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. INTRODLCCTON
Demcber Lo ot ipiicdadd 1o humanidad bia vivido con 1o constante peeocnpacion
der su alimentiacidéng <l hombi'e prehistdrico llevaba una vida errante, pues se

ar plantas y animales para alimentarse. Con ¢l advenimicnto -

dedicabia o bn., :
de la agricultwa, cambid su vida de ndmada a sedentaria; pero siguid con la
misma preocupacidn, pues pronto aprendié que la alimentacién era la base de -
=i desarrollo tanto fisico como intelectual, y que si no satisfacia esta pri-
meri necesidicd no loxem-ia satisfacer debidamente cualquier otra.

AN en pleno sigzlo XX, a pesar del desarrollo alcanzado, de los avances
cientificos y los desarrollos tecnoldgicos, no ha podido el hombre resolver —
sal islactoriamente Vul problema de 'na adecuada alimentacidn, ya que las dos -
torcaras partes de la poblacidn mundial consumen una dicta incorrecta.

CAlculons conservadores demuestran que en el mundo existen 460 millones de
Ppersonas can hambre permanente y que por lo menos ol 40% son nifios., toda esta
gonte pertencee i1 los sectores marginados de las grandes ciudades y a los seg
tores rurales, 13

Fl cconmmist.a Malthus exponia en su ensayo sobre ¢l principio de la pob]i;.
cion que "los medins de existencia aumentan en progmiesidn aritmética, +n tan--
. 10
to que la pobliacidn erece en progresidén geométrica®, Asimismo sus adeptos --
foeatare e elemostesare qoes Ta sohr‘epﬂb‘luéién deal globo teprrestre eos 1a dniea cau-
=it dhey Lodas Tas desgaracias sociales.

Doscde este punt.o de vista no es posible explicar de que un continente co-
e Atrici. Cipico peas el lonto erecimiento de su pobliacidén posea el mis bajo -
nivel de vida, o que Kenya que tiene wna densidad de poblacidn 21 veees menor
que Inglaterra, cuconte con una renta por cdpita 16 veces menor que ese pais, -

al dguid que Balivia donde la densidad de poblacidn y renta porr cipita son res



pectivamente 35 y 7 veces menores que en los Estados Unidos (la renta carac
teriza el grado de riqueza del pais, asi como el bienestar material del pue-
bla).

Malthus on su teoria plantea @l crecimiento de la poblacion como un pro-
blema aislado, sin tomar en cuenta que estd estrechamente relacionado con las
condiciones ccondmicas y politicas; asi mismo, no toma cn cuenta los recursos
der 1a naturaleza., y subestima al hombre respecto a su conocimicnto de la mis-
ma para su beneficio y aprovechamiento.

Dat.os oficiales de la FAO muestran que s6lo el 178 de la poblacidn mun-—
dial ingiere mis de 30g. de proteina de origen animal por dia (cantidad juzga
da suficiente), mientras que un 25% consume apenas de 15z. a 30g. y el 58% ——
rostante dispone de una cantidad inferior a los 15g. diarios. La falta de pro

teinas y otros nutrrimentos, tales como sales minerales v vitaminas en las die-—

tas, se manifiestan en forma bien caracterizada por sindromes clinicos; maras-

mo, kwashiorkor, pelagra, beriberi, escorbuto, etc. Las carcncias son princi-
palmente ol esultado de una alimentacidn errdnea a lo largo de la vida.:
Siempre ha existido un desequilibrio social; la miseria y el hambre han -
sido compaiieras habituales, contrarrestando con el lujo y la x'iquv_zﬂ.32 gosi -
bien os cicrto gue 1a naturaleza ofrece recursos enormes para satistacer las -
necesidades e subsistencia de las poblaciones, es preciso que se Lome concien
cia de estos hechos y que la reparticidn de la riqueza sea mds justa y equita~
Livie S catenla que sdlo el 10% de las drcas cultivables en ¢l mundo estan -
en produceion, quedande adn mis grandes rescervas por cxplotar, tal aseveracidn
fue hecha por los cientificos que participaron en el 170. Congreso Internacio-
nal de Congralia al valorar la capacidad mundial de produccion de alimentos a

traves del aprovechamient.o de mayores greas de cultivo y del mejoramiento de -

téenicas agricolas. A través de este mejoramiento es posible intensificar la



producc idn agrricola; lo que significa que la desnutricidn no es producto da la
pabieza de los stielos; 1a desnatricidn es ante todo producto de una mala dis-
tribucidn, y de una deficiente planificacidn de 1la cconomin. Si se observa -
las Arecas donde existe una deficiente alimentacidén ficilmente se pucde notar
e partenccen 4 los lugares que hasta hace poco vivieron o viven atin bajo un
pogimen colonial ista aomo Asia, Africa y América Latina; sitos en los cualns
1a ingestion de una dicta inadecuada coincide con su aelevado aumento de pobla-
cidn y sun pobeeza. I

A pesar del aumento de la produccidn agricola, a partir de la dltima dé-
cada las reservas de alimentos han disminuido notablemente. Analizando el --

problema se observa que el aumento en 1la demanda de alimentos corresponde a:

un_aumento on 1a demanda de cereales para uso forrajero; al incremento de la

fabricacidn de productos suntuarios que tienen alto pt'ecios(pr‘oduccos que se-

rdn destinados a sociedades en auge). La disminucidén de reservas se debe a:
una serrie de condiciones ¢limatoldgicas adversas, como intensas Sﬂql:l'nh‘ sobre
todo mzonas semidridas, gue han menguado la produccidn de alimentos, y a la
escasez de cnergéticos, ya que el principal material crudo utilizado en la ——
agricultura maderna de los Estados Unides y demds paises desarrollados es el
patrdleo, producto natural no renovable, siendo la agricultura dependiente de
T energia, el costo de Ta produccidén también tiende a elevarse al parcjo del
incroment.o de Jos costos de combustible., Se tione la seguridad de que las --
fuentes de cnergia tradicionales son escasas y s5u precio se ha elevado mucho.
por Lo que ~c debse fprnsine en obtpras fuentes de aivergla, pucs resalbba aemt §ccond-
mico Invertic | Keal, de combustible para producir una cantidad de maiz que --
proporcions 2.8 Keal. 30 34

Toda esta serice de factores ha provecado an alza en los precios de los -

alimentos, ponidndolos cada vez mdis fuera del alcance de las grntoes de osca--



MO PR i‘(l()!l("fﬂi(:()ﬁ.
No se puede negar la importancia del ritmo de crecimiento de la poblacidn

murwlial, Ja cual en 1975 fue de 3,400 millones de personas, con un incremento

semanal de 1.200,000 personas, para 1981 se tiene una poblacidn de 5,000 millo
nes de habitantes y para el afio 2000 tendrd de 6,000 a 8,000 millones de perso
nas (de este acelorado crecimiento demagrdfico, corresponde gran parte a los -
paises en desarrollo), y los aspectos sociales ¢ histdricos tales como ¢l bajo
nivel de agricultura de los paises en desarrolle y su penoso estado de econo--
mia. Se concluye que la situacidn se ha de agravar aiin mis en un futuro no --
muy lejaneo, pues como sefialara Boyd-0Orr "La produccion de alimentos no ha al--
canzado jamds su pleno desarrolle porque la civilizacidn occidental se ha pro-
priest.o como finalidad de 1a produccidn no crear la cantidad de alimentos indis
pensabic para satistfacer las necesidados de Ta humanidiocd, sino 1o peoduceion -
der il iment.os gue: se puedian vo;\der' ventajosamente®,

n los paises on desarrollo predomina el consumo de productos de origen -
vegetal sobre Lodo las gramineas. Dependiendo de cada region ¢l alimento bés_i_
cereales en México es -

co en arroz, ttigo, maiz, ete. La produccidn anual de

de 2.320 millones de toneladas, 29 tonealdas por cada millén de habitantes ~—-

(cantidacd probable).

Se mani ficsta una situacidn contrastante donde por un lado las ciudades -
gozan de los privilegios de la urbanizacidn y una mejor alimentacién, y por el
otro los sectores ruwreales y marginados carecen de esos privilegios. Por ejem-

;
plo el consumo de trigo cn México es el que sc observa en ol siguiente mapa.
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1. olIETIVO
El1 ohjetivo de este trabajo se considerd importante debideo a que en Mé-

xivo, Ta incidencia de enformedades por deficiencia de vitaminas os muy fre--

cuente, principalmente por deficiencia de vitaminas A, B,, By, B(,’ en los si-
guientes estados de la Repiblica Mexicana: desde el Bajio hasta Zacatecas y
Durango, un anillo alrededor del Valle de México, incluyendo el estado de Gue-
rrero, (Qaxaca, Chiapas y la zona henequenera de Yucatdn.

Asimismo el consumo de cereales en forma o en sus-derivados son una fuen
te importante de vitaminas en la dieta del pueblo moxicano, principalmente de
vitamina Bl (Tiamina) y viamina B.’! (Riboflavina). Porr todo esto crci necesa
1'io conocer ¢l contenido de estas vitaminas en varias marcas cometciales de -

pan de consumo generalizado, con el fin de conecer ¢l aporte de estos produc--

tos i los requerimiontos diarios de estas vitiminas piaca ol hombre,



TILL. GENERALIDADES
Las vitaminas con compuestos orginicos que se requieren para el creci-
’

micnto normal y mantenimiento de 1a vida de los animales. (inclusive del hom--
B guien oS incapig de sintotizar la mayoria de ollas), son elfeclivas en pe--

quefins cantidades actuando como cofactores con accidn catalitiea, cuantitativa

v marcadament.e especifica, 7,46 40 41

Debido a que las vitiminas son un conjunto de sustancias quimicamente
hoterogéneas se les paede clasificar de acuerdo con su funcion bioquimica, dis
tinmiicndose wna categnria que proporciona coenzimas, tal como pirofosfato de ~
Liamina y rihol'lavina como flavin-adenin-dinucledtido, las cuales suministran
coenzimas que actiian como substratos de reacciomes intermedias que conducen a

su incorporacidon a los grupos prostéticos.

Ficacion es la que se refiere a sus caracteristicas de solubi

ara ala

las vicaminas A, D, E y K constituyen el grupo de las liposolubles,

Lidad, asi

y la tiamina, 1a riboflavina, la niacina, la piridoxina, el acido félico, el --
la bintina, la cianocobalamina y el dcido ascirbicn constitu

28

Acido pantotdnico,

yen el grupo de las hidrosolubloes, De las vitaminas hidrosolubles las que -

nos interesan son By, B,.
2
Vitaming BI o Tiamina.- fue aislada en 1925, se encuentra libre en la
wtanalesn i las semiilas de los ceredles, en los tejidos animales y en la le-

virdura se encuentira como fosfato de tiamina y de esta forma participa como coen

zima on divesns sist.emas enzimidticons, como por ejemplo:

a) o< ~cetodeido descarboxilasas.
[13] e ~eetodcido axidasas.
c) fosfocetolasas.

1
)} Lot o liasas 2



Sintesis doe Tiamina.
1. Método general,- Un nuevo método para sintetizar tiamina (I) fue rea
lizado por Matsukawa al hacer reaccionar 5-tio-oxalil-aminoetilpiri-
midina (3) con acetato de cloroacetona (2), y 5-formilamincetilipiri-
midina (4) con acetato de 3-acetil-3-mercapto-li-propil (5).
Posteriormente se encontrd, que en el método anterior se usd acetato de -
acilmeacapt.opropil (6): R-acil) en Tugar de (§5) también s obtiene ¢l mismo —-
producto (1), y que¢ una reaccidn entre dcido sulfhidrico (HZS) o tiocetona y -

una mezcla de (3) ¥y (2) da tiamina.

H3C HHy

c
| HaC N N
do N AR
I La-c
= CHy NHCSCOOH <': - “CaHaOH
[ 1
3 2 1 Hy

n,c\r/ [ -NHl %2-5-R

4

[
L}
H,CTN NH, :_ s
g
4

a2 D
"
I

CiHa O ~COCHs
2



2. sScgundo méLodo.- En 1646, Sumi descubrid un nuevo método para sinteti-
zar tiamina. En este métode ¢l S—aminometiolpirimidina (2), se hizo -
reaceionar con C82 ¥ N'H40H para dar ditiocarbamato (3), el producto -

se hizo reaccionar con el acetato (4) del compuesto de clorocetona pa-—

i forma metcapt.otiamina (4:R: ‘COCH_g) que fuer oxidado con peraxido de
42

hidrdgeno (uzoz). Para obtencr tiamina.

Hy
o
H=-C} —————e

HyC N NHy ‘
c
Hae O
= CHy NHy

tHaOR
I RzH
2 3 Rz COCH,
HyC H'“sc" Ha G NH;
—He Qs . H-
2CH3
cHC 7 CeHaOR N i =
H; CH C} E
.1 ] He T, o HaOW
Fy b

La deficiencia de tiamina causa, en términos generales fatign muscolar:, -
anorexia, palpitaciones y degeneracidn de los nervios, padecimiento conocido -
como beriberi.

Recomendaciones diarias:

Q.5 m/ 1000 keal ingeridas.

En adultos la ingesta nc debe ser menor de | mg. de tiamina.



10.

Riboflavina o Vitamina 52.-— Se encuentra en la naturaleza exclusivamen-

e como integrande de las dos flavinas coenzimas, el mononucledtido (F M N) y

el sudenin dinocledtido (F A D). Estins coenzimas prost.éticos FM N v ¥ A D,

s encuentiia Cirmoementees anidas e las protuinas, unciomnan aceptando dtomos -

der hidrdégeno de los piridin nucledtido reducidos ¥y en la eliminacidn de dos -
- . - 11
ALtomas de hideogeno de carbonos adyacentes, dando lugar a un doble enlace.

Sintesis de Riboflavina.

GHLCHON13CH,OH CHH(CHOKI3 CHy 0N
Ma Ma NH Me NH
U PhN.+CI- Nay SpOa
e et et
Me Me Ma Nz Ph
?H OH OH
CHy~ L:. - (.:. - (; — CHy=COH
CHaICHONH)3CHa O H H H
Ma fin Ms p N N o
ol : L} Py
Alomon »
HOAC
3
10
Me NH, Me N g NH



Lollavina de aimin Vactor condicionante que perturba la absorcidn o utitiza-
cidn de ia vitamina: sce caracteriza por lesiones no espeeilicas; de piel, len

gua Yy ojos.
it sueiboilavinosis humann. - queilosis, queratitis con vascularizacicn

corneand, detmatitis, que aparece ya sea en forma aislada o acompafincdia o oterns
avitaminosis como la pelagra, cede en pocos dias a la administracion de ta ri-

bhoflavina.

Procesos enzimiticos. -~ Mecanismo de accidn de la riboflavina. La ribo-
lavina desempeiia un papel importante en los sistemas enzimiticos relaciona--

dos con 1las oxidaciones celulares.

La comzima, tlavin-adeninpdinucledt.ido (§), os impmtante on ol sistema

de oxidacidn bioldgica y 1a reduccidén que afects Gnicamente al anillo de isoa
loxazina, producida por dos electrones trazadmes. Dando lugar a la formacidn

. -
dev radicaleos (). =

-2

Iy
Mo N e} Ma (o]
v
-—...:_.__A.H" & Ht o
-
T —— .
Ma " Ma J "
OH
i
5 -] Ms N N o
NH
Me N



La vibaflavina puede atacar como un agente fotoscensitizador y 1a moldé-
culia se exita por un electrdn donador. La estructura del dinucledtida (5)
se basa en una degradacidn severa, incluyendo la hidrdlisis de adenosin-§5'-

fosfato riboflavin-5'-fosfato. 2

i ow
OIH OH oM J OoH
He OP © LOCH. CH HlHCH.
H H o o]
N
r l N Mo N NTO
NH
R NJ Ma

NH;



4.

Recomondaciones diarias;:

0.6 mg/1000 Kcal ingeridas

En adultos la ingesta no debe ser menor de 1.2 mg.

Las fucntes principales de esta vitamina, son: las visceras como higado,
rifibn y corazén; la levadura y la carne de cerdo.

De los métodos descritos para la determinacidn de tiamina y riboflavina,
se pueden mencionar los siguientes:

1. Cromotografia en capa fina.

2. Cromatogratia liquida.

3. Cromatografia liquida de alta resoclucidn.

4. Cromatografia liquida de alta preasidn.

5. Cromatografia de intercambio catidnico,

6. Cromatom-afia dé Gases.

7. Analisis volunétrico.

8. Andilisis por resonancia magnética nuclear de Protdn.

9. Andlisis por Espectofotometria de U.V.

10. Mdétodos Muorescentes y de fluorescencia inducida por rayos lascr.
11. Mdétodo de complejacidn.

Describiremos brevemente cada uno de estos métodos.

1. Por mediao de la cromatografia en capa fina se pucden determinar algu-
nas vitaminas solubles en agua. En general se utiliza clorhidrato de tiamina
como estandar y se eluye con una solucién 0.1 N de HCl. Para el caso de la -
ribot'laving s usa como eluyente ACOH 0.02 N, luego de separar las vitaminas
cirl soporte cromatognydilrico se determinan sus espectros de tiamina vy ribotlavi-
na on las muestras scparadas y en ocasiones sc usa la téenica fluorimdtrica pit
ra detearminin la concentracidén de dichos com'puc.-ttﬂs.?

Algunos ejemplos de determinacidn de estas vitaminas se mencionan en -e--



soichine

a)

b}

<)

d)

Petetminacion de riboflavina en orina: on este procedimiente la mues

t.ri se hace reaccionar con diastasa para liberar la riboeflavina, se

pasa g traves de una columna de permutita T (resinas de intercambio

catidnica) para eliminar elementos minerales y la riboflavina se se-
para por cromatografia en capa fina sobre silica gel HR usando piridi
La vi-

na-dcido acético-agua en proporciones 19:2:70 como eluyente.

. 26
tamina se cuantifica por fluorometria.

Algunos colorantes organicos, por ejemplo riboflavina, erytrocina y
violeta Acido se han determinado separdndolos por cromatografia en -
capa fina usando metil celulosa como fFase estacionaria, sobre un so-
porte pldstico y una fase mdvil formada de una solucidn al 2.5% de --
NafAc. o wna solucidn al 2% de citrato de sodio; conteniendo ambos --
al §%, posteriormento soe separa Ta banda correspondicnle, se ex--
21

NH
3
triue: y determina el campuesto.
Determinacidn selectiva de vitaminas B, ¥ 86 en muestras Farmacdéuti-
cas: en oste andlisis se usa talco activado y disolventes como ———

BuOH-HOAc IIZO en proporciones 40:10:50 para la vitamina Bl y Dioxa

no-agua 70:30 para la vitamina Bz. La visualizacidn de las manchas -
= hice medjante diazoacidén y reaccidn con p-anisidina.

Determinacidn de vitaminas solubles en agua, en tabletas y granulos -
de multivitaminicos. Para la determinacidn de vitaminas solubles en

Akt en estas presentaciones farmacéuticas gque contienen clorhidrato

de tiamina, riboflavina, clorhidrato de piridina nicotinamida y dcide
p-amino benzoico, su separacidn cuantitativa se realiza sobre una Pla

ca de silicagel, utilizando una mezcla de dcido acdtico glacial-aceto

na-mct anol-heneono para la fase mavil.



16.

Los clorhidratos do tiamina y piridoxina se determinan despuds de ox
Lraceién del absorvente por espectrofotometria de UV, La riboflavi-
i por flamometria y el p-amino benzoico por colarimetria despuds de
diazoncidn. = ‘

2. Cromotografia liquida. La utilidad de la cromotografia liquida auto
matizada se ilustra en andlisis de vitamina A, B-carotenc, tiamina y ribofla-
vina on alimentos.

El aparato usado en estos andlisis cromatogrificos permite realizar 235 -
andlisis de vitaminas Al y B —carotenos o 25 andlisis de tiamina y riboflavi-
na por dia, con una desviacidn estindar de 3%. Las columnas utilizadas son ~
de vidrio prodeada de una chaqueta metalica y se pueden trabajar a presiones -
superiores a 100 atm.  Si se requiere una mayor presion se usan columnas mcl;i'
Lieas, soe ocmplioan dotectores de UV y flunr:im’f-.t,l-icns y Ta muestera se trabaja -

et ol sipiente [RTHITE N

MUESTRA

Homogeneizacidn en N, liquido

Saponificacidn Hidrdlisis
von KOH 4 05 N en etanol Tratamicnto enzimitico
l precipitacidn de proteinas

Extraccién de hexano
Cromatografia liquida

Doteccidn de vitamina A deteccion de vilaminags

y B-carotenos B, v B,



3o CromatogralTa 1Tquida de alta resolucidn.- Por este precodimionto, -
1a riboflavina se determina en muestras de alimentos {conteniendo alrededor -

de z/e) por hidrélisis dcida (sol 0.125 M. de H a 120°), y tratamiento

4
posterine con Tadn-Diastasa a pH alrededor de 4.6 y la cromatogralia 1iquda -
de alta resolucidn, se efectia sobre una columna empacada con silicagel micre
particula, utilizando un fluordmetro de flujo. 37

Un procedimionto de cromatografia liquida de alta resolucién con reacti-
vos de par-idnico estudia el efecto de los alquil sult'onatos solwe ol tiempo
de retencidn de algunas vitaminas solubles en agua a diversas proporciones de
II.‘!\\/M'(M. o general los Glempos de retencidn para Jos componentos anmentan
con ol incromento do la longitud do e cadena del reactive o par-idnico. Bste
incx'vmouiv.o ademiis depende del compuesto que se estudia y del contenido de --
Mol en L fase mivil. Bl estudio se hace con algunas vitaminas solubles en
aguit enbre las gue sc encuentran la Bl y llz. n

4. Cromatogralia liquida de alta presidon.- La determinacio de tiamina y
riboflavina que se hace en carne y derivados de earne por este procedimiento,
primero so elechin la eromatografia propiamente dicha y despuéds so detectan -
las sustancias fluorométricamente. La riboflavina so convierte a limillavina

por irradiacién con luz ultravioleba y la tiamina se oxida a tiocromo previo

esbo a 1a separacidn cromatogrifica. Este métoddo permite detectar cantidades

dee 0,05 mg cle Ciaming y 0.02 ng, do ri.lmf'mvlua.q
?u QN QH
CHp— G~ 6= G =ChHy-OH
|oon A cHs
N A

cHy LN
ol :n’u'u
NH L1
CHy N

Riboflovina Lumifigvina




HCI
Hs € N._ _NH
3 N t 5 Hy-OH Ch Ny oy S CH, -0
| N al |
BN N
. i Ct- CH, # CHy
Tiamina Tiocroma

otro método de andlisis de vitaminas solubles en amua por cromatograt’ia
liquida de alta presién se realiza scbre dos columas unidas en fase:
M Bondapak y M Bondapak Nllz.

En este estudio se observa el efecto sobre los tiempos de retencidn de -
cada vitamina y la separacidn de las mismas en una muestra de mdtivitamini-
cos cuando se varian las proporciones de agua/metanol y sales, solucidn buffer
v reactivos, para cromatografis de par fdnico.  Cada vitamina se eluye on for-
ma sab i sfactorin de M Bondapak C]R‘ el M Bondapak Nllz‘ La velocidad de elu---
cidn de las vitaminas es mayor con esta dltima columna que en el caso de ubili
car M ondapak g, los picos correspondientes son mis agudos y ol orden da -
elucion es esencialmente invm'so.46 9

3. Croematomealia de intercambio catidnico, tamhidn se puede efectuar un
anitlisis de vitamisas por cromatografia liquida de alta presidn utilizando re-
sinas Aminex A § pli 5.7. Se separan y determinan las siguicntes vitaminas:
Vitaumina Bqs nicotinamida, acida nicotinico, pividoxina y riboflavina,

Eh este procedimiento el Acido ascdrbico {cuando estd presente), interfic

re con la determinacion de vitamina Blz'u
La tiamina y riboflavina se separan también en Aminex A§ usando una solu-

eidn 0,03 M dee KC1 en una solucidn buffer de fosfato de potasio (pH 8.0) comn



fase mévil, en estas condiciones descritas 1la reproductibilidad es excelente
y el método es sensible a cantidades de 100 a 250 ng de vitaminas,

6. Cromotografia de gases. Un procedimiento modificado para la determi
nacinn de vitaminas Bl en soluciones estdndar y en tabletas vitaminicas por ~
cromatograf{a de gases, consiste en las medificaciones hechas en la instiumen
tacidn del milodo y en el procedimiento para la transformacion do 1o tiamina
(1) al 4-metil-5-{2-hidroxictil) tinzol (IT), el met&lo se realiza en una cow
lumna dee vidhi'io empacado con un 5% do 0 V=17 sobre CHROMOSORI WAWDMCS, l1a de-
Loiminacicn se ofectiin con estindares externos e internos, utilizando un de--
tector de ionizacién de flama (F I D) y un detector N-p (NPD) para ¢l método
de estdndar interno y externo respectivamente, para todas las detarminaciones

con F T D s usa ciclo octanol como estdndar interno.

H.CI

CH -2 CH=CHy = OH
.\]/:‘If‘|/I\CNrOH ( -
] ]
N N
7 cl- CHy CHy

4= Metil -5-12 hidroxletil) tlczole

LIl {1

El compuesto 11 purificado se usa como estdndar externo.  Los resultados
s convicelen a p/nl o omg/tablets de (I) utilizando Cactores apropiathos, Bl
intervalo de concentraciones detectados con FID es de 10 a0 20,000 g dee (1),
‘Las ventajas de este método es el incremento en la velocidad y Lacilidad del -
amilisi=. asl como el pequefio volumen de muestra requerida (1 I).3q
6. Andlisis volumétrico.- Un métode valumétrico para la determinacicn

de priboflavina en soluciones, consiste-en agregar 3 ml de KI0, al 0.23% a 1 ml

4

te sonlueicn de vibobiavina al 0,024 dejando en reposn durante 20 mibudos; dos-



0,

pts se agrega tros potas de rojo de metilo ¥y 2 ml. de acctona.  El dcide ('('n_;
mico que se Forma por este tratamiento se titula con snlucilin‘dn‘ sosal Al ..
0.001N al vire amarillo del indicador. El error cs menor o igual al ‘.’..'.’.3%.3[
8. Andlisis por resonancia magnética nuclear de proton.- La determina--
cidn simaitinea de !il y 86 se puede llevar a cabo por espectrometiia de reso-
nancia magnética nuclear, este métedo es rdpido y cuantitativo y se puede efic
tuar en presencia de vitamina B,, sin necesidad de realizar una separacion --
mevia,  Las dreas de los plcos cuyos desplazamientos sean 2,55 ppm son usa
dos pia determinar la contidad de muestra que se encnentia presente en la so
Jucidn problema. En esta determinacidn se usa ¢l dcido maleico cuya sefal --
apareee a bobuppa, la jotegral del drea de los picos se relaciona con dicha
_sefial.  El mitedo funciona con mezclas que conticnen de 0.05 a 1.5 mM de ca-
"
da vitamina y se aplica el andlisis de algunas preparaciones farmiceut i-(?ns. H
9. Andlisis por Espectrofotemetria de U,V.- La tiamina y riboflavina -
también pucden determinarse espectrofotométricamente a partir de preparacio--
nes de vitaminas a 445 nm, para viboflavina y a 274 y 261 nm para la tiamina,
ta primera se cuantea después de disolver la muestrea en HC1 a.1 Ny la segun
dit e determina como ol Bromuro cnr'mspﬂnd.'u:m::e.20
10, Métodos Fluorescentes y de Fluorescencia Inducida por Rayes Laser.
Se pueden detectar partes por trillon de varias vitaminas (Acetade de Vitami-
na A, Vitauming l!,.:. 156 ¥ BIZ)‘ mediante la fluorescencia inducida por los ra--
yos laser, esta determinacién se realiza por una continua aplicacion de rayos
laser que inducen [luorescencia molecular.  Este método Fluorescente Lambidn
s puede aplicar & compuestos que por naturaleza no sean Flunrescentis, 49
La concentracidn limite para detectar riboflavina por esta Ldécnica us de

-2
.25 x 10

-

1; la fuente de excitacidn proviene de colorantes laser tal como

el 2{-4-bitvnil)  -5-fenil-1,3,4-oxadiazol. La longitud de onda de excitacidn



a4 375 nm hace mixima la absorcidn de riboflavina.

La fluprescencia se mmitorea a §40 nm y se utiliza una sefial pl-(m-.din.-p

Tambidn se han determinado las cantidades de Tiamina y Riboflavina enmas
earadas por ¢l método de fluorescencia del Ticeromo y Lumiflavina, respectiva
mente de pastias de carne y jamén.

Lt Flunrescencia encontrada estd entre 14 y 403 para la tlamina y del 25
al 60% para la riboflavina, la cantidad aparente de vitamina corresponde a la
cantidiad encontaada por anidlisis estindar y 1a cantidad real se fija por expg
rimentos, en los cuales se agregs una cantidad conocida de vitamina justo an-
tes del andlisis; las cantidades de vit.mninas enmascaradas corresponden a las
diferencias, 18

La riboflavina y tiamina se extraen con piridina y AcOH de muestias de -
complementos nlimenticios, y su concentracidn se determina fliorométricamente
Lranstormando ta tiamina a tiocromo previo a su andlisis. 24

e todos estos métodos mencionados anterlormente, son los fluorom'ericos
los que mAs se utilizan en anilisis de tiamina y riboflavina en alimontos, ya
que: son bastante confiables y sencillos y no requieren de equipos sofistica--
dos ni cmos, con lo que es fdeil realizarlos en cualquier laboratoria, por -

lo Lanto para oste trabajo se eligieron estos métodos,
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RECOMENDACIONES DIARIAS DEL CONSUMO DE VITAMENAS B, Y B,

EDADES TIAMINA RIBOFLAVINA
(mg) {mz)
0 - 3 meses 0.6 0.7
4 - 6 meses 0.05 0.06
6 - 11 meses 0.6 0.8
7 - 12 meses 0.4 0.6
12« 23 meses 0.6 0.8
1 - ailo 0.5 .0.6
- afos 0.5 0.7
1 - aflos 0.6 0.8
4 - O abos 1.1 1.3

Mlolescentes masculinos

11 ~ 13 ados 1.3 1.6
13 - 15 afos 1,2 1.7
14 - 18 afos 1.5 1.8

Adoloscentes femeninos

11 - IR aflos 1.2 1.4
Hombres

16 - 19 aflos 1.4 2,0 |
18 - 34 afos 1.4 ) 1.7
35 - 54 afos .3 1.7

55 - y mds ados t.1 t.5

Mu josres

16 = 19 aflos 1.0 I.3

18 - 34 afes 1.0 . 1.2
35 - 34 aflos 1.0 1.2
55y mis anos 1.0 1.4
Embarazada 0.2 0.3

Lactantes 0.5 0.7



V. METODOLOGLA

Las mireas estudiadas de pan de caja fueron las siguiontes:

1. Wonder blanco.

2. VWonder integral.

3. Bimbo blanco.

4. BbBimbo integral.

5. Sumbeam integral

fi. Sumbeam blanco.

7. Filler integral.

H. Pan negro.

Las muestis se adquirieron en diferentes cenbros commeinles, y para su
muestieeo se Gomaron panes de 10 bolsas para cada una de las mivcas y tipos de
i Se moliernn, homogenol zaron, secaron y de aqui se Lomd oo muesten para
L determinicion de vitaminas,

Los métodos empleados se mencionana a continuacidn.



DETERMINACTON DE HUMEDAD. 3
Fundamento: Se basa en la evaporacidn del agua de la muestra por calentimien

Lo en i estafa,

MATERTAL:

Cajas Petri

Estufa al vacie {lab-line Instruments, Inc.).

Termomet.ro

Desecador

Balanza Analitica
Procedimiento;

En unn caja de Petri previamente tarada, se pesan aproximadamente 5 g de

Lav maestasy hien mesclada, que so esparce por toda 1n superficie de 1n misma,
Pasteriormeate se eoloca dentro de la estufa formande vacfo a una presién —-
equivalente e 25 mn, dee HE o menos, a una temperatura de 98° a 100%C; por un
tiempo de § horas, trascurrido el tiempo ke cubre la caja Potri dejoando que -
s enfrie a temperatura ambiente en un desccador y se pesa, se contimia la de

terminacidn hasta cbtener peso constante.

Cilewlos:

Peso de 1la Humedad x 100
Peso de la Muestra

% de Humedad=




25.

DETERMINACION DE GRASA CRUDA 3

Es la fraccidn soluble en disolventes orginicos, o sca lipidos simples,

lipidos complejos y lipoides.

Material:
Aparato extractor de grasas “LABCONCO"
Cartuchos de porcelana porosos
Vasos para grasa
Desecador

Rectivos:
Iter et.ilico

Mol
Pesar de 2 a 5 g de miestra, colocarla en un cartucho; si es un
polvo Tinn, ponerle un tapén de algoddén para cvitar quo se salga
la muestra. A los vasos a peso constante se les ponen 40 ml de
fter etilico y jmﬁo con lom cartuchos se colocan en el aparato,
se dejan a reflujo hasta qua la extraceidn de grasa sea comple--
ti, (4 horas minimo). Despiés se destilan Jos disolventes hasta
eliminacidn y los vasus se ponen en la estufa por 30 minutos; se
dejan enfriar en un desecador y se pesan.

Cileulos e piasar grasa y vitaminas en base himeda (pan normal)

Grasa extraida x100
peso do muestra

4 Grasn cruda

mg/100 g base seca (100-(% H - 4 Grasa)

% vitamina (mg/100 g) =
100
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TRATAMLENTO PREVIO DE LA MUESTRA ©

Debido a que las vitaminas son microolementos que sa encuentisu combina-
dos normilmenta en el alimento con los principales macroelementos que lo cons
tLituyen, eano son pratefnas, carbohidratos y grasns, os necesatrio sepaarlas
de dichos constituyentes para efectuar su determinicion cuantitativa,

Los  procedimiontos mAs comunes que se utilizan para la separacion de -
vitaminas, son: 1la hidrdlisis dcida, indudablemente mis rdpida y La hidréli-
sis enzimdtica que es mds lenta pero brinda resultados mAs satisfactorios. .

Las condicicnes de la hidrélisis enzimitica, como son concentracién y ti
po de enzima, pH de la solucién, tiempo y temperatura de incubacidn se sefala
rin mas adelante.

Las enzimas mds comurmente usadas son las proteoliticas, las cuales ac--
tian sobre las protefnas hidrolizdndolas, liberando de osta forma o las vita-
winis gue se hindla atrapadas,  La papaina y 1a teipsina son las enzimas min -
apropiadas pari estos fines, La accidn conjunta con la enzima diastass ayuda
a obloener mejores resultados, al deadoblar los carbohidratos, los cuales son

ohea ghstdcolo on la Hiboracién de las vitaminas.

FHDROULESLS ENZTMATICA POR MEDLIO DE PAVAINA Y DIASTASA

MATERIAL:
Olla de presidn.
tstufa de Incubacidn.
Matraces Erlenmeyer para la hidrdlisis de 125 ml.
Matraces volwndétricos de 100 ml.
Embudos

Frascos de coloy dmbar de 100 ml.



Papel wWhatman No. 42
Papel aluminio.
REACT1VOS:
-Papaina en polvo con actividad de 0.2 unidades de hidrélisis de la le--
che,
~Diastasa, Taka Diastasa o Clarasa 900, capaz de lienar on 10 minutos 450
wIece.-z su peso de almidén seco.

—Solucién reguladora de Acetato de Sodio con un pll de 4.62.
PROCEDIMTENTO:

Sc pesa exactamente 1 g de muestra, la cual estard ya desengrasada y per
fectamente homogenizada, paséndose al matraz erlenmeyer que servird de reci--
pionte pary la hidrélisis y, por lo tanto, estard protegido de la tuz, forrdn-
dola con papel aluminio. De las enzimas papaina y diastasa, se pesa exactamen
te 200 mg, v todo este material se disgrega en o] matraz de hidrdlisis, afa---
diéndose posteriormente 80 ml de solucidn reguladora de Acctato de Sodip pH
4.62. Sc lleva el matraz de hidrélisis a la estufa de incubacidn, a una tempe
ratura do 37°C por un lapso de 24 horas, '

Pasinedn este Liompo 8e transfiere el matraz a la olla de prosion, y se ey
lienta a 120°C por 30 mimutos, a una presién de 2 lb/pulgz, después de lo cual
sepasard al matraz volumétrico en donde se afora a 100 ml con agua destilada.
Se bomogeneciza perfectamente 1a solucidn y se filtra a través de papel Whatman
No. 42, desechando los primeros 5 ml, y recibiéndose los restantes en log  w--
frascos de color dmbar, los cuales se protegen de La luz cubridéndolos con pa--

1%t aluminio y se guardan en refrigerador,



DETERMINACION DE TTAMINA =

Fundamento:  Estd basado en la oxidacién de 1la tiamina a tiocromo o «-.
cual exhibe una fluorescencia azul que puede ser medida en un radioflurdmetro
y cuya intensidad es proporcional a la cantidad de tiamina presenta.

Materini:

-Radiof luorémetro  Beckman

-Buretas de 50 ml

-Centorifuga

-Agitador de tubos

~Tubos de centrifuga

-Pipetas seroldgicas de 1, 2 y § ml,

-Propipotas

~Matraces volumétricos de 100 ml, 25 ml

~Cronometro

Reactivos:

-Hidréxido de potasio R.A. 30%

-Ferricianuro de Potasio R.A. 300 mg en 6 ml de }{ZO

-Alcohol isobut{lico R.A.

~Alochnt ot.ilico R.A. al 94%

-Solucidn A.- Se prepara disolviendo 30 gr de Hidrdxido de Pota-
sio en 100 ml de agua destilada.

~Solucidn B.- Se prepara disolviendo 300 mg de Ferricianuro de -
Potasio en 6 m! de agua destilada,

=Mesela Oxidante, - Se prepara mezclando las soluciones anteriores,



SOLUCION DE TTIPO DE TIAMINA.

Se pesan exactamente 50 mg de clorhidrato de Tiamina U.S,P. previamente
secada a 105°C por espacio de 2 haras, y se disuelven en 500 ml de dcido clor
hidrico 0.01 N con lo cual se tiene una concentracién de 100 We/ml. Esta so-
lucidn puede conservarse cn refrigeracidn guardada en frasco de vidrio jdmbar.
SOLUCION INTERMEDIA.

S¢ toma un ml de la solucidn tipo y se pasa a un matraz volumétrico de -
100 ml1 en donde se afora con agua destilada, de esta solucidn se tiene una --

concentracidn de 1.0 ng/m'l. de clorhidrato de tiamina,

SOLUCION DE TRABAJO
Se toman 2 ml de 1a selucidn intermedia y se 1levan a un volumen de 25ml
con agua destilada, de esta manera se tiene una concentracidn de 0,08 r\g/ml -

de clorhidrato de tiamina.,

PROCEDIMIENTO

Se toman por duplicado §ml de la solucidn del desengrasado y desproteini
zada y se colocan en los tubos de centrifuga, afadiéndoles después § ml de la
mezela oxidinte medidos con bureta,

Se mezelan perfectamente con un agitador de tubos y se dejoan en repaso -
durante 90 segundos, procediéndose inmediatamente a la adicidn de 10 ml, gota
o gota y de una sala vez de aleohol isebutilico libre de fluorescencia utili--
zando una bureta para tal fin,  Se agita vigoposamente y se centrifugan los - -
tubos durante un minuto a 2000 rpm para la perfecta separacion de las 2 fases,

Se toman 5 ml de la capa superior con la aywda de propipeta y se pasan a
los tubos de ensaye, se aide 2 ml de aleochol etilico al 94%, y se mezclan nue
vamente con el agitador de tubos, Se procede a la lectura de Ya solucion de
trabajo y solucidn problema en el radiofluordmetro, utilizando un filtra pri-

mario (300-365 nm) y un sccundario de 460-489 nm).



9.

Fsta determinacion debe hacerse en un cuarto oscuro y corriendo siempre
un blanco de reactivos.
CALCULOS:

La cuantificacidn del clorhidrato de tiamina prescnte tanto en el proble
ma como en la solucidn de trabajo, se lleva a cabo mediante la aplicacidn de

la simienta fdrmula.

g de Clorhidirate de Tiamina/100 g de muestra.

= Fa x 0.08 x F.D x 100
b

en donde: Fa. es la lectura fluorométrica de la solucidn problems.
Fb. es la lectura Fluorométrica de la solucidn de trabajo.
F.D. es el factor de dilucidn.

0.08 es la concentracién en g/ml de solucidn de trabajo.



DETERMINACTON DE LA RTBOFLAVINA 3

Fundamento. - La medida de 1a fluorescencia amarillo-verdosa que se produ
ce al peaccionar 1a riboflavina con la piridina en dcido acético glacial y cu
yiv Intensidad os proporcional a la cantidad de vitaming B.‘! presente, constity
yo ¢l principio de esta determinacidn,

Sc sahe que el intervalo de pH en el que se trabaje es definitivo, ya que
i un pH de 6-7 se manifiesta a 1a mixima intensidad peto en intervalo de 3-§,
la Intensidnd es mds o menos constante y se elimina con ello factores adversos
como son la concentracidn de fierro y otros minerales que interfieren; por lo
tanto, 1a zona de lectura se realiza en dicho intervalo tenidndose as{ la se-
guridad de gue 1a Cluorescencia medida corresponde (nicamente a la cantidad -
* do riboflavina presente en la muestra.

MATERTAL:

Radiofluordmetro 'Beckman

Bureta autdmatica

Matraces aforados de 10, 100 y 200 ml

Pinrilla eléetvica

iito de vapor

Pipeta seroldgicas de 2 y § ml
REACTIVOS:

Piridina R.A.

Acido acdético flacial R.A,
MEZCLA DE DISOLVENIES (volumen a volumen)

Piridion 10 ml

Acido acdbico glacial 1 ml

Amua destilada 40 ml



.

SOLUCTON TIPD RIBOFLAVINA

La riboflavina U.S.P. es secada dentro de un secador con vacio y Acido -
sulfirico durante 24 horas, después de lo cual queda lista para ser utilizada,

En la balanza analitica se pesan exactamente B0 mg de Riboflavina ¥ se -
1levan a un matraz volumétrico de 200 ml, en donde se afiaden 100 ml de mezcla
o disolventes. Bl matraz se coloca durante 10 minutos en un bafio de vapor
para ln disolucién total de la ribofliavina, Transcurride este tiempo =0 en--
frin cl matraz y se afora con la mezela de disolventes, Esta solucidn tiene

una concentracidn de 400H¢/m1.

SOLUCLON INTERMEDTA
De la solucidén tipo se toman § ml y se afora a 100 ml con 1a mezcla de -

disolventes para tener una concetracién de 20}"¢/m1 en dicha solucidn,

SOLUCTON DE TRABAJO.
Se¢ toman 2 ml de la solucidn anterior y se aforan a 100 ml con la mezcla

de disolventes, obtenidndose una nueva sclucidén cuya concentracidn es de —--
0.4 hg/ml.

PROCED IMIENTO

Fn matraces volumétricos de 10 ml se colocan por duplicado 2 ml de la HO
lucidn desproteinizada y se afiade § ml de mezcla de disolventes. Los matra--
ces se colocan en bailo de vapor durante 30 minutos, y pasado este tiempo se -
enfrian y aloran a 10 ml con la mezela de disulventes, Se mide ta fluorescen
cia de 1a solucidn problema y de la solucidn de trabajuo enoun [Tuordamtro con
un filtro primario (420~440 nm) y un filtro secundario (550-700 nm).

Es recomendable también en este caso correr un blanco de reactivos, y --

efcetuar 1a determinacidn de esta vitamina en un recinto oscure,



CALCULDS.

‘La cantidad de vitamina B, presente en la muestra, puede ser caleculada a

2
partir de la siguiente férmula:

mg de Riboflavina/100 g de muestra = Fa 0.4 x F.b. x 100

X
Fi»
En donde:

Fa. o¢s la lectura fluorométriea de la solucidn problema,
I, ox Lt lectara Pluoromét.rica de 1la solucidn de taubago,
F). os el factor de dilucidn.

0.4 corvesponde a 1a concentracidn en 1‘;/mJ de 1a solucidn de trabajo.

NOTA: El material gque se utiliza para la determinacidn de la tiaming y
riboflavina debe dejarse durante algunos dias en una solucidn de dcido nitri-
co diluido 1:1 con agua destilada a fin de eliminar la fluorescencia que --—

traen consipgo dichos materiales.



AL

RESULTADOS

.

CONTENIDO DE HUMEDAD Y GRASA DE LA MUESTRA

Muustra % Homedad % Grasa (base himeda)
Wordor blanco 38.39 0.97
Wonder integral 38.61 0.93
Bi_mbo blanco 37.43 1.0%5
Bimbo integral a7.42 2.17
Sunbeam blanco 37.00 1.26
Sunbeam integiral J5.43 .41
Filler integral 35.00 2.30
Pan negro 32.69 2.99




CONTENIDG DE ‘UCLAMINA Y RIBOFLAVINA

mg/100 g
MARCA TIAMINA RIBOFLAVINA
Wonder blanco 0.37 1.14
Wonder integral .40 3.27
Dimbo blanco 0.30 1.04
Bimbho integral 0,37 1.33
Suinbeam blanco 0.38 0.95
Sunbeam intoegral 0.75 2.39
Filler integral 0.69 1.40
In negro 0.71 3.27




CONTENIDO DE TIAMINA Y RTBOFLAVINA

/30 g *

MARCA TIAMINA RIBOFLAVINA
Wonder blanco 0.11 0.34
Wonder integral 0.12 0.98
Bimbo Irlanco 0.00 0.31
Bimbo jntegral g.11 0.40
Sunbeam blance 0.11 0.28
Sunbeam integral 0.22 0.72
Filler integral 0.21 0.44
Pan negro 0.21 0.98

¥ 30 & equivale al peso aproximado de una rebanada

3.
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V1. DISCUSION

De la ohservacidn de las curvas patrén tante para tiamina como para

ribo

Flaving, so puede afirmar que los métodos usados son confiables para el andll

sis e estas sostancias y que presentan linearidad o través de mn intervalo am

plio de concentracidn, asi como el imtervalo en que se trabajé. Su coeficien-

to de eovralacidn {ue bastante aceptabla,

Desde el punto de vista del andlisis quimico en los datos obtenidos

expo

rimentalmente, se observd que las muestras no difieren mucho en cuanto al con

tenido de humedad, mds sin embargo, s{ se noté una clara tendencia hacia

Y

yor contenido de grasa en la muestra con harina integral y en cuanto al conte-

nido de vitaminas el pan Filler integral, pan negro y sunbeam integral son --

los que tiencn mayor contenido de tiamina. Wonder integral y pan negro segui

do por los demis pancs integrales son los que tienen mayor contenido de

ribo-

tlavina y el Wonder blanco, Bimbo blanco y Sunbeam blanco tienen el mis hajo -

conbenido de tiamina y riboflavina.
REQUERIMTENTO DE TIAMINA.
a) Adultos de 1.2 a 2.0 mg en promedic 1.7 mg por dia.
b) Nifios 0.5 mg al nacer hasta 1.5 a los 10 ailos.
REQUERIMIENTOS DE RIBOFLAVINA.
a) Adultos de 1.2 mg a 2.0 mg en general 1.7 por dia.
b} Embarazo y lactancia 2 mg.

c) Nifns 0.06 mg al nacer, aumentando hasta 2 mg n los 15 aflos.

Si consideramos gue como promedio una gran parte de la poblacidn urbana

consume dos rebanadas de pan diarie (60 g) esto aporta solamente ol 5.0%
13.7 % de los requerimientos diarios por adultos de jtamina y 1.7% a 514

riboflavina.

al -

e -



40.

Poas Lo e es nisgesario consumie wna dioba balanceada con verduris vee--
des, Wigado, leche levaduras y legumbres, 7

Lo ideal seris gque considerdramos los datos oblenidos para que todo el -
e se Tabricmira incluyéndose la ciscara y de esa manera se pudicra contribuir
an miyor medida a disminuir el grado de deficiencia de estas vitaminas que -«
:muéjnn a una gran parte de nuestra poblacidn.

Ol meclida nsaal consiste on la restitueidn del valor puleitive, consis-
tente en la adicién (enrequecimiento) de los nutrientes deficientes (vitamina
B‘ y By do oste trabajo}; es mediante su adicidn que desde el punto de vista
nsbricional no e Pdeil conocer el valor de enviquecimionto de los productos
derivados de los coersales.  Un estadio publicndo en Nutricion Reviews, (:unsids
ra las diferencias encontradas en ¢l contenidn nutricional de la harina de tri
g telEnadine y de o eneigquecida,

En este medio se plantea la cuestidn de que aunque el coriquecimiento res
tituye la tiamina perdida durante la molida, otros mitrientes se encuentran en
1a harina enriguecida y en ¢l pan en tales cantidades, que sélo corvesponden a
nna 'eaceion de su concentracidn original en ol grano entera,

En esta serie de informes se demuostra, a través del andlisis que los pro
thictos claborades con harina enriquecida no pueden considerarse equivalentes a

los productos Fabricados con el grano entero.



4.

VIT. CONCLUSIONES

[} Los méloso f'lufn:rm".t:r'i«:(m3 usados para la determinacidn de tiamina y
riboflavina, son métedos confiables para el anilisis de productos a
hase de cereales.

2} Los panes elaborados de harinas integrales tienen un mayor cont.enido
de tiamina y roboflavina.

3) El aporte de dos rebanadas de pan de caja para tiamina fue de 12.5%
al 31.4% y de riboflavina fue de 28% al 208% de los requerimientos -

diarios para el adulto.

e oo W ‘3‘5‘“.‘;‘5:;\
‘ ; “.& (A &-E‘YL-L?‘
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