ml, 

Pipetas volumétricas de 5 y 10 ml. 

Pipetas graduadas de 5 ml. 

Agitador magnético 

Barra magnética. 

Soporte para bureta. 

Hetodologíal 

Se tomaron de 1 a 10 ml de solución de biotina que contenga 

entre 90 Y 950 microgramos, se diluyó con agua hasta 15 ml, 

adicionando 5 ml de solución de peryodato de potasio, agitando la 

solucidn y dejando reposar a temperatura ambiente por 10 min. 

Posteriormente, se adicionaron 5 ml de solución de molibdato de 

amonio y 5 ml de solucidn buffer con agitación constante. 

Finalmente se adicionaron ~ ml de sol11cidn de yoduro de potasio. 

El Yodo liberado se tituld con la solución valorada de tiosulfato 

de sodio hasta el vire con almidón. 

Cdlculos: 
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XB=<<ml1-ml2l<N><meq b><Va>l<Vx><wml<lOO> 

mll=ml gastados de tiosulfato de sodio para la muestra. 

ml2•ml gastados de tiosulfato de sodio pera el blanco. 

N =normalidad de la solución de tiosulfato de sodio 

meq b=miliequivalentes de biotina. 

Va=volumen de aforo, 

Vx=volumen de alícuota. 

wm=peso dP. la muestra. 

b), Determinación calorimétrica 

Reactivos: 

Solución acuosa de yodeto de potasio al 1r., 

Solución de ácido sulfúrico al 30X, 

Ciclohexano grado espectroscópico. 

Material: 

Pipetas graduadas de 5 y 20 ml, 

Tubos de ensaye de 20x2 cm. 

Tapones de h•Jle d~ ~ cm de di~metra. 

Una gradilla. 

Un baño de egua e 60 grados centigrados. 

~gitador vortex para tubo9 de ensaye, 

Matraces volumétrjcos de 10 y lOOml. 

Metodología: 

Se preparó una curva de calibracidn pesando con exactitud 25mg 

de biotina pura y aforando a lOOml, se tomaron alícuotas de a 

10ml (de 1 en 1> d~ ~sta solucidn y se colocaron en los tubos de 

ansaye adicionando 2 ml de la solución de yodato de potasio, 3 ml 
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de la solución de ácido sulf•frico y agua hasta un volumen final de 

15 ml. Posteriormente se adicionaron 20 ml de ciclohexano. Lo~ 

tubos se colocaron en la gradilla y se introduJeron al baRo de 

agua cuidando que el nivel del agua cubra perfectamnete la fase 

acuosa. Los tubos se taparon de tal manera que se permitiera la 

salida de presido. Pasados 40 minutos se retiraron los tubos del 

ba~o y se deJaron enfriar, se agitaron en el equipo vartex y la 

fase ar.génica se decantó en un matraz volumé-trico de 100 ml, a la 

fase ncuo~a se le hicieron repetidas e;<t rae e iones hasta 

desapericidn del color amarillo, finalmente adicionó 

ciclohexano hasta la marca de aforo. 

La solución anterior sirvió para determinar la longitud de onda 

máxima de absorción, valor al cual se leyó la absobancia relativa 

pera cada punto de la curva de calibración. Una gráfica de estos 

valores de absorbancia contra concentración producird una línea 

recta en caso de cumplirse la ley de LambP.rt-Beer, 

En todas las determinaciones nnteriores se deberá realizar un 

análisis paralelo con un blanco. 

La cantidad de biotina es calculada de la ~iguiente manera! 

Biotina mg ~ <Aml<Cs)/(As><Wm> 

Am Absorbancia de la muestra, 

Cs Concentración del estandar en mg. 

As Absorbencia del estandar. 

Wm Peso de la muestra en gr, 
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el. Cromatogrnfía de ·líquidos de alta resolución 

Be.activos: 

Metanol grado HPLC, 

Aguo grado HPLC, 

. Hateri al: 

Probetas graduadas d~ 500 ml. 

Matraces Erlenmeyer de 1000 ml. 

Matraces volumétricos de 10 ml. 

Inyector automático de muestras tipo Reodine (Loop de 50ul). 

Equipo de micrafiltración C0.45 u) marca millipore. 

Equipo de ultrasonido marca Bransonic. 

Una columna de ODS-C18 de 20 cm por 10 mm. 

Cromat6grafa de lÍquj.dos marca Waters. 

Detector de longitud de onda variable marca PerKin-Elmer modelo 

LC-75, 

Metodología: 

Para la determinación dP. longitud de anda máxima de absorción 

dP- biotina p•1ra en metano!, Se preparó una solución de biotina 

pura en metanol y sP. corrió su espectro de absorción en la región 

de absorcidn de ultravioleta utilizando un espectrdmetro marca 

PerKin-E1mer modelo 552 en celda!; de lcm de longitud y Sf.\ 

dE'terMinó el máximo de absorcidn, 

Una ve~ determinado el valor de longitud de onda md>:imn de 

absorci6n de biotina p11ra, se procedió n determinar el intervalo 

de concentraciones en el ctLal Ge sigue la ley de Lnmbert-Beer y Pl 

coeficiente de e>:tinciórl molar, Para r~~l1zar lo anterior s~ 

pesaron con e>:actitud 7mg d~ biotina pt1ra y se aforó n 10<>ml ron 
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metanol, de esta solución se tomaron alícuotas desde 1 hasta lOml 

(de 1 en 1) y aford cada una a 10ml. Determinando la absorbancia 

de cada dilución. 

Las determinaciones cromatogr~ficas se realizaron utilizando un 

cromat6grafo de líquidos equipado con una columna de fase reversa 

C-18, metanol-agua en diferentes proporciones como fase mdvil y se 

variaron los fluJos de o.s a 2.Sml/min. Despuds de inyectar en las 

diferentes condiciones anteriores una cierta cantidad de biotina 

pura se determinó que las condiciones 6ptimas de resolución y 

tiempo de elucidn se lograron con una proporción de fase móvil de 

metanol-agua 50150 y un fluJo de 1,5 ml/min. 

Para determinar la linearidad de la respuesta del detector, se 

procedió a inyectar, bajo los condicio~es optimizadas, diferentus 

concentraciones conocidas de biotina pura Centre 50 y 400ug/mll y 

a correlacionar este dato con el respectivo al área y altura del 

pico correspondiente. 

d), Polarografía 

Reactivos! 

Mercurio grado polarográfico. 

Solución OolM de cloruro de potasio. 

Solución estandar de biotina. 

Nitrógeno gas. 

Material! 

Polarografo RADIOMETER-COPENHAGEN tipo P04 No. 115858 

Electrodo capilar de mercurio. 

Electrodo de referencia (calomel saturado), 

Celdas polarográTicns de 25ml. 
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Matraces valum~tricos de 25 y 100mlo 

Pip~tas volumdtricas de 1, 2, 5, y 10 ml. 

Metodología: 

Para determinar si la biotina pura es electroactiva en los 

condiciones de análisis típico de cationes, se procedid a traznr 

la curva polarogrdfica correspondiente el electrolito soporte. 

Posteriormente se adicionó una cierta cantidad de biotina pura y 

se traz6 el polarogroma observando una onda de reduccidr1 

perfectamente distinguible del muro de reducción del aglta, con lo 

que se confirmd la electroactividad de la biotina en el medio. 

Se determinaron las variaciones de la corriente límite dn 

difusión en funcidn de la concentración de biotina partiendo de 

una solución de 53ug/ml de biotina en electrolito soporte, tomando 

de ~sta solución 5, 10, 15, 20 y 25ml y aforando cada una de ellas 

a 25ml con solución de electrolito soporte. Cada una de estas 

soluciones se sometid al an~lisis polarogrdfico descrito. 

IJI, AndlisiG de biotina en premezclas estimulantes 

al,- Obtención de la espectroscopía. 

Espectros de infrarroJo. Los espectros de infrarroJo de 

muestras de premezclas, fueron obtenidos en la misma forma en que 

se obtl1vo el espectro de infrarro,¡o para biotina pura. 

b),-Cromatografía en placa fina. 

Para determinar la presencia de biotina en las preme~clas, se 

corrió una cromatografía en plnca fina con el sistema de elucián 

indicado como óptimo on el análisis cualitativa de biatina purn. 
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e),- Titulscion Yodométrica. 

Para llevar a cabo esta determinación se pes5 con e~actitud una 

cantidad de premezcla que contuviera entre 300 y 600ug de biotlne, 

se colocaron en un Vñso de precipitado de 100ml y se adicionaron 

70ml de aguar se agitó hasta asegurnr la completa disolucidn de 

biotina, pasando la solucidn a un matraz aforado de 100ml lavando 

cuidadosamente el vaso, en caso necesario se filtró recibiendo el 

filtrado en el matraz aforado y lavando el sólido, hasta llevar a 

volumen y procediendo como se indicó en la tdcnica antes descrita. 

d),- Colorimetría, 

Se peso con exactitud una cantidad dn preme=cla que contuviera 

entre 6 y 10mg de biotina y se procedid como en la tecnica 

descrita en el método colorimétrico para biotina pura. 

e>.-Cromatograf{a de liquides 

Se peed una cantidad de premezcla que contuviera entre 5 y 

7.5mg de biotina, se colocó en un matraz volum~trico de 25ml y se 

aforó con el sistema de solventes de la fase mdvil, Se procedió a 

inyectar de acuerdo a las condiciones dptimas encontradas para 

biotina pura. 

f),- Polarografía 

Partiendo de la solucidn preparada para la determinacidn 

polnrográfica de biotina pura se procedió a determinar la 

influencia del soporte <dextrina) tomando alicl1otas de 5 a 25ml de 

esta solución y aforando a 25ml, adicionando a cada alícuota 300mg 

de premezcla <cuyo soporte eg deHtrina> y se procedió a determinnr 
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la corriente limite dr. difusió·n=-para· c'ada una de las. al{cucitas. 

rv. Validacidn de lo!\ .ói~tod()s 'q•Jimicoa apHcables a 

p remezclas. 

Se determinaron los si~~ientes.pardmetros estadísticos: 

a). Linealidad. 

b >. Exactitud. 

e). Precisidn. 

d), Cantidad minima detectable. 
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CllPITULO IV 

Resultados 

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos durante 

el desarrollo experimental presentandose espectroscopía, tablas )' 

fiquras, 
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FIGURA Na. 3 

ESPECTRO DE R. 11. N. DE BIOTINA 

ESTRUCTURA OE BIOTINA 



FIGURA No. 4 

ESPECTRO DE MASAS DE BIOTINA 
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Tl\BLll NO, 1 

Valores de absorción de biotina en metanol a diferentP.s 

longitudes de onda del espectro de ultravioleta, 

Longitud de onda llbsorbancia 

:!30 0.023 

225 0.051 

220 o. 123 

216 0,240 

214 0.322 

212 o.416 

210 0.530 

208 o.664 

206 0.012 

204 0.967 

:102 1.160 

:::!00 1.340 

19B 1.530 

196 lo640 

194 1.700 

193 1. 740 

192 1.600 

1 '10 1.460 

55 



FIGURA No. 5 

ESPECTRO DE ABSORCION DE BIOTINA 
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Tt\DLI\ No, 2 

Curva de concentracidn de biotina en metanol vs absorbancia a ltna 

longitud d~ onda de 1Y3nm. 

Concentración <mg/mll 

0.0072 

0.0145 

0.0217 

0.0290 

0.0362 

0.0436 

o.oso7 

0.0580 

0.0652 

0.0725 
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l\bsorbanc ia 

0.200 

0.362 

0.605 

o.726 

0.936 

i.102 

1.265 

1.409 

1.530 

1.692 



FIGURA No. 6 

CURVA DE CONCENTRACION DE BIOTINA VS ABSORBANCIA 
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FIGURA No. 7 

CROMATOGRAMA PARA BIOTINA PURA 

CONCENTRACION, 250 Ug I mi. 
FLUJO: 1.5 ml/min. 

~= 205 nm. 
VELOCIDAD DE LA CARTA: 30mm /min. 
PRESION • 2 lb/ P11i 2 

FASE MOVIL : MET. Hf> ( 50 ' 50) 

COLUMNA' FASE REVERSA C·IB 



TllBLI\ No. 3 

Curya de concentración de biotina vs eres del pico y altura del 

pico. 

Concentración ( mg/ml) A rea (cm2) /'11 t•ira (cm) 

0.076 1.683 3.36 

0.114 2,573 4.80 

0.152 31328 5.80 

0.190 4.465 7.76 

0.220 5.431 9.45 

0.266 6. 116 t0.48 

Oo304 7.163 12.20 

0,342 0. 196 15,15 

0.390 9.198 16.2:! 
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FIGURA No. B 

CONCENTRACION DE BIOTINA VS AREA Y ALTURA 

AREA y ALTURA 
1 cm21 (cm) 
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FIGURA No. 9 

CROMATOGRAMA PARA MUESTRA DE PREMEZCLA 
EN DEXTRINA 

CONCENTRACION: 250 U9 I mi. 
FLUJO: 1.5 ml/min. 
'A= 205nm 
VEL.DCIDAO DE LA CARTA: 30mm/min. 

PRESION• 2 lb/ pai2 

FASE r.'()VIL • MET. Hf> ( 50: 50) 
COLUMNA 1 FASE REVERSA C·IS 



'!llBLA No. 4 

Valores de nbsorción de:t ión triyoduro en cliclohenano 

diferentes longitudes de onda del espectro visible, 

Longitud de onda l\bsorbancia Absorbancia 

Celda de 1cm. Celda de 5cm. 

700 0,024 0.049 

680 o.on o.os2 

660 0.022 0.053 

640 0.0:21 o.o5e 

620 0.024 0.074 

600 0.034 o.12s 

580 0.053 0,233 

560 o.oas 0.400 

540 0.116 Ot567 

525 0.126 0.600 

520 o, 1~5 0.626 

500 0.101 o.:s16 

480 0.058 0.313 

460 o.o:!o 0.143 

440 -0.001 0.053 

420 -0.013 0.017 

400 -0.022 0.010 
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FIGURA No. 10 

ESPECTRO DE ABSORCION DEL ION TRIYODURO EN CICLOHEXANO 
( Celdas de 5 cm ) 
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TllBU\ No, '5 

Concentracidn del idn triyoduro extraído en ciclohexano (después 

de reaccionar la biotina con yodato) vs absorbanciar en celdas d~ 

Scm y a una longitud de onda de S20nm. 

Concentracion (g/ml) 

2. 710>:10-5 

4. 520>< 1 o--5 

6.328:<10-5 

9 .04<»110-5 

10.840:.:10-5 

13. 560>110-5 

18.0BOxl0-5 

22. 600:-:10-5 
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l\bsorbanc ia 

0.111 

0.199 

o.269 

0.380 

0,454 

o.573 

0.759 

o.954 



FIGURA ti>. rl 

CONCENTRACION DE ION TRIYODURO VS ABSORBANCIA 

D ·o 

i .. 
1.0 

05 

10 20 Concentración ug I mi. 



TllBL/I No. 6 

Resultados papa la validacidn del m~todo yodométrico en biotino 

p1Jra, 

•Jg /ldicionados ug Encontrados z Recuperado 

50.05 57.71 115,30 

50.05 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 1 15 158.70 105.69 

150 .15 1.58.70 105.69 

150 .15 158.70 105.69 

200.20 212.00 106.29 

200.20 205.59 102.69 

200.20 209.20 104. 49 

250.25 249.87 99,94 

250.::!5 241.66 96.56 

250.25 234.44 93.68 

3'50.35 349.86 99.86 

350.35 345.80 101. 55 

350.35 342.65 97.80 

300,30 306.58 102.09 

300.30 299. ;17 99.90 

300,JO 299.J7 99,90 

400.40 400.36 99.99 

400.40 378.72 94.58 
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400,40 395,93 96.38 

450,45 443.64 98.58 

450,45 461. 68 102.59 

450.45 429.22 95,39 

500,50 490 ,53 98.00 

500,50 486.93 97.28 

500,50 490.53 98.05 

550,55 551 .as 100.23 

550,55 544.64 98.92 

550.55 544.64 98.92 

632,50 625.10 99,93 

632.:SO 636.39 100.61 

632,:SO 613.80 97.04 

690,00 696.64 100.96 

690,00 692088 100.41 

690.00 689.11 99.87 

747.50 734,30 98.23 

747.50 726. 77 97.22 

747.50 r· 734.06 98.20 

805,00 817.15 101. 50 

805,00 813.38 101.04 

805,00 813. 38 101.04 

862,50 866.10 100.41 

862,50 892. 46 103.47 

862.50 866 .10 100.41 

862.50 866.10 100.41 

920.41 941. 41 102.20 
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920.41 941.41 

920.41. 4?22.59 

977.50 982.84 

977.50 975,30 

977.50 960.24 

1035,00 1065.60 

1035.00 1061.90 

1035.00 1061.90 

1092.00 1110.87 

1092.00 1000.74 

1092.00 1084.51 

Resultados estadisticos 

r= o.9992 (coeficiente de regresión lineal) 

b= 1.007 (pendiente) 

a= -2.687 <ordenada al origen> 

n= 61 <número de dstos) 

X= 553.29 

Y= :=j54. 58 

S'X= 319.24 

S'Y= 321,78 

S'XY= 102,648.47 

SXX= 379,222,654.B 

SYY= 385,281,15~.8 

SXY= 381,954,956,9 

Se= 12.63 

Exactitud dol método: 

y= bx + a 

69 

102.20 

100.23 

100.54 

99,77 

98.23 

102.95 

102.50 

102.59 

101. 72 

98.96 

99,31 



a>Errores de tipo constante: 

Hipdtesis para la ordenada al origen Ho: a • O 

Hi 1 a = O 

a-O n SXX 
tcal a 

Se SXX + <nX> 

tcal• 0.83, con (n - 21 grados de libertad y coeficiente alfa 

de 0,005 el valor t de tablas resultd 2.576. 

b>Errores de tipo proporcional: 

Hipótesis para la pendiente! 

b-1 sxx 
tcal 

Se n 

tcal = 1,38 

Determinación de precisión! 

Hol b e 

HII b 

Ycal = Y +1- Se 1 Se = 12.63 lo que corresponde al 2.277. de Y 

Cantidad mínima detectable! 

Cmd = Z ord, 

ord Se 
n 

+ 
n<X 1 

sxx 

ord = 3.236 , con un riesgo alfa del 0.05 <5 7.l y Z= 1.65 

Cmd = 5,34 ug 
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Tl\BLI\ No, 7 

Resul~ados de linealidad del m~todo yodom~trico. 

ug adicionad os ug encontrados 

so.os 53,37 

100.l.0 105.32 

150 .15 157.25 

200.:!0 209.19 

250.25 242.48 

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 

805.00 011.12 

862. 50 872.87 

920. 4.l 937,64 

977,50 976,81 

1035.00 1049.06 

1092.00 1091.29 
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TABLA No, B 

Resultados para la validación del método color!métrico en biotina 

pura• 

ug Adicionados ug Encontrados :i:: 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 

135.60 134.80 99.41 

180.BO 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 

81.60 02.21 100.74 

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 47.63 101.77 

65,50 65.50 100.00 

93,60 93,59 99,97 

112.30 110. 60 98.48 
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140.00 136.63 

180.70 182.41 

234<00 233 .97 

39.00 40.00 

78.00 77,33 

117.00 116.33 

156.00 156.00 

195.00 196.00 

42.48 45.55 

85.60 83.22 

128.40 126.68 

171.20 171.30 

214.40 215. 70 

41,60 42.51 

83.20 87.93 

124.80 117.38 

166.40 163.40 

200.00 212.90 

Resultados Estadísticos 

rtt 1.00 (coeficiente de regresidn lineal) 

a= 0.68 <ordenad~ al orjgen> 

b= 0,99 (pendiente) 

n= 39 (número de datos) 

73 

97.59 

100.94 

99,99 

102.56 

99.14 

99.42 

100.00 

100.51 

106.42 

97.21 

98.66 

100.05 

100.60 

102.10 

105.68 

94.05 

98.19 

102.35 



X= 113.21 

y., 113.00 

S'X= 61.40 

S'y= b0.98 

S'XY= 37'41.23 

SXX= 5,734,102.2 

SYY= 5,655,930,4 

SXY= 5,690,'410,B 

Ses 2,48 

E>:actitud del mlltodo: 

y= b >: + a 

a) Errores de tipo constantQ: 

Hipdtesis para la ordenada al origen: Ho: a ::: O 

Ha: a = O 

tcal = 

tcal 

a - O 

Se 

= O,Bl con 

0.005 el valor t 

blErrores de tipo 

Hipdtesis para la 

tcel 
b -

Se 

tcal -1.54 

n SXX 

SXX + <nX> 

<n - 2) q radas de 

de tablas resultó 

proporcional: 

pendiente! Hol 

Hol 

SXX 

n 

Dete1•minacidn de precisidn; 

74 

libertad y coeficiente 

2.576. 

b 

b 

alfa de 



Y"cál =--Y f/- ser Se =-2.-48.·que corresponde a _2.197. de Y 

Cantidad mínima detectable! 

Cmd = z· ord, 

ord = 
n 

+ 
n<X> 

sxx 

ord 0.183, con un riesgo alfa de 0.005 (57.) y Z • 1,65 

cmd =- 1,37 ug, 
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Ug, ene. 

200 
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80 

r • o.9997 

b. 0.9998 

a z 0.9498 
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FIGURA No. 12 

LINEALIDAD DEL METODO 

COLORIMETRICO 

r • 0.9994 

b• 0.9876 

a• 1.08 

120 

0 

200 Ug adldonado1 



Tl\fllll No. 9 

Resultados de determinación yodomdtrica de biotina en muestra5 de 

preme=cl.as cuyo soporte es almiddn. 

No. de muestra Determinación Determinación 2 
(;>::) (:>::) 

84-11-1458 0,93 0,95 

85-04-718 o.77 0.74 

85-01-2382 1.19 1.17 

85-03-870 1.J6 1.os 

85-05-579 1.69 1.68 

85-06-674 l .60 1.64 

85-03-87 1.05 

85-09-783 2.78 2.01 

85-11-48 2.90 3,10 

85-12-327 lo96 
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Tl\BLI\ No. 10 

Resultados de la determinacidn colorim~trica de biotina en 

muestras de premezclas con diferentes soportes. 

Muestres cuyo soporte es harina de trigo 

No .• de Muestra Det.erminacion Determinac ion 2 
0:1 OD 

84-10-23 l. 70 1.07 

84-04-219 l .84 l o76 

84-05-1237 1,34 1.65 

Muestras cuyo soporte es harina de soya, almiddn y carbonatos 

84-12-323 0,85 0.98 

85-01-2161 1.90 1.01 

85-01-319 1.30 1.30 

Muestras cuyo soporte es almiddn 

84-11-1458 1.36 1.60 

85-03-87 0.96 0.86 

85-03-718 1.33 1.22 

85-05-579 3.16 1.86 

85-05-606 0.84 0.39 

85-06-674 0.89 0.99 

86-03-752 1.26 1.oa 

84-11-48 1.19 0.74 

M•Jestras cuyo soporte es dextrina 

84-12-244 2.11 2.77 

85-03-577 1.09 1,74 

85-04-1436 3.12 2.00 
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85-02·-1750 

85-04-750 

85-04-312 1,72 

84-04-1436 2,07 

85-06-1103 1.98 

85-06-1263 

86-08-28 

86-08-290 

86-08-184 1,94 

86-08-04 1.56 1. ''º 
86-08-1413 1.96 

86-05-999 
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Ug. 
encontrados 

eoo 

700 

!!00 

400 

!00 

F 1 G U R A No. 1'3 

LINEALIDAD DEL METODO YODOMETRICO 

100 200 !!00 400 !!00 600 700 900 900 000 1100 

y• b1 +a 

r•0.9992 

b
0

• 1.007 

o• -2.687 
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FIGURA No. 115 

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 V 

Análisis de Resultados 

Determinaciones cualitativas. 

a>.Espectroscop!a. 

1,- Espectro infrarroJo 

El espectro de infrarroJO obtenido para Dltl biotina pura 

IFig, No 11 presenta dos bandas resueltas en 3362 y 3306 cm-1 las 

cueles· se asignan a la vibración de alargamiento longitudinal de 

N-H, 126), Las bandas localizadas en 2930 cm-1 corresponden a las 

vibraciones de alargamiento longitudinal asim~tricas y sim~trice!i 

(27) de los diferentes metilenos y metinos presente~ en la 

mol~cula. En la región comprendido entre 17~0 y 1600 cm-1 apervcen 

tres bandas 

alargamiento 

para biotina 

resueltas que corresponden a 

longitudinal de carbonilaa. El 

1281, además de corresponder 

vibraciones de 

espectro reportado 

con el espectro 

experimental, presenta la misma banda dobleteada en 1700 cm-1. 

Considerando la posición de la banda C=O en el espectro de 

infrarroJo del acido n-val~rico 1291 y la correspondiente en el 

espectro de 4-metil-2-imidazolidinona 1301 y las reportadas para 

N,N'-bis metoximetil urea 131>1 el doblete observado en 1700 cm-1 

puede atribuirse a la vibración del carbonilo del grupo dcido quo, 

debido a la flexibilióad de la cadena lateral, puede o no 

encontrarse asociado intramolecularmente. Por consig11iente, la 

banda dispuesta en 1640 cm-1 corresponde a la vibración del 

carbonilo de tipo uréico (311, 

El resto del espectro lo constituyen bandas de intensidad media 

a baJa entre las que se distinguen las debidas a las vibracion~s 

de deformación dP metilenos en 1481 y 1435 cm-1, las de 

84 



defo1·mación f1Jera de plano de CH2-S (26) en 1.270 cm-1 y la d"bida 

a la vibración· de al_ái-ga_mient.o longit1Jdinal c-s (27> en 651 cm-1. 

El. espectro infrar~oJa obteni.do para una muestra comercial de 

biotina en dextrina (Fig, No. 2> no permite observar con claridad 

las ban'das más intensas del espectro dehido a la gr;m canti.dad dP 

dextrina presente en la muestra, Las operaciones realizadas 

r~stando el e5pectro de dextrina pura al de la muestra comercial 

no permitieran obtener el espectro de biotina como se esperabn, 

por consiguient~, no es posible utilizar esta metodologia para 

detectar la presencia de biotina en formulaciones comerciales, 

~.-Espectro de resonancia magnética nllclear. 

El espectro de resonancia magnética protónica obtenido para 

D<+>-biotina pura <Fh1. No.3> presenta las siguientes se1'1ales: En 

1.4ppm se observan las se~ales correspondientes a los metilenos de 

la CtJdena lateral drJl dcidr.> valérico (3:!). La señal en 2.lppm se 

presenta como un triplete y corresponde al metileno vecino al 

carbonilo del ~cido (32>• En 3.2ppm se observa un ~istema complejo 

debido a los tres h1drd'genos cercanos al az11fre en el anilla 

tiof6nico C33). Las seHales preser,tadas en 4.lppm son dnbidns B 

los dos hidrógenos de bases de fus1dn de los anillos A y B. Lo 

seftal dr 6.2ppm es d"bida a los hidrógenos 1Jrdicos del anillo dr 

imida::olidona (34), La señal de B.1ppm es d•obida al hidrógeno del 

grupo icido C32), Las 5efiales entre 2.3 y 2.8ppm son debida5 al 

c1isolvente Cdimeti.lsulfch:'ido), 
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3,- Espectro de masas 

El espectro de masas obtenido para biotina pura CFig. No. 4) 

presenta un pequeRo i6n molecular dispuesto a m/z = 244. El primer 

i6n-f ragmento que se observa apar~ce a m/z :!26 ( M - 18 l y 

corresponde a la p~rdida de H20, a trav~s de un reagrYpamien1.o de 

hidr~geno de origen incierto, a pa1·tir dal icln malec~1lar. 

Exi~ten otros iones en el espect1·0, dispuestos a valor~s de miz 

pares, que involucran procesos de descompnsicibn unimolec11lr1r 

acompañados de transferencia dt? hidrógenos, l.a serie dispur.~;ta a 

miz = 198 <M - 46), lf!4 <M - 60), 170 <M - 74) y 14;! <M -- 102) 

corre~ponde a la p~rdida de la cadena lateral con un hidrcigena 

reagrupado con retenci6n de la carga en el fraq1nento más penado. 

La racionalización de éste proceso se p1Jedc> encontrar al 

considera~ el reagrupami~nto de tipa Hclafferty (35) hacia el 

carbon ilo terminal seguido de la heter6lisis dol en l<:ic e 

correspondiente aéorde al siguiente esquema: 

~r 
N',~\) 

I OH 
N,H 

OH 

m/z 244 
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H 
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N¡.r\) 

N,H 

H 

~y\) 
~ N 

-46· 'H . 
,¿:/ 

111/Z 198 



OH 
m¡z 244 

H 

'1.-:.,,,,.(/; 

; N,H 

+ ~ 

OH 

H 

'* ~,+• "-.. ~\;' J,H--~~:o~Ht....._ 

OH 

~ --¡+· 
s""YN¡~(I; 
L=l_-- N 

'H 
m¡z 142 

Los ;iones de reagrupamiento locali;-:adc>s a mi~ = 152 y 124 

resultan de las descomposiciones consecut.ivas del iÓn a m/;: lBJ\, 

l.o anterior f1.1~ ev1denciado a trav¿s de los iones metaestQb]ps 

(36) locali~ados en m* ~ 1~5.6 y 83.6 respectiv~mente: 

rn/z 184 
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º-,+· 
l nvz 124 



El pico base del espectro se puede racionalizar considerando a 

uno de los nitrógenos del anillo B como sitio de ion:ización 

prin1sria, la formaci6n de idn amonio correspondiente, el 

reagrupamiento de hidrógeno hacia el sitio radical y la homólisi& 

del enlace alfa al azufre acorde al siguiente esquema: 

nvz 244 
m/z 97 

La estructura conJugada propuesta para el pico base lm/z = 97) 

vs de acuerdo con la estabilidad esperada para el mi~mo. 

La fragmentaci6n dirigida por el a~ufre hflt~1·ocÍ~lico prodyce, 

mediante ruptura 'beta• hemolítica 1371 y pérdida de la cadena 

lateral, el i6n tionium dispuesto a miz • 143 

H 

X '1~1,') 

H 
11 m¡z 244 
o 

N, 
H 

H 
1 

+s-VN 'J';:;l.'l 
u__j_N 

'-H 

m¡z 143 

La descomposición posterior del ion m/z = 143, involucraría la 

pérdida de 58 unidades de masa CHNCONHJ característica de 

imidazolidinonas fusionadas. 
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H 

+a:_,~~ 
N,H 

m;z 143 

+Q· .. ºNll +so ---1 )-1 
N :::::.o 
~ m/Z 85 

El espectro de masas reportado para .el derivado trimetjl 

siltlado de la biotina C38>, como era de esperarse, presenta un 

patrcin de fragmentacicin distinto al reportarto en ~ste traba,fo de 

tesis; uno de lo~ iones mas intensos aparece a m/~ =445 <M - 15) 

<90X> lo que permitiría d~terminar cuantitativamente el contenida 

de biotina en m~estras comerciales, previo tratamiento de 

sililación, en un espectrdmetra de masas acoplada a un 

cromatógrafo de gases. Por no contar con la metodología acoplada, 

esta experiencia quedd ~uera do] alcance de esta tesis. 

b). Cromatogrsfia en capa fina, 

La presencia de sc1port~s inertes en las muestras analizadas nn 

permiten la aplicación direct.a de las técnicas 

espec.trofotomét ricas antes dese ritas. Pc1r esta razon se opt.tÍ por 

desarrollar un siste1na de elucido aplicable a cromatograf{a Pn 

capa fina obteniendo los siguientes resultados~ 

Si,;te.,asl í<f's 

1) ollcetato de et.ilo Metan al <4:3> o.32 

2 > • Acetato de et.i lo Metenol (t: 1) 0.30 

3) • Ac et cit. o dt? et.ilo Metanol E tannl <5:5: 1) o.32 

4) .l\cetalo dE• i>tilo mr-tan1)l Aqu.1 00:1o:u o.so 

lJtili::ando como Vl!:>1Jnlizadc1r yodo. 
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Encontrsrido el sistema ideal, se reqll~ría el U&o de alg~n 

reactivo visualizador permanente (39) (ver características de 

estas reactivos en el capitulo II> para poder· detectar mediant~ lln 

densitOMetro, las diferencias de lecturas de densidad ciptica ~n 

funcidn de la concentraci6n y así aplicar 6sta metodología haeia 

las determinaciones cuantitntivas. 

Por carecer del reactivo específico Csolucidn de yodoplatinato> 

no fu~ posible realizar esta experiencia, sin embargo su 

adaptación y evaluacidn resultaría sumamente sencilla. 

Determinaciones cuantitativas. 

a). Cromatografía de Líquidos de Alta Presi6r,. 

Sí consideramos la fdrmula estructural de la biotina indicada 

en el capítulo I, los Únicos grupos cromóforos en la molécula son 

los correspondientes a los das carbonilos los cuales contribuyen a 

absorciones a longitud de onda muy baJa, del orden de 200nmt con 

coeficientes de extincidn tambi~n muy baJos. Con el propcisito de 

determinar el valor de longitud de anda mcixima en las condiciones 

que se utilizarían en el cromatbgrafo de líquidos oe trazri el 

espectro UV de biotina pura IFig. No. 5), El valor de longitud de 

onda máximo determinado en 193nm estei..en correspondencia con el 

valor esperado para la transicidn n---r* compuestos 

carbonílicos C40>, No obstante que el metanol presenta la 

transicidn electr6nica n---r* en longitud de onda igual a 183nrn, 

su coeficiente d~ extincidn m~imo es do 500 C40>, ésto representa 

el 10X aproximadamente del valor de extinci6n deter~inado para la 

bictina pura. A fin de determinar el intervalo de concentraciones 
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en el que ie ¿úm~~~ 1~· le~ de ·Lambert-Beer, se realiz¿ otr~ 

experiencia ~reliminar variando las concentraciones de biotina 

pura y registrando el valor de la absorbüncia a 193nm. En la 

tabla ~o. -~ y' Fig No. 6, se presentan los resultados obtenidos con 

una linearidad satisfactoria y un coef1ci~nte de regres16n lineal 

de 0.9953. De la misma Cllrva SP determinci el valor del coeficienta 

de etttincidn molar como 5425,1 cm,M/lt, 

La lineal id ad de la respr1esta espectrofatométrica 
, 

B51 cvmo "' 
valor del tiempo de retencicin (1,56 min) 9e obtuvier6n despu~s rje 

lnyectar en E'l cromatÓgrafo dP. l{quidos, bu.jo las condic1-:rn·.~ 

indicadas en el capítulo anterior, diferentes concentracion~~ de 

una soluci6n ~standar de biotir1a pura y podemos observar que lQ~ 

regultados son proporcionales tanto con el área como con la a1t11ra 

del pico. En la fig. No 7 se presenta el cromatograma obtenido y 

en la tabla No. J y Fig. No. 8 los resultados obtenidos de 

concentración de biotina contra altura y área del pico. 

En la Fig. No. 9 ~e presenta un cromatograma típico para un~ 

muestra de premezcla cuyo inerte es de>:trina. Como se puede 

apreciar, el tiempo de retención y la resolución del pico 

correspondiente a bíotina aparecen en la posición esperada. E~'ist.e 

adam~s otro pico a 1.9 minutos y que corresponden lR elucidn de 

la de>:lrina. Sin embargo, tanto el nrea como J~ altttra de ~~t~ 

pico no res11ll¿ proporc1onal a la concentracicin d~ dextrina debido 

a q11e en las cond1r1nnes 1nst.r11ment.ales, este a]tn polÍmP.ra sr~ 

fracc1ond Csolamenle \~s especies de baJO peso molecular f~teron 

eluidas) do,¡anrlo la mayor c~ntjdad rle dp·:-d, r in a reten:tda 

fuertemente en la colL1mn~ como resultndn de la ha.Ja solubilidad de 

ésta en el medla el1Jyent.e y le gr;rn •~finirl<ld c·on el •,;aporte dr.· 1.-i 
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columna. Por esta razón no Tué las 

determinaciones anau'. tic as con los otros .tipo~ ·d·e preme;:c las y se 

optd por utilizar otros m6todos alternos. 

b), Titulación yodométrica. 

Después de analizar 10 muestras de preme:c1.R acorde al 

procedi~iento descrito en el capítulo anterior y r~alizando rlos 

derrminacionces de cada muestra se presenta el promedia de 4 

an~lisis realizados por muestra y se obtuviercin los resultados 

presentados en la tabla No. 9. 

Notsf Puesto que se trata de una titulacicin indirecta oxido-

reducci¿n, es de esperarse que en los caso~ en donde el e}:cipiente 

resulta sor parcial o totalmente solltble en agua, el consumo de 

oxidante alcance valores extremadamen1.e altos. El m~todo anterior 

solamente es aplicable para muestras de premezclas que contengan 

almidoh o carbonato de sodio como inerte. Para los otros tipos de 

premezclas Tué necesario adc:tptar el mét.odo calorimétrico antes 

descrito. 

c). Colorimetría. 

La aplicacidn de esto m~todo como variante de la titl1laci¿n 

Yodom6trica presenta las siguientes ventajas: 

l,- Se 1Jtiliza un oxidante (yodRto) ' . menos energ1cn que en la 

t1tulacio
0

n yodom~trica <peryodato), lo cual minimiza la influencia 

de Inertes solubles. 

2,- Se aprovecha la mayor solubilidad y constante de reparto del 

yodo liberado en disolventes 01·gánicos. 
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3,- La _ct.lry.a 

intensa y ·na· 

de ci~i'"~ocii:i· j¡el; .• espectro visible es 

.· pr~s~~~a inPi-:r+'erenciá con alguna de 

En la tabl·a No. :.:·4 y Figo No. 10 se presenta la curva de 

ab°sorción del iÓn triyoduro en ciclohexano cuyo 

corresponde a una longitud de onda de 520nm. Coma se puede 

apreciar en los valore~ num~ricos de ectn tabla, utilj=ando unn 

celda de cuar:o de 5cm incrementa en promedia cinco veces el valor 

de la ahsorbancSa, raz6n por la cual ~e decidj6 utili=or est~ tjpn 

de celdas para las lcct11ras colorimétrica5. 

En la tabla No. 5 se pr~senta la gr~fjca d~ concentracidn del 

ion triyoduro contra absorbancta, confirm~ndose que se sigue ln 

ley de Lambert-Beer. 

En la Fig. Mo. 11 se presenta la gráfica de los resl1ltndos 

antes m~ncionadosw para la que corresponde un coeficiente de 

correlación de 0.9994. 

Todas las muestras de premezclas disponibles fuP.ro'n analizados 

por esta metodología <ver capitule nnterior), Los rest1ltados 

obtenidos se presen~an en lo tabla No, 10. 

Es importante notar que para todas aquellas muestras q~e 

contienen alm1dcin como e>:cipiente lon res~lltados obtenidos son 

numéricamente inferiores a los valores encontrados en la 

t1tulacia'n yodome'trica ~ver tahla!:i No.9 y 10) de las mi~,mas 

m~estras, Lo ant8rior no es sorprendento dcbirto n que la preoencia 

de elmidón en estas m11estras t"'"nma~;cara F.•l yodo J:iheradn 

conductendo a valores inferiores de rec•1peracici11. 
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d), Polsrogrsf!a. 

Con el prop6sito de determinar si la reaccicin de reducci6n 

electroquímica de la biotina, en un medio acuoso y con un 

electrodo gotera de mercurio, caía dentro d~l dominio 

electroactivo, se trazd la curva polarogr~fica rlel electrol1to 

soporte (soluctón de cloruro de potasio o.JM> y postcr1ormr.nte se 

adicioryar~n JOOug de biotino y se obtuvd lll polarogram~ que se 

presenta en la Fig. No. 14, Como se puede observDr, la onda de 

reduccibn de biotina presenta una corriente límite de difus1dn 

satisfactoria y el potencial de medin onda de Pste sistemn ~par~ce 

a -0.70v contra el electrodo de calomel saturado. 

Al determinar las magnitudes de la corriente límite dP. dif11sión 

contra concentrCJciones variables de biotina pura sr? obt11vierón los 

reGultados indicados en l.a Fig. No. 15. La recta a,¡ustada prPo~nta 

un coeficiente de regre~idn de o.9653 

Posteriormente, adicionondo una peque~a cantidad de dextrinn a 

la solucidn del electrolito soporte, se dcmostrd que ésta no 

constituye una especie electroactiva dentro del intervalo de 

potencial considerada. 

Los resultados obtenidos en el experimento en el qu~ se vartci 

la concentración de biotina manteniendo constante la cantidad de 

dextrina en el sistema, se prosentan en la Fig. No. 16. Como se 

p1Jede observar~ la presencia de dextrina en el sistema, no 

obstante ser una especie no electroactiva, afecta los valores de 

corriente lÍmite de difusio"n como resultado de la influencia de 

éste alto polímero sobre el sistema de dif'usióñ en regimen 

estacionario. Esta observaci6n nos permite preveer que cama 
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·resul t.ado dP- esta p~~dido de sensibilidad, y q11e a ln 

conc~ntracidn :~e dextriria considerada en este modelo experiment~l, 

1Jtiliznr muestras do premezcla para an~lisis directo v1a 

polarogr~f(ca, la cantidnd de biotina presente en el sistemil 

caería muy por abaJo del lÍmjte de concPntraciones consideradas y 

que al aumentar la cantidad de premezcla original, de modo que ln 

concentracidn de biotina cayese dentro del intervalo consider~dr1, 

introd11ci ría una gran cantidad dR dextrina polim¿ricn q1.1r.1 

afectaría süriameni.Q los valores de viscosidad y régimen de.• 

difusi6n estacionario, 

Validaci6n de los m~todos qu{mlcos aplicables a premezclas. 

a>, M~todo Yodom~trico 

Para demostrar la linealidad del m~todo, se prob~ la hjp6tesis 

y ~sta fu~ aceptada ya que la 1'tca1c: es mucho menor q~1e la''i' de 

tablas con 11-~ gr~dos de libertad y alfa = o.os; el mcitodo es 

lineal hastR el valor de mayor concentrDci~n trabaJada. 

En cuanto n la e>:octitud, se probnr¿n las hipdtesis para 

determinar la e:·:1st1~nt1.:J de errores de tipo constante y de tipo 

proporcional en donde Ins-tcalc: en ombos casos son menores de la5 

~~'de tablas con n-2 grados de libertad y alfa 0.005 y •Jn riesgo 

menor ~l 1%, po1· lo tanlo no ex1sten errorRs de tipo constante ni 

de ·tipo proporcional por lo que el m~todo ras e>:acta. 

La precisión dP-l método t~s de 2.27% df• acuerdo a los resultado:. 

' ' ' La cantidad m1nlm<1 dr~t,C>ct.abl(: an e\.~te mE-todt1 f:?!3 dr. ~J,34ug, Jo 

cual nos indica 'lUf? para nuestros prapbsitos ~stD me~odo e~ lo 

suf1ci~ntemente sensihle. 
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b), Método calorimétrico. 

Ha•ta el nivel de concentración maXim.::1 que se trr1ba,jo', se proho
0 

y se acept~ la hip6tesis paro la linealidad de ¿ste mitodo ya quP 

la ''te ale:· es muchos veces menor que la ''t" de tablas encontrada paro 

n-2 grados de libertad y alfa ~ 0,05, 

En ~9te m~todo al igual que el anterior se probarcin las 

hipÓtes.is para determj n;n la presenc ía de errores dr. tipo 

proporcional y de tipo constante; se probo' que no hay ninguno de 

estos dos tipos de errores por lo que el método e5 exacto. 

La precisi~n del m~todo es de 2.19% de ac1Jerdo al valor de ''s; 

determinado. 

La cantidad mínima detectable es de 1.37ug y dsto nos indica 

que la sensibilidad es adecuada para nuestro5 propcisitos. 
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CONCLUSIONES 

Durante el desarrollo experimentn) de ln present~ tesis, so 

pudierdn evidenciar las fronteras de aplicabilidad de cada 

metodología, desde la falta de sensibilidad hasta la p~rdida de 

selectividad por efectos de interforcncia. Estos param~tro~ 

pot~ncjalizan a uno de lo~ mdtodos como el de opl1cacicin mos 

general y la evaluacidn de sus inconveniencias, debidas " 

fen~menos de sensibilidad y/o posibles inter~erencias, conducen o 

proponerlo como método de mayor Yalidación relativa. 

conclusiones que se pueden obtener de este estudio son ln~ 

siguientes: 

1.- La espectrofotometría en el infrarroJo no es una t~cnica 

aplicable ni s~n para la idcntificacidn de biotina en premezclas. 

2.- La t~cnica de resonancia magnriticR protcinica de onda continua, 

como la utili=ads en cista tesis, no permite identificar ln 

prüsencia de bjotina en premezcla~. Como ~ntes SP indicd, PA 

posible que el uso de un equipo de pulsos pueda identificar, y 

eventua1mente cuantificar las se~ales debidas 

premezclas. 

biotina en 

3,- L.a espectrometría de masas aplicada al an~lisis de las 

muestras de 

cuantificacitin 

prcmezclD~, nn principio, podrÍ~ 

de b1otino utili~~nda la t~cn1cn SIM 

permit.ir l ;:¡ 

ion 

monitoring>. Sin embargo, la naturaleza de los E-:>::ctptentes de las 

pre-mezclas no pP.rmlt.en la rt~ali~aciÓn dP Pst.r-1 tPrnH.~ dPbirlo n lB 

descomposición termica que sufren, con ·10 c11,:'l se altpr:i 

stl'nsihlementP el vo]or· dP v¡jc]o dr.• opf'r.'3c.1on. llna vurient.e df~ P.!;La 

t~cnicn la con~tituyen lo~ sistemn~ ar-npl3rlD~· cromatcigrilf~• d0 



9ases-espectrómetro de masas con el incónveniente .de que las 

muestras de premezclan deberBn someterse a procesos previos de 

derivatizaciÓn. 

4,- La aplicacidn de la cromatografía en capa fina permite la 

identificación de biotina en premezclas sin importar el tipo de 

excipiente. Las inferencias cuantitativas ~on previsibleG cuando 

se utilizan visualizadores especÍf1cos, procedinrientos 

estandarizados y densitÓmetros electrónicos. 

s.- La potencialidad de la cromatografía anterior, con una 

instrumentacion mas sofisticada, se aprovechd cuando se utilizd la 

cromatografía d9 líquidos de alta presión. La resolución de los 

componentes de las premezcles y la relacidn a~ea-concentraci&n en 

las condiciones experimentales resultarán satisfactorias, El 

inconveniente que so observ¿, y que por ende limitd su aplicacidn, 

consistió en la fuerte interaccio'n de los e>:cipientes y las 

porcionem polares del noporte dP. le columna, además de la poca 

solubilidad de ~stos en la fase m6vil; lo que conduJd a 

obstrucciones en la columna y aumento de presicin Pn e1 sistema de 

bombeo de disolventes. 

6.- Los resultados de la validación del método yodométrica 

reportados en ésta tesis cumplen con los parámetros estadísticos 

de linealidad, exactitud, precisidn y sensibilidad. 

7.- El mhtado yodom~trico e5 splicable s6lo a las muestras de 

premezcla~ cuyo excipiente es almidcin o carbonato de sodio. 

B.- Los resultados de la validaci6n del m~todo colorim~trico 

reportados en esta tesis cumplen con los par~mfltros estadísticos 

de linealidad, ex~ctitud, precisi¿n y sensibilidad. 
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9,- La biotina en 
'~;::; < - ;· ·:··-

premezclas es satisfactol'i~ para -.\~~-~·~ las premezclas. Sin 

e~bargo, ~n el caso donde el excipiente e~ 'almiddn, se observa 

pe'rdida de sensibilidad, 

10,- No existe diferencia significativa entre los métodm; 

yodt1mfitri co y colorj métrico, cuando se comparan los parámt?tros 

estadísticos de linealidad, exactitud, presicidn y sensibilidJd, 

por lo que ambos son aceptados como m~todos de cuantificacicin d~ 

biotina. 

11.- La t~cnica polarogr~fica como fu~ descrita anteriormente, no 

es aplicable para ln cuantificaci6n de biatina en premezclas 

debido a los factores antes discutidos. Sin duda el uso de 

electrodos s~lidos giratorios podría representar una alternativa 

de valoración superando los problemas inherentes a] regimen de 

difusio'n. 

Por consiguiente, no exite un m~todo quimico de aplicacidn 

universal (ni a1'rn el m~todo microbiológico) pilrn la cuant.ifi.cación 

de biotina en loR diferentes tipos de premezcla5. El m~todo 

mic robiolo'gico, de aplicación más generalizada, solumente 

determina el contenido de enont1dmero biol6gicamente activo <D<+>-

biotina). Los raétodos reportados P.n cista tesis, no realizan esta 

descriminacio'n, por lo que los valorP.s ns1 det.ermlnadofi "H~ 

esperar5n superiores a los que se obtendrían l1tilizundo el mcitodo 

microbioJÓgico. 

Es necesario enfatizar quP el prP.~Pnt.e traha,jn rle tPsis, por 

h."'3bet·se desarrollado bnjo un enfoquf-~ nnBl ít.1cor no contempla el 

trntam1ento dP d0t.os e<JttidÍsticos con C?l rigor q•u~ c.frac:tr?>rizar.ia 
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a un trabajo dirigido con propcisitos de control de calidad. Los 

res.ulladca. experimentales aquí T'eportados no~ indican que ln 

parti.cipacio'n de los excipientes presentei:i en los premezclas, es 

poco significativa en cuanto a la reacción principal dr. óxido­

reduccidn se refiere, El tratamiento estadístico aquí reportado, 

eYidencía la cuantitatiYidad de la reacción entre biotina y 

titulante indicando su alto grado de confianza estadística. 

Será competencia del químico analítico seleccionar el método 

mas indicado para la valoración de biotino en preme=clas, sin 

embargo recomendamos que, en todos J.os casos, las determinaciones 

se realicen con una prueba en blanco paralela y, eventualmente, 

realizando determinaciones en paralelo a muestras de premezclas 

que contengan cantidades adicionales de biotino p1Jra como estandar 

interno. 
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