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Resumen

La vitamina B,; se encuentra ampliamente distribuida en los alimentos de
origen animal pero en concentraciones muy pequefas que hace dificil su
cuantificacién por meétodos fisicoquimicos. Esta cuantificacion es importante en
algunos sectores de la industria alimentaria donde es indispensable su
determinacion. La mayoria de las metodologias para su determinaciéon estan
enfocadas a complementos multivitaminicos y soluciones inyectables, las cuales no
poseen una gran complejidad de sus componentes como es el caso de los
alimentos.

El meétodo oficial de andlisis de vitamina B,z también esta dirigido a muestras
simples como las mencionadas anteriormente, haciendo uso de metodologias que
consumen mucho tiempo de andlisis y son menos precisos, como el caso de los
meétodos microbioldgicos, ademas, de que presentan diferencias en la especificidad
en el analisis.

La técnica que mas se esta utilizando debido a sus caracteristicas de
selectividad es la cromatografia de liquido de alta resolucién (HPLC), la cual
disminuye los tiempos de andlisis y los costos en comparacién con los meétodos
microbiolégicos; pero mantiene el inconveniente de que solo se tratan muestras de
naturaleza simple o es necesario llevar a cabo un tratamiento largo de manipulacion
de las muestras para su purificacion.

En base a lo expuesto con anterioridad, en este trabajo se propone un método
mas sencillo y rapido para extraer en continuo vitamina B,z en leche utilizando una

camara de dialisis acoplada a una configuracién de flujo continuo con el objetivo de
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obtener un sistema sensor donde la extraccién y la deteccién tienen lugar
secuencialmente en el espacio y en el tiempo.

La cuantificacién de la vitamina en leche se basa en la capacidad de la misma
de absorber energia de UV a una longitud de onda maxima de 361 nm que la
distingue del resto de las vitaminas del complejo B.

En primer lugar se extrajo la vitamina Bs2 existente en la leche haciendo uso
del acido tricloroacético el cual produce la precipitacién de las proteinas, lograndose
que la vitamina se quede en la fase acuosa, después de la centrifugacion.

El extracto que se obtuvo presentdé interferencias probablemente producidas
por proteinas hidrosolubles de la muestra. Para garantizar que la vitamina se extraia
de la leche se fortificaron las muestras antes de ser sometidas al proceso de
extraccidn y se registré la senal. Se observé que se incrementaba la sefal con
respecto a la concentracion adicionada de vitamina, lo que garantizé que la vitamina
se extraia de la muestra de leche, pero aun asi la sefal continuaba teniendo
interferencias.

Para separar a la vitamina B2 de las interferencias se trabajoé con resinas de
intercambio idnico determinandose el tipo de resina y las condiciones de trabajo.

En este caso se usaron resinas de intercambio de naturaleza catidnica que se
empacaron en una columna que se acoplé a la configuracién FIA. El pH &ptimo fue
de 4.0, proporcionado por una disolucién amortiguadora de acetatos que se utilizé
como portador y agua destilada como medio de elusién de la vitamina B4z retenida
en la resina. El desempefo de la misma fue bajo ya que se logré una
preconcentracion de vitamina de tan solo 1.2 veces con respecto a la concentracion

inicial de vitamina que se hizo pasar a través de la resina ademas de que el tiempo
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de andlisis era demasiado largo. Es por esto que se utilizd otro método para purificar
a la vitamina Bia.

Con este fin, se utilizé una camara de dialisis acoplada al sistema FIA para la
eliminacién de las interferencias. La camara de dialisis ocasiond que se hiciera una
modificacion de la configuracion de flujo continuo, donde se utilizaron dos valvulas
de inyeccién que formaban un circuito cerrado para mantener en forma continua el
paso de la vitamina a través de la membrana incrementandose su concentraciéon en
el liquido receptor. Se logrd eliminar interferencias en la senal analitica y se
incrementd la sefal de la vitamina disminuyendo el factor de dilucidon. Con esta
técnica es posible manejar muestras con naturalezas muy distintas que pueden ir de
una disolucion de vitamina pura a una matriz compleja como la leche obteniéndose

resultados confiables.




Objetivos

a) Objetivo General

Desarrollar un sistema automatizado para determinar vitamina B:> en leche
acoplando la extraccién, purificacion y la deteccidn a una configuracion de andlisis

por inyeccién en flujo utilizando un espectrofotometro de UV como detector.

b) Objetivos Particulares

e Optimizar las condiciones de trabajo para la cuantificacion de la vitamina B4z
mediante el Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA).

e Cuantificar la vitamina B.2 mediante la espectrofotometria de UV.

e Realizar la extraccion de vitamina B1z en leche.

« Realizar la purificacion de vitamina B2 en leche

e Comparar la purificacion de la vitamina B;2 en muestras de leche utilizando

diferentes tratamientos (quimicos y/o mecanicos).
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Capitulo It
Antecedentes

La necesidad de mejorar o ampliar los métodos analiticos adaptandonos a las
demandas crecientes de la sociedad, ha impulsado el crecimiento y nacimiento de
muchos aspectos de la Quimica Analitica. Uno de ellos es el desarrollo de los
Métodos Automaticos de Analisis que se caracterizan por un fundamento simple, un
manejo sencillo y comodo y una gran capacidad para lograr resultados que son
sorprendentes dadas sus caracteristicas de rapidez, precision y exactitud. El uso de
los Métodos Automaticos de Analisis va ligado al concepto de sustitucién de una
aperacién o medida estatica realizada manualmente por una operacién o medida
continua o secuencial. Esta concepcion fue introducida por Skeegs en 1957 al
describir el primer sistema de analisis segmentado en flujo continuo, y que
constituye el primer paso en el desarrollo de los métodos automaticos, que pueden
adaptarse a todo tipo de necesidades sin cambios técnicamente complejos, por otra
parte hay que resaltar lo facil que es para el investigador intervenir directamente en

su funcionamiento, lograndose una optimizacion del propio sistema (1).

2.1 Analisis por inyeccion en flujo (FIA)

El Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA, por sus siglas en inglés, Flow
Inyection Analysis) es una modalidad del Analisis en Flujo Continuoc (CFA). El CFA
puede presentar también un flujo segmentado que lo hace definirse como SFA, cuya
caracteristica principal es la insertar sucesivamente en el flujo burbujas de aire para
evitar ia contaminacién mutua de las muestras, dividiendo el flujo en trozos
separados (segmentados).

El disefio basico de un sistema SFA consta de cinco partes esenciales:
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1. Sistema de toma de muestras. Su funcién consiste en aspirar un
volumen dado de muestra contenida en un posillo de un
muestreador. Entre muestra y muestra la pipeta aspiradora toma
una porciéon de aire.

2. Sistema de propulsion. Formado por una bomba peristaltica.

3. Sistemas intermedios. Que puede estar formado de acuerdo a
los requerimientos del analisis por columnas de intercambio,
reactores, etc.

4. Sistema de eliminacion de burbujas de aire. Se encuentra dentro
de la misma configuracién en la cuat el flujo llega a un punto de
confluencia en el que se divide en dos flujos, uno compuesto por
burbujas y algo de liquido y que se encuentra orientado hacia
arriba por donde son eliminadas y otro que va al detector
{muestra).

5. Sistemas de deteccion. Los cuales estaran en funcion del tipo de
determinacion que se este realizando, dentro de los cuales se
pueden encontrar espectrofotometros de UV, fluorescencia y
detectores electroquimicos, entre otros.

La presencia de burbujas de aire en SFA origina una serie de inconvenientes:

- El sistema se complica técnicamente, impidiendo su miniaturizacion.

- Deben incorporarse mecanismos de introduccién y de eliminacién de
burbujas perfectamente reproducibles.

- Se introduce electricidad estatica en el sistema, que altera la respuesta en

los detectores electroquimicos.
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- El control del caudal es mas dificil en presencia de aire, por la diferente

interaccién del aire con materiales diversos con los que se encuentra en un montaje.

Por todo ello, la ausencia de burbujas de aire en el sistema de Analisis por

Inyeccion en Flujo (FIA) presenta indudables ventajas que lo potencian como una

importante alternativa en Quimica Analitica, ya que se trata de un apartado de los

métodos automaticos de analisis, pero que presenta una diferencia importante en

relaciéon con el conjunto de los mismos. Esta consiste en su diseno para el analisis

de

muestras inyectadas, por lo que los rasgos esenciales del FIA son los siguientes:

El flujo no estd segmentado por burbujas de aire, lo que constituye la
diferencia fundamental con los métodos clasicos de CFA.

La muestra liquida es inyectada o insertada directamente en el flujo en lugar
de ser aspirada en el mismo.

Se realiza un transporte del “trozo” inyectado a través del sistema. Puede
también tener lugar un proceso fisico-quimico adicional al transporte.

La dispersion o dilucion parcial del analito en este transporte puede ser
perfectamente manipulada mediante un control de las caracteristicas
geomeétricas e hidrodinamicas de! sistema.

Un sisterma de deteccién continua proporciona una sefnal transitoria, que es
convenientemente registrada.

En el momento de la deteccidn de la sefial no se ha alcanzado el equilibrio
fisico (que supondria la homogeneizacion de una porcion del flujo) ni el
equilibrio quimico (reaccién completa).

E! tiempo de operacion debe ser muy reproducible pues las medidas se
realizan en condiciones de no estabilidad y por tanto pequenas variaciones

del mismo pueden producir graves alteraciones de los resultados.
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De todo lo expuesto cabe resaltar cuatro aspectos clave de la metodologia
FIA:
- Flujo no segmentado
- Inyeccidon directa
- Dispersién parcial controlada

- Tiempo de operacién reducido

2.1.1 Elementos esenciales para FIA

1.- Unidad de propulsion

Establece un flujo de caudal lo mas constante posible de una disolucién (o de varias)
que lleva disuelto un reactivo 0 hace de simple portador. Puede ser una bomba
peristaltica, un sistema de presidn gaseosa, o bien la simple fuerza de la gravedad.
2.- Sistema de inyeccién

Permite insertar o introducir en el flujo un volumen exactamente medido de la
muestra con gran reproducibilidad de operacion y sin interrumpir el mismo.

3.- Zona de tubo

Llamada comunmente “reactor’, y es donde tiene lugar el transporte con o sin
proceso adicional. Puede ser un tubo recto, en forma de serpentin, relleno o no de
bolitas inertes, o bien tener una camara de mezcla, un tubo relleno de material inerte

o activo quimicamente (redox, cambio idnico, etc).

4.- Celda de flujo
Incorporada a un instrumento de medida (colorimetro, fotdmetro, fluorimetro,

potenciometro, etc.) que transduce |a sefal en forma continua a un registrador y/o un

microprocesador.




En ia figura 1 se muestra un esquema en que se muestran los componentes

mas representativos de una configuracién FIA.

Sistema de

Unidad de propulsion

inyeccion

VALVULA
INYECCION

Zona de tubo

feaccion Sistema de
roceso deteccion
adicional

v S e JETECTOR
=y

DESECHG

HEGISTRADOR

Figura 1. Componentes principales en una configuracién FIA
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FALLA DE ORIGEN
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2.1.2 Fiagrama

Un fiagrama es la representacién grafica de la sefial analitica (absorbancia,

intensidad de fluorescencia, potencial, etc.) en funciéon del tiempo, cuyas

caracteristicas principales son (figura 2):

Altura de pico (h).- Se relaciona con la concentracion del componente de la
muestra inyectada que se determina.

Tiempo de residencia (T).- Es el tiempo transcurrido desde la inyeccion hasta
que se alcanza la maxima senal.

Tiempo de retorno (T).- Es el tiempo comprendido entre el momento en que
se alcanza la maxima senal y el instante en que la senal vuelve a la linea de
base.

Tiempo durante el cual aparece la sefal (At).- Periodo en el cual la sefal
sale y vuelve de nuevo a la linea de base, y que es una manera de definir la

dispersion o dilucién del analito.

P
i =| * calibrodo
(. L

= |

= "]

=

o=

&

ta s At LY tmin)
[ O
v T

+
INYECCTON]

Figura 2. Representacion grafica de una sefal analitica obtenida en un sistema FIA.

A: corresponde a las caracteristicas de una sefal analitica para cada inyeccién de muestra
al sistema.

8: Fiagrama obtenido de una serie de inyecciones del analito al sistema.
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2.1.3 Parametros generales de un método FIA

La metodologia de analisis de inyeccidn de flujo continuo presenta parametros
que lo distinguen de otras metodologias de analisis semejantes como el analisis en
flujo continuo ya que se trata de un apartado de los métodos automaticos de
analisis, pero que presenta diferencias importantes que le proporcionan su propia
identidad. En la tabla 1 se muestran los pardmetros mas representativos de un

método FIA y su comparacion con SFA.

FlA SFA

Introduccién de la muestra Inyeccién Aspiracién
Volumen de la muestra 10 -100 yL 0.2a2.0mL
[Tiempo de respuesta 3a60s 2 a 30min
Diametro 1. Tubo 0.5a0.7 mm 0.5a0.7 mm
Deteccién realizada Con dispersion controlada Régimen de equilibrio

apacidad Hasta 300 muestras /h Hasta 80 muestras /h
Precision 1-2% 1-2%
IGasto de reactivos Bajo Bajo
Ciclo de lavado no esencial no esencial
inalisis cinético continuo stopped-flow No es posible
Valoraciones Si

Altura-pico, area-pico,
Datos suministrados ancho-pico, distancia entre Altura de pico
pico-pico

Tabla 1. Parametros mas representativos que caracterizan a un método FIA con respecto a
uno de SFA.

El Analisis por Inyeccidn en Flujo (FIA) presenta una gran versatilidad que lo
hace una herramienta poderosa para el analisis de muestras con una gran variedad
de naturalezas (sdlidos, liquidos, matrices complejas como alimentos, mezclas de
analitos, etc). Por ejemplo se puede realizar la determinacién de glutamato en
muestras alimenticias haciendo uso de un reactor enzimatico acoplado a la
configuraciéon FIA (2). Otro ejemplo de una muestra con una naturaleza totalmente

diferente es la determinacién fluorimétrica de fluoruros en muestras de agua, en la

11

TESIS CTE
FALLA DE ORIGEN




Sapitiol

cual se eliminan las interferencias haciendo uso de una extraccidn en fase sdélida
acoplada a una configuracién FIA (3).

Otra aportacién a la versatilidad de esta técnica de analisis se debe a la gran
facilidad con la que se pueden modificar las configuraciones, acoplandose a las
necesidades del analisis. Por ejemplo, se pueden manejar de manera individual o
simultanea multiples detectores en linea (UV, IR, 'TH-NMR y MS) que proporcionan la

informacién requerida para obtener los resultados mas confiables (4).

12
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2.2 Vitamina B4z (cianocobalamina)

El analisis de la vitamina B.2 por métodos fisico-quimicos es muy dificil debido
a la concentracién excepcionalmente baja, comparada con la de las otras vitaminas
del complejo B, en que esta vitamina se encuentra en la naturaleza. En
consecuencia, este tipo de analisis puede aplicarse unicamente a disoluciones
relativamente concentradas de vitamina B.2, preparaciones farmacéuticas y, en
algunos casos, extractos de higado y concentrados de piensos ricos en esta
vitamina, productos lacteos como leche, queso, yogurt, etc., siempre que sea posible

separar la vitamina B, de las impurezas interferentes (5).

Los métodos microbiolégicos pueden emplearse para el analisis de vitamina

Bi2 en alimentos y otros productos naturales, aunque se consideran mas
especificos, consumen mucho tiempo en su ejecucidn y son menos precisos. Se han
empleado los siguientes meétodos para la determinaciéon microbiolégica de la
vitamina B

- Prueba con Ochromonas malthamensis.

- Prueba con Euglenia gracilis.

- Prueba con Lactobacillus leichmannii.

En los cuales es necesario manipular la muestra que contiene a la vitamina Biz

hasta obtener una solucidén relativamente pura que es agregada al medio de

cultive que contiene al microorganismo, seguido de la incubacion a 37°C por 24

horas y se cuantifica la densidad ¢ptica de las disoluciones con un fotometro a

436 nm, utilizando como referencia una curva de calibracién elaborada

previamente.




Existen diferencias en la especificidad de los diversos métodos
microbiolégicos aplicables al analisis de la vitamina B, de acuerdo la
microorganismo que se emplee, por lo cual se prefieren los andlisis que no
involucren un largo periodo de tiempo y que los resultados que se obtengan estén en
funcion del tipo de microorganismo que se emplee (5.6).

Los métodos flsico-quimicos mas importantes para la determinacion de la
vitamina B,; se basan en la absorcidn de luz de la propia vitamina en disolucién
acuosa, o bien en la determinacion fotométrica del grupo cianuro de la

cianocobalamina (5, 7, 8).

2.2.1 Descripcién general de la Vitamina B2
La cianocobalamina es un compuesto cristalino de color rojo (debido al
complejo de cobalto porfirinico) o polvo cristalino soluble en agua (1:8), alcoho! y
fenol; insoluble en acetona, cloroformo y éter. En forma anhidra es muy higroscoépico
y expuesto al aire absorbe hasta 12% de humedad (9).
La figura 3. Muestra la molécula de la vitamina Bz, en la cual se observa
su complejidad y el grupo ciano por medio del cual muchos métodos determinan

la concentracion de ésta (5).
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Figura 3. Molécula Vitamina Bi2.

Los compuestos con actividad de vitamina B2 tienen unido a su anillo un

atomo de cobalto y la vitamina es referenciada como cianocobalamina,

presentandose como metil, adenosil. hidroxi y acuacobalaminas. Adenosil e hidroxi-

cobalaminas son las formas mas comunes en alimentos, aunque metilcobalaminas

son encontradas en huevo y quesos. Casi todos los productos animales contienen

vitamina B,2 y esta puede también ser sintetizada por ciertas algas y bacterias (6, 7).

Las principales fuentes de vitamina B4z son:

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Mohos y bacterias

Tallos y raices de algunas plantas producen hasta 0.01 ug de Vitamina B2,

Espinaca, soya, productos fermentados entre otras.

Productos lacteos como quesos, leche, yoghurt.
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- Huevo, pollo, sardinas (6, 10)

ta vitamina B,z o cianocobalamina tiene funciones vitales en el sistema
nervioso y en la division o reproduccion celular. Ha sido muy utilizada médicamente
como un “ténico y regenerador”. Se sabe que la vitamina B,z puede curar la anemia
perniciosa, pero algunos meé&dicos han reportado que sus pacientes mejoran
considerablemente de sintomas tales como apetito, estado animico, vigor general y
que se recuperan mas rapidamente de cirugias aln sin tener deficiencias aparentes
de esta vitamina. Aunque no se sabe de estudios bien realizados que documenten
estas observaciones clinicas, recientes hallazgos muestran que los beneficios que
los médicos han reportado clinicamente, pueden tener buen fundamento cientifico

(10).

2.2.2 Metabolismo
Bajo condiciones fisiologicas hay tres tipos de proteinas que se unen a la
vitamina B,z para su absorcion:
- La haptocorrina
- El factor intrinseco
- La transcobalamina
La vitamina es liberada de los alimentos por la accion de los acidos y la
pepsina del estdmago, aqui se une con la haptocorrina secretada en la saliva con
una afinidad que persiste al pH acido del jugo gastrico (6).
En el duodeno la haptocorrina se hidroliza por las enzimas pancredticas y la
cobalamina se wune al factor intrinseco secretado del estdomago, que
presumiblemente la envuelve protegiéndola de las enzimas proteoliticas. Este

complejo es absorbido por un receptor especifico en el ileumn.
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La unién al receptor capacita al complejo factor intrinseco-B12 para entrar en las
células entéricas; dentro de la célula el factor intrinseco se degrada y la cobalamina
es liberada, uniéndose a la transcobalamina Il la cual la transporta a la circulacion
portal.

Esta vitamina funciona como cofactor en el metabolismo de proteinas, grasas
y carbohidratos. Se asimila en el intestino delgado en presencia del factor intrinseco
que se secreta en el estémago. Cuando éste llega a faltar, no se asimila la Bz ¥
puede producirse la anemia perniciosa (6,10).

Aunque esta vitamina es hidrosoluble, al igual que las demas del complejo B,
el cuerpo tiene cierta capacidad para reciclarla. Los sintomas de deficiencia pueden
tardar en aparecer hasta mas de un afo después de una baja ingestiéon de la
vitamina.

El cuerpo usa la vitamina B,z para fabricar sangre y para producir células de

otros tejidos, asi como el recubrimiento de los nervios (mielina) (7).

2.2.3 Funciones de la Vitamina B4z (11)
- Previene y cura la anemia perniciosa.
- Protege de danos precancerosos en células pulmonares de fumadores.
- Desarrolio y maduracion de glébulos rojos.
- Esencial en el aprovechamiento de carbohidratos, proteinas y grasas.
- Colabora en la fabricacion de la vaina de mielina en los nervios.
- Fabricacién de ADN.

- Transporte y almacenamiento de folato en las células.

17
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- Las recomendaciones diarias de consumo de vitamina Bjz varian de 0.3 pg
para infantes y de 0.4 ng en mujeres embarazadas.

La deficiencia de vitamina B12 produce:

- Fatiga o cansancio

- Falta de apetito y nausea

- Nerviosismo

- Adormecimiento y hormigueo en las extremidades

- Depresion

- Cambios en la conducta

- Paranoia

- Hiperactividad de los reflejos

- Fiebre de origen desconocido

- Frecuentes infecciones de las vias respiratorias

- Impotencia

- Problemas de la memoria

- Infertilidad

2.2.4 Produccion de Vitamina Bjz

El reino vegetal no produce suficiente cantidad de vitamina B,2 para poder
hacer frente a la demanda del cuerpo humano. Las bacterias en el tracto intestinal
pueden fabricar la vitamina B,, (tanto en animales como en seres humanos). En los
seres humanos la mayoria de estas bacterias se encuentran en el intestino grueso,
e! problema de la produccién humana es que ésta se realiza en el colon donde no se

absorbe la B12, por io tanto la mayoria de lo producido se pierde en las heces fecales
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(un poco de esta produccién entra en la circulacién entero hepatica para luego ser
absorbida) (10). Para cubrir las necesidades fisioldgicas de los seres humanos es
necesario ingerir productos de origen animal como la leche, productos y derivados
lacteos, huevo, pollo, sardinas, entre otros. Pero muchas de las veces es insuficiente
la concentracion de vitamina B2 que se encuentra de forma natural para cubrir estas
necesidades, por lo que se hace indispensable una fortificacién de algunos de estos
alimentos con vitamina de origen industrial.

De esta forma la produccién industrial de la vitamina Bi2> se realiza casi
exclusivamente por métodos microbiolégicos. Generalmente se obtiene por
fermentacion primaria, pero en algunos casos de caldos cultivo usados
principalmente para la produccion de antibidticos.

Otras fuentes de obtencion son las aguas negras ya que se ha patentado un
proceso para la extraccion de esta vitamina y se han obtenido concentrados hasta
de 86 mg / Kg (12).

Los microorganismos que se han reportado en la produccion comercial son:
Streptomyces griseus, Streptomyces olivaceus, Streptomyces aureofaciens, entre
otros. Las fermentaciones para producir vitamina B, se llevan a cabo generalmente
por un cultivo sumergido en un medio aireado y agitado. El tiempo de fermentacion

es regularmente de 3 a 5 dias (12).
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2.2.5 Métodos de analisis de vitamina Bz,

En la literatura muchos de los métodos de analisis incluyen a los ensayos
microbiolagicos; incluso son considerados como el método oficial de andlisis para la
determinacién de vitamina B,z en preparados vitaminicos segun la AOAC (13).

Este tipo de meétodos son tediosos y consumen mucho tiempo ya que
requieren medios de cultivo y su preservacién.

La cuantificacidon de la vitamina B4z en soluciones inyectables se pude realizar
en continuo utilizando un sensor de quimioluminiscencia acoplado a un sistema FIA.
La determinacién se basa en la cuantificacion del atomo de cobalto presente en la
molécula de vitamina, el cual es liberado por medio de una acidificacién. En ia
deteccidon quimioluminiscente, el cobalto al ser liberado produce un efecto catalitico
entre el luminol, que se encuentra inmovilizado electrostaticamente en una columna
de intercambio anidnico que forma al sensor y el perédxido de hidrogeno generado
electroquimicamente. produciéndose una sefal luminosa que se cuantifica por
medio de un espectrofotémetro de UV (15).

Existen otros meétodos experimentales para la determinacién de vitamina Bz,
en donde se hace uso de la electroforesis capilar inducida, acoplada a un
espectrometro de masas. En este método se cuantifica a la cianocobalamina en
suplementos vitaminicos, basandose nuevamente en la separacidn del cobaito
presente en la molécula de vitamina. Se ha utilizado como una metodologia alterna
para la separacién y cuantificacién de las cobalaminas; los limites de deteccion se
encuentran en el intervalo de 30 a 70 ng/mL (16). También se puede acoplar la
electroforesis capilar con la deteccidn por espectrofotometria de UV y de

fluorescencia (15).
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El método que mas se esta utlizando actualmente, debido a sus
caracteristicas de disponibilidad del equipo y selectividad, es la cromatografia de
liquidos de alta resolucién (HPLC).

Esta metodologia presenta gran versatilidad para llevar a cabo la
determinaciéon y cuantificacion de vitamina Bi2 en una gran variedad de muestras.
Por ejemplo, se puede determinar el contenido de vitamina en tabletas
multivitaminicas con un detector de fluorescencia acoplado al HPLC (17).

La determinacién de vitamina B,z en leches infantiles también puede Hevarse
a cabo por HPLC usando un detector de UV con un tratamiento previo de la muestra
(tratamiento acido y centrifugacién)(18); incluso se pueden optimizar métodos
simultaneos para la determinacidn de vitamina B, Bs, Bi2 en tabletas
multivitaminicas con una preparacion de las muestras simple y sin interferencias en
las senales (19). Otra metodologia para la determinacién de vitamina B,2 se basa en
la cuantificacion del atomo de cobalto que se encuentra en la molécula de la
vitamina y que es liberado por hidrélisis acida (mezcla de acido nitrico y sulfarico
10:1), se realiza una preconcentracion en linea del cobalto en una micro columna de
2 - nitroso 1 — naftol inmovilizado en alumina sulfatada. El cobalto es eluido de la
micro columna con etanol (250 pL) y determinado por espectrometria de absorcién
atomica acoplada a una configuracién de inyecciéon de flujo (FIA). La determinacién
se aplica a muestras como: agua, ampolletas de vitamina Biz y ampolletas de
complejo B, obteniéndose limites de detecciéon de 0.02 ng/mL con una precision de
2.8 % (20).

£n todos los métodos mencionados anteriormente es necesario un
tratamiento previo de la muestra de extraccion y purificacion fuera de linea antes de

introducirla al sistema de deteccion.
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2.2.6 Métodos de extraccion de vitamina By,.

Los procesos usados comercialmente para la extraccion de la vitamina Bz no
han sido descritos en detalle y la mayor parte de la informacién se encuentra en
patentes, ademas de ser largos y tediosos.

Sin embargo. una de las primeras etapas del proceso de extracciéon consiste
en tratar al caldo filtrado, obtenido de la fermentacién bacteriana con diferentes
microorganismos (Streptomyces griseus, Streptomyces olivaceus, Streptomyces
aureofaciens) con cianuro, el cual convierte a las cobalaminas en cianoccobalaminas.
Posteriormente la cianocobalamina se absorbe de la disolucion; Varias sustancias
pueden ser usadas con este fin (carbdn, tierra de batan, bentonita y resinas de
intercambio i6nico). La elusion del absorbente va generalmente acompanada por el
uso de una disolucion acuosa de sustancias que van desde sales organicas hasta
acido clorhidrico.

Otra etapa de purificacion aplicable a concentrados acuosos consiste en la
disoluciéon de una sal de zinc en una disolucién ligeramente acida y elevando el pH
para precipitar el Zn(OH)2, e! cual extrae muchas impurezas. La cromatografia sobre
alumina y la cristalizacidon metanol — acetona o acetona — agua, generalmente
completan el proceso (12).

La extraccion de la vitamina B12 a partir de concentrados de piensos se realiza
de forma similar. Se disgrega con agua una cantidad del concentrado, la suspensién
acuosa se traslada @ un vaso de precipitados, se afiaden 2.0 mL de una disolucion
de cianuro de potasio y la mezcla se calienta sobre bafio de vapor por treinta
minutos. Este tratamiento no solo convierte a la vitamina Bi2 existente a la forma
ciano, sino que libera a la vitamina de sus formas combinadas con proteinas. Una

vez enfriada |la mezcla, se ajusta a pH 4 — 6 con disolucién de acido citrico y se
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deja permanecer en la campana durante veinte minutos. Acto seguido, se centrifuga
para permitir una separacién completa. La disolucion sobrenadante se vierte sobre la
columna de resina ya preparada y el residuo se lava con agua destilada. Los liquidos
de lavado se centrifugan y los sobrenadantes se adicionan, asimismo, a la columna.

Tan pronto como la disolucién que contiene vitamina B:» ha percolado a
través de la columna y su nivel se halla entre 1 — 2 mm por encima de la superficie
de la resina, se afaden porciones de 10.0 mL de acido clorhidrico 0.1 N hasta que
los liquidos efluentes emerjan practicamente desprovistos de coloracién. Entonces la
columna se lava con 50 — 100 mL de acetona ai 65 % y finalmente con otra porcion
de acido clorhidrico 0.1 N. Cuando el lavado de la columna ha finalizado y el acido
clorhidrico empleado en el ditimo lavado se halla inicamente a 1 — 2 mm por encima
de la superficie de la resina, se adiciona sobre la misma 20 mL dioxano - acido
clorhidrico o un volumen similar de tetrahidrofurano — acido clorhidrico para la
elusiédn de la vitamina Bz (7).

Existen metodologias experimentales en las cuales se trabajan con diferentes
mecanismos de extracciéon de la vitamina Byz de caldos de fermentacion evitando el
uso de compuestos téxicos como el cianuro, el dioxano o el tetrahidrofurano. Una de
ellas es la cromatografia de inmunoafinidad cuyo fundamento se basa en el uso de
la alta selectividad de algunas biomoléculas (anticuerpos, receptores, proteinas
especificas) que se inmovilizan en una fase solida como un ligante y que son
capaces de atrapar O unirse selectivamente a la molécula de interés, separandola,
preconcentrandola y purificindola selectivamente. Esta técnica ofrece la cualidad de
aislar compuestos de muestras complejas.

En le caso de la vitamina Bi2 que se separa del caldo de fermentacién se

utiliza como ligante a la anticianocobalamina e inmovilizada en Rifles HY alumina
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activada. La vitamina es eluida de la columna de cromatografia con una mezcla de
metanol — agua al 30 % v/v presentando linealidad del método manejando muestras
con una concentracién maxima de 10.0 mg/L con una desviacién estandar menor al
4 % en seis inyecciones repetitivas de 50.0 pL y usando un detector de UV — VIS a

una longitud de onda de 361 nm (21).

2.2.6.1 Extraccion y purificacion por dialisis

La didlisis es wuna metodologia alternativa para la separacién de
macromoléculas de acuerdo a su tamafo basandose en el uso de membranas
semipermeables que puede ser de celofan (acetato de celulosa), nitrocelulosa, entre
otros. Que contienen poros de diferentes dimensiones que permiten el paso de las
moléculas o macromoléculas, estas deben encontrarse en disolucién. El proceso de
dialisis se lleva a cabo cuando las moléculas pasan a través de la membrana hacia
el disolvente puro usandose como medio de separacién de moléculas. Una variacion
de esta técnica es la ultra filtracidn la cual se basa en forzar el paso de una
disolucién que contenga a la macromolécula a través de la membrana. El disolvente
y pequefios solutos pasan a través de la membrana lograndose una mayor
concentraciéon de la macromolécula en la disolucién (22).

La didlisis se ha estado manejando experimentalmente en diversas areas y
de muy distintas maneras como mecanismo de separacidon evaluandose el
transporte de masa del soluto y el flujo osmodtico a través de la membrana (23).

Las camaras de didlisis se pueden acoplar en linea a sistemas de analisis por
inyeccion en flujo (FIA), lograndose una gran versatilidad de analisis de una gran

variedad de analitos que van desde moléculas de tamano pequefic como
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peroxinitrito determinado por quimioluminiscencia al reaccionar con luminol en
muestras bioldgicas (24) hasta macromoléculas tan grandes como proteinas’(25).

Friedner y colaboradores proponen un meétodo para determinar vitamina Bi»
en suero, que se basa en la liberacion de la vitamina de las proteinas por
calentamiento a pH 4.9 en presencia de cianuro, sometiendo a la disolucién a un
proceso de ultra filtracion a través de una membrana dialisis, el contenido de
vitamina en la muestra es calculado por radiactividad comparando la respuesta
obtenida contra una curva de calibracion (26).

En base a lo expuesto con anterioridad, en este trabajo se propone un método
mas sencillo y rapido para extraer en continuo vitamina B,z en leche utilizando una
camara de dialisis acoplada a una configuracién de flujo continuo con el objetivo de
obtener un sistema sensor donde la extraccién y la deteccion tienen lugar

secuencialmente en el espacio y en el tiempo.
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Metodologia

3.1 Reactivos

-

*

-

-

-

-

Vitamina B,z (cianocobalamina). SIGMA, No. Lote: 30k0698. R.A. 99%

pureza.

Resina Aniodnica (Dietil [ 2- hidroxipropil ] aminoetil
SEPHADEX A —25. SIGMA, No. Lote: 97H1461.

sephadex).

QAE

Resina Cationica (carboximetil sephadex). CM SEPHADEX C — 25. SIGMA.

No. Lote: 68H0757.

Todos los reactivos usados en este trabajo, fueron de grado analitico. A
continuacién se mencionan los datos de cada uno de ellos.

Acido Tricloroacético cristal (ClsCCOOH). J. T. Baker. No. Lote: T25594. R.A.

99.9% pureza.

Acido Clorhidrico (MCI). J. T. Baker. No. Lote: V10C22. R.A.36.5 — 38%

pureza.

Hidréxido de Sodio ( NaOH). J. T. Baker. No. Lote:39798. R.A. 100% pureza.

Acetato de Sodio (CHsCOONa). Quimica Dinamica. S.A. C.V. No. Lote G286-

5. R.A. 99% pureza.

Acido Acético (CHCOOHM). J. T. Baker. No. Lote: VO2C69. R.A. 99.9%

pureza.
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3.2 Disoluciones

3.2.1 Disolucién de acido tricloroacético (CI;CCOOH) 4%. (TCA 4%).

Se peséd aproximadamente 4.00 g de CIsCCOOH en un vaso de precipitados
de 250 mi y se disolvié con la cantidad de agua destilada necesaria. Se transfirié la
disolucién a un matraz volumétrico de 100 m! y se afor® con agua destilada. Se

guardé en un frasco de plastico a temperatura ambiente.

3.2.2 Disolucién amortiguadora (CH3COOH / CH;COONa pH 4.0).

Se pesaron aproximadamente 0.1260 g de CHiaCOONa en un vaso de
precipitados de 250 ml, por separado se midié con una micro pipeta 0.50 mL de
CHICOOH. Ambos reactivos se mezclaron y disolvieron en aproximadamente 75 mL
de agua destilada. Se ajustd el pH a 4.0 con HCi 2.0 N. Se transfirid la disolucién a
un matraz volumétrico de 100 mL y se aforé con agua destilada. Se guardo el buffer
en un frasco de plastico a temperatura ambiente. El reactivo dura en estas

condiciones aproximadamente tres semanas.

3.2.3.Disoluciéon madre de vitamina B.,.

Se pesaron aproximadamente y con precisiéon 0.1574 g de vitamina Bi2 que se
disolvié y se aford a 100 mL con agua destilada. La disolucion se guardé en un
frasco de vidrio color ambar y se cubrié con papel aluminio para protegerla de la luz,

almacenandola en refrigeracion.
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3.2.3.1.Disoluciones estandar de vitamina B4z,
De la disolucién madre se tomaron las allcuotas correspondientes para la
elaboracion de los estandares de la curva patrén (con un minimo de ocho puntos)

(28). En la tabla 2 se muestran !las concentraciones para cada uno de los

estandares.

2 - Disolucién . Concentracién
- -estandar ! moi/L
1 9.97x E-8

4.985 x E-7
97 x E -7
.994 x E-6
. 982 x E-6
.982 x E-6
.976 x E-6
9.97 x E-6
1.496 x E-5
1.894 x E-5
2.493 x E-5

~ojwfalo

:—o‘mm\lmmhmm

Tabla 2. Valores de concentracion para cada una de las disoluciones estandar para la
elaboracién de la curva de calibracion.
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3.2.4 Disolucion de acido clorhidrico 2.0 N

Se tomaron 16 mlL de acido clorhidrico y se vertieron en un matraz
volumétrico de 100 mL, se agregd lentamente agua destilada y se agitdé suavemente.
Se completd el volumen hasta el aforo con agua destilada y se guardd en un

recipiente de plastico.

3.2.5 Disolucion de hidroxido de sodio 1.0 N

Se pesaron aproximadamente 4.0 g de sosa en lentejas en un vaso de
precipitados, se disolvieron con agua destilada y se transfirio la disolucién a un
matraz aforado de 100 mL en donde se completsd el volumen hasta el aforo con agua

destilada, se guardé en recipientes de plastico.
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3.3 Equipo y material.

-

*

Espectrofotdbmetro: Cary 1 UV- Visible, Varian.

Celda de cuarzo con un volumen interno de 18.0 ul de volumen
interno,Heliman

Bomba peristaltica: Miniplus 3 de 4 vias o canales, Marca Gilson.

Valvula de inyeccion, Rheodyne.

Valvula de inyeccion, INC. V- 450 6 puertas, Upchurch Scientific.

Tubos de bomba de Tygon.

Membranas de Didlisis de celulosa, 100/box, Cience Ware. No Cat
402990000.

Camara de Dialisis de Metacrilato, hecha en el laboratorio.

Centrifuga: CL. Mod. No. 0101 con cabezal para tubos de §0.0 mL, DINAC.
Tubos de centrifuga de 50 mL con graduacion.

Balanza Analitica con precision + 0.1mg., Marca Ohaus.
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3.4 Determinacion de condiciones éptimas de trabajo para la determinacion de
vitamina B4z por FIA.

Para optimizar los parametros en un sistema de analisis por inyeccioén flujo es
primordial determinar ias condiciones ideales para el tipo de anadlisis que se lleve a
cabo, como son:

e El caudal del portador encargado de acarrear a la muestra inyectada,
determinandose de acuerdo a la capacidad de la celda empleada (18 pyL
de volumen interno) y el sistema de deteccion (espectrofotémetro de UV).

= El volumen de muestra que sera incorporado al caudal del sistema
mediante una valvula de inyeccion.

» Longitud del reactor (si es necesario).

Estos parametros se determinaron de acuerdo a las condiciones de trabajo;
es decir, la senal analitica que presentod la altura de pico mas alto (1).

Las disoluciones acuosas de cianocobalamina presentan los siguientes
maximos de absorcién A= 278 nm, 361 nm, 548 nm (5, 6, 8), los cuales se verificaron
por medio de la obtencién del espectro de absorcién experimental. El espectro de
absorcion de la vitamina se determind en una disolucidn acuosa.

Se partié de una disolucién de vitamina B,z con una concentracién de 9.97x
10* M, depositandola en la celda de cuarzo y se hizé un barrido desde 200 nm
hasta 700 nm. Se realizd una dilucidn 10 veces menor, la cual permitié obtener un
espectro de absorcidn que registra claramente los picos en donde se encuentran los

maximos de absorcion de la vitamina B, reportados en la literatura.
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3.5 Elaboracion de la curva patrén para la vitamina B,

Se preparé la curva de calibracién a partir de los estandares de vitamina B,z
cuyas concentraciones van desde 0.157 a 39.38 mg/L con un total de 11 puntos para
ia curva.

Se hicieron pasar por el sistema FIA mediante el uso de la bomba peristaltica,
un volumen de inyeccién de 100 ulL de muestra con un caudal del portador de
1mL/min, que en este caso fue agua destilada. E! portador lleva hacia e! detector de
UV — VIS el bolo de muestra, donde se registra la sefal a 361 nm. La figura 4

muestra {a configuracion utilizada.

Desecho Fiagrama

Portador Muestra m

Bomba Vilvula de Detector Registrador
peristiltica inveccién

Figura 4.Configuracion FiA utilizada para la determinacion de vitamina B,; en disolucion.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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3.6 Determinacién del limite de deteccién y de cuantificacion.

Segln la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry, por sus
siglas en ingles), el limite de deteccién expresado como una concentracion C. (o
cantidad Q.)se deriva de la derivacion mas pequeria, X, que pueda ser detectada
con un razonable nivel de confianza, para un procedimiento analitico.

Otra definicibn en quimica analitica es que el limite de deteccién es la
concentracién de analito que proporciona una sefal igual a la sefal del blanco, Yg,
mas tres veces la desviacion estandar del blanco, Sg:

Y =Yg+ 3Sg

Donde : Sg Desviacién estandar del blanco.

Ys Concentracion del blanco

El limite de deteccién se determiné mediante la inyeccién de disoluciones
estandar de vitamina B,z al sistema FIA cuyas concentraciones se encontraban
dentro de los limites inferiores de la curva. Se fue disminuyendo la concentraciéon de
la vitamina B,z hasta aquella en donde era igual al blanco, tomando como blanco al
fluido portador que en nuestro caso era agua destilada. Una vez determinada esta
concentracion se inyectd siete veces la ultima concentracion que presentd senfal
diferente al blanco verificando que el conjunto de senales mantuvieran una
tendencia similar. A partir de ésta (0.0157 mg/l), se calculdé la concentracién del
limite de detecciodn instrumental (27, 28).

También se realizé la inyeccion de 7 volimenes de agua destilada como
blanco para comparar las senales.

Se registraron los valores de las absorbancias, las cuales corresponden a un
valor en mg/mL de la curva patrén calculada con las cinco primeras concentraciones

a partir de la concentracion inyectada siete veces. Haciendo uso de la ecuacién de la
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recta de esta curva de calibracién ponderada (95 % de confianza) se obtuvo la
concentracién para cada uno de los volumenes inyectados y se calculd la media
aritmética para la concentracion de 0.157 mg/mL de vitamina B;z. El limite de
deteccidn se calculé como: Yg + 3 s, donde: s = desviacién estandar.
Ye = Concentracion del blanco = 0.0 mg/L
Como mecanismo de comparacién con el meétodo algebraico se aplicé el
método grafico utilizando como herramienta al programa de computadora Origin 4.0.
Este consistié en utilizar el grafico obtenido de la curva de calibracién ponderada con
Iimites de confianza al 95 % y extrapolando el punto de la ordenada al origen del
intervalo de confianza maximo hasta la linea de la curva de calibracién, se leyd en el
eje de las X la concentracién que corresponde al limite de deteccién (figura 5). Entre

los dos meétodos, grafico y algebraico, no debe haber grandes desviaciones. (1, 29)

r's A de maximo
Jtad Intervalo de confianza minimo
l L Vator el Limite de deteccion
P

Figura 5. Determinacion del Limite de deteccién por método grafico.
En donde los intervalos se encuentran a 95 % de confianza.

El limite de cuantificacion esta definido como el limite mas bajo para
mediciones cuantitativamente precisas, en oposicién a la deteccién cualitativa.

El valor que se ha propuesto es: Y =Yg+ 10Sp

r- f““‘
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Para el limite de cuantificacion se aprovecharon los valores de absorbancia
obtenidos para el calculo del limite de deteccién utilizando los valores de las
absorbancias que corresponden a un valor en mg/mL de la curva patron. Utilizando
la ecuacion de la recta de la curva de calibracion se calcula la concentracién para
cada uno de los volumenes inyectados y se obtiene la media aritmética para la
concentracién de 0.157 mg/mL de vitamina B,z . El limite de cuantificacion se calculé
como: Yg + 10 s, donde: s = desviacion estandar ’

Ys = concentracién del blanco = 0.0 mg/L.

Utilizando nuevamente el programa Origin 4.0 se obtuvo el limite de
cuantificacion por el método grafico. Se obtuvo la curva de calibracion ponderada
con limites de confianza al 99 % y extrapolando el punto de la ordenada al origen del
intervalo de confianza maximo hasta la linea de la curva de calibracién, se leyd en el

eje de las X la concentracion que corresponde al limite de cuantificacién (figura 6).

Intervalo de confianza maximo

Intervalo de conflanza minimo

g / Valor el Limile de cusniificacién
—> C :

Figura 6. Determinacion del Iimite de cuanti ion por g
En donde los intervalos se encuentran a 99 % de confianza.
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3.7 PREPARACION DE MUESTRAS
PROPUESTA.
* Fundamento

La vitamina Bi; pertenece al grupo de las vitaminas hidrosolubles por lo que
se realizé una precipitacion de las proteinas de la leche (caseinas) mediante la
acidificacion del medio con acido tricloroacético hasta alcanzar un pH 4.6, en el cual
se encuentra su punto isoeléctrico, produciéndose la coagulacion de las mismas y
reteniéndose dentro de la matriz (cuajada) a la grasa. En el agua (lacto suero) se
liberan las vitaminas hidrosolubles (incluida la vitamina Bi2) acompanadas de
lactosa, minerales y proteinas hidrosolubles (29), estas interferencias son las que se

estudiaron.

3.7.1 Preparacion del extracto de leche (extraccién de la vitamina).

Para la extraccion de la vitamina de la leche se siguieron los pasos
propuestos por Soledad Albala y Teresa Veciana (18).

Se pesaron aproximadamente y con precision 10.5 g de leche (alpura 2000
entera ultra pasteurizada) y por separado se peso aproximadamente y con precisién
1.0 g de acido tricloroacético. Se transfirieron y se mezclaron en un tubo de
centrifuga de SO mL. Se sometid a agitacién magnética por 10 minutos, transcurrido
este tiempo se centrifugd por otros 10 minutos, separando el sobrenadante y
guardandolo en un matraz volumeétrico de 10 mL. Al sélido se le agregé 3.0 mL de la
disolucién de TCA 4% seguido de agitacién magnética por 10 minutos y del proceso
de centrifugado por el mismo periodo de tiempo. Nuevamente se separaron las
fases, conservando la fase liquida que se mezclé con el liquido separado en la

primera etapa de centrifugacion. La mezcla se transfirié a un matraz volumeétrico de
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10 mL y se aford con la disolucion de TCA 4%. Se fitrd y se almacend en
refrigeracién en envases de vidrio protegidos de la Iuz hasta su inyeccion en el

sistema FIA.

3.8 PURIFICACION DE LA VITAMINA B,
3.8.1 Purificacidn utilizando resinas de intercambio iénico.

Las resinas cambiadoras de iones del tipo de “Amberlite” se emplean en el

aislamiento de la vitamina B, y para la separacion de los productos de
descomposicién de la misma a partir del extracto (5, 8, 30).
Puesto que la vitamina Bi2 es una sustancia neutra, no es absorbida por
cambiadores de aniones ni cationes, mientras que ciertos productos procedentes de
la descomposicion de la cianocobalamina y otros compuestos activos hidrosolubles
presentes pueden tener propiedades basicas o acidas, por lo que son retenidos por
las resinas. En la columna se empaca una resina de intercambio i6nico, en la cual la
vitamina B2 {ciano y acuocobalamina) se absorbe en la parte superior de la columna
y se eluye cuando se adiciona una mezcla de dioxano-acido clorhidrico o de
tetrahidrofurano-acido clorhidrico (5, 30, 31).

En base a esto se utilizaron resinas de intercambio tanto catiénico como
anidnico (Sephdex) empacadas en una columna (figura 7), buscandose de igual
manera intentar incrementar la concentracion de la vitamina en la muestra por medio
de la retencion de la misma en la resina y buscandose con esto un incremento en la
sefal analitica obtenida. La columna se acoplé a la configuracién FIA para intentar

retener en continuo a la vitamina Bia.
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28 mm \\1 ubos de &5 3.0 mm

- J— bomba

———— 57 mm _ ] Empaque de
algodén

Figura 7. Columna de tefién empacada con resina de intercambio idnico.

Una vez que se establecié cual era la resina que proporciona los mejores
resultados en cuanto a retencion se acopio la columna a la configuracion que se
muestra en la figura 8. La columna se coloco entre la bomba peristiltica y la valvula
de inyeccion con la finalidad de lograr la extraccién de la vitamina en continuo
eliminando asi las interferencias para que esta manera al inyectar la muestra al

sistema, se obtenga una senal definida.

Eluyente

Figura 8. Configuracion FIA utilizada para extraer en continuo vitamina B,z utilizando una
columna empacada con la resina cationica (CM SEPHADEX C — 25). En la cual
primeramente se hace pasar a la muestra con el portador a través de la columna y
posteriormente el eluyente para lievaria su cuantificacion.

TESIS CCH
FALLA DE ORIGEN
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3.8.1.1 Activacion de la resina de intercambio iénico

Para la activacién de la resina de intercambio anidnico y catidnico se
realizaron los pasos. propuestos por Hashmi y Benites (5, 31) y en ( 32, 33).

Resina de intercambio aniénico.

Se pesé aproximadamente 1.0 g de resina aniénica (Dietil { 2- hidroxipropil ]
aminoetil sephadex) QAE SEPHADEX A — 25 y se dejd toda la noche reposando
sumergida en agua destilada. Pasando este periodo de tiempo se decantd el
liquido, se lavé con agua destilada y se agité dejandola en reposo por 10 minutos.
Posteriormente se realizaron lavados hasta alcanzar un valor de pH neutro. Se
decantd el liquido, se agregd HCI 2N y se mantuvo en reposo por 30 minutos,
eliminandose el acido y lavando con agua destilada hasta alcanzar nuevamente un
valor de pH neutro. Se eliminé el liquido y se sumergié a la resina en una disolucién
buffer de acetatos pH 6.0 manteniendo el volumen del buffer por lo menos a 2 mm

sobre el nivel de la resina.

Resina de intercambio catiénico

Se pesd aproximadamente 1.0 g de resina catiénica (carboximetil sephadex).
CM SEPHADEX C — 25 y se dejo toda la noche reposando sumergida en agua
destilada. Pasando este periodo de tiempo se decantd el liquido, se lavo con agua y
se agitd dejandola en reposo por 10 minutos. Posteriormente se realizaron lavados
hasta alcanzar un valor de pH neutro. Se decantd el liquido y se agregd NaOH 1N,
se mantuvo en reposo por 30 minutos eliminandose el acido y lavando con agua
destilada hasta alcanzar nuevamente un valor de pH neutro. Se eliminé el liquido y
se sumergiod a la resina en una disolucién buffer de acetatos pH 6.0 manteniendo el

volumen del buffer por lo menos a 2 mm sobre el nivel de la resina,
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& a de didlisis.

3.8.2 Sistemna de purifi on utilizand.

Otro sistema de purificacion que se utilizdé fue un sistema de microdialisis

acoplado al sisterma FIA. Se propone el uso de una camara de dialisis elaborada en

el laboratorio a base de metacrilato en donde se soporta una membrana de dialisis

de celulosa como se muestra en la figura 9y 10.

Camara de
metacrilato ———

Placa
mctalica ===~

Figura 9. Celda de didlisis utilizada para la purificaciéon de la vitamina B.z
1 Vista frontal de la camara de dialisis en la que se aprecia la de

Salida de flujo  Entrada de flujo

Vista Frontal

II

Seccitn A

Entradas det

flujo

Vista lateral

"

ilato en

color oscuro.
Hl Vista lateral de la camara de dialisis en la que se pueden apreciar todas sus partes y
la forma de ensambiaje.

Entrada - ==
del flujo
receptor

Salida
del flujo
ponador

I

Entrada

l

Salida
del flujo
receptor

del flujo
postador

e

Seccida B

Figura 10. Camara de metacrilato en la que se muestra la direccion del flujo del portador y

del receptor.
Seccion A: parte por donde circula el receptor.
Seccion B: parte por donde circula el portador.
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3.8.2.1 Purificacién de la vitamina B, usando la camara de dialisis acoplada a
una configuracion de flujo continuo.

Con la finalidad de lograr la purificaciéon en continuo de la vitamina Bj2
presente en la muestra de leche se utilizé una configuracion de flujo continuo en la
cual se acopla una camara de didlisis como se muestra en la figura 11. La
configuracion permite mantener el flujo en un sistema de circuito cerrado por un
lapso de tiempo determinado lograndose la separacién de la vitamina del resto de
los componentes de la matriz alimentaria:

Se utilizaron dos valvulas de inyeccién (a y b) y mediante el uso de
mangueras de flujo se conectaron de tal forma que se encontraban funcionando de
forma simultadanea. Ambas valvulas poseen 6 compuertas que dependiendo de la
posiciéon (llenado o inyeccion) es la direccién que seguira el flujo. Para llenar el
sistema, ambas valvulas se encuentran en posicion de inyeccion (figura 11A): en la
valvula (a) el flujo receptor (agua destilada) entra por la compuerta 2(a) en direccion
1(a) que es una salida hacia la parte superior de la camara de didlisis (seccién A de
la figura 9) y de ahi pasa al detector. Se utiliza como sistema de propulsién la bomba
peristaltica para mantener el flujo en direccidn a la valvula (b). en la cual la entrada
del flujo se realiza por la compuerta 2(b) en direccion a la 1(b) que corresponde
nuevamente a una salida que se conecta con la compuerta 6(a) en direccion a la
5(a) que va al desecho.

Para cerrar el circuito (figura 11 B), la valvula (b) se mantiene en la posicion
de inyeccion, y la valvula (a) se cambia a posicién de llenado, modificando la
direccion del flujo receptor que sigue entrando por la compuerta 2(a) pero ahora se
dirige a la compuerta 3(b) y al desecho. El flujo que llega a la compuerta 6(a), en

lugar de dirigirse a la compuerta 5(a), se dirige a la 1(a) que va hacia la camara de
a1
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dialisis y hacia el detector midiendo continuamente la vitamina dializada. EJ circuito

se mantiene cerrado por el tiempo que se requiera.

Valvula (b) Vilvula (n)

CO+D—> R

CD = Camara de
Dialisis

D = Detector
E = Entrada del receptor
B = Bomba Peristiltica

Pasicion inycecin Posicion inyeccion

Figura 11 (A) Configuracién de llenado

TESIS CON
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Vilvula (b) Vélvula (s}
E
ChE
=] ]
(]
D = Detector

Posicion inyeccion Posicion licnado E = Entrada del receptor
Desecha B = Bomba Peristaltica

CD+ D—>R

CD = Camara de
Dialisis

Figura 11 (B). Configuracion circuito cerrado
Durante el proceso de dialisis, el liquido portador (disolucion estandar de

vitamina, extracto de leche fortificada y leche sin tratamiento) pasa continuamente
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por la seccion B de la camara de didlisis. Ambas secciones se encuentran
separadas por una membrana de dialisis de celulosa y los dos flujos van en
direcciones opuestas para favorecer el intercambio de las moléculas de vitamina del
portador hacia el receptor y evitar la sobre presion en la camara ya que la membrana
se podria romper.

Conforme las moléculas migran hacia el liquido receptor, la variacion de Ia
concentracion es registrada de forma continua en el detector (espectrofotémetro UV-

VIS) a una longitud de onda de 361 nm siguiendo la secuencia de la figura 11 (b).
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Capitulo IV

RESULTADOS

4.1 Determinacién experimental de los espectros de los maximos de absorciéon
Se realizé un barrido del espectro de absorcidn de la vitamina Bz desde

250.00 hasta 800.00 nm. Se utilizé una disolucién de vitamina Byz 9.97 x 10* M.

El espectro experimental de absorcion maxima de UV-Visible de la vitamina

se muestra en la figura 12.

50000 TESIS CON
- FALLA DE ORIGEN

T d 14
300.00 500.00 700.00 am

Figura 12. Espectro de absorcion de la vitamina Bz. A (9.97 x 10~ M): Espectro que permite
visualizar dos de los maximos de absorcidn vitamina B,: y que corresponden a 520 nm y

550 nm; se observa una saturacién en la regién de los 361nm en forma de una meseta.
B(9.97x10°° M ): Espectro en el que se aprecia claramente el maximo de absorcién a 361nm

para vitamina By;.

Se registraron tres maximos de absorcidn que corresponden a 361, 520 y 550
nm. En el espectro A a 361 nm se observa la saturacion de la senal por lo que se
diluyd la muestra 10 veces (9.97x10° M) y se volvid a realizar el espectro. Se eligid
el pico de 361 nm como éptimo tomando como pardmetros para su elecciéon las
caracteristicas de ser un pico bien definido y ser la sefial mas alta de absorcion, ya
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que a 520 y 550 nm se tiene la menor absortividad molar (Espectro B de absorcion),
ademas de ser caracteristico de la vitamina Bi2.

Para optimizar los parametros hidrodinamicos del sistema FIA se probaron
diferentes velocidades de la bomba peristdltica (desde 5 hasta 20 rpm), en base a
las caracteristicas de diametro interno de los tubos de bomba y utilizando un bucle
de inyeccion de 100 pL se eligié como &ptimo un caudal de 1 mL/min y un volumen
de inyeccién de 100 uL, ya oue de esta forma se obtenia una sefal con

caracteristicas bien definidas. Figura 13.

Volumen

1.5 —
1.0 mL/min

1.0

0.TmVmin

05

0.3 mL/min

5 10 15 20 rpm

Figura 13. Evaluacién de los parametros hidrodinamicos del sistema FIA, donde se
probaron diferentes velocidades de la bomba peristaltica hasta encontrar una sefal con
caracteristicas bien definidas (volumen de tmU/min).
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4.2 Curva de calibracién de la vitamina Bi2

Partiendo de una disolucién madre de vitamina B,z cuya concentracion fue de
1574.86 ppm (9.97 x10™ M), se prepararon diferentes disoluciones estandares que
se inyectaron al sistemma FIA en una serie de cuatro inyecciones para cada
concentracién, con una precision de 0.2 %.

La figura 14 muestra el fiagrama obtenido para concentraciones que van de

4.97x107 a 2.497 x10°° mol/L.

] TESIS CON

va |
0.400 | FALLA DE QRIGEN

] . & 3
0.300 g r ¥

7

0.200
0.100 :
0.000 —]

0.000 20.000 40.000 min

Figura 14, Fiagrama obtenido para la curva de calibraciéon de 10 estandares de vitamina B,z
cuyas concentraciones se encuentran entre 4.99 x107 y 2.49 x10® mol/L,, inyectadas por
cuatriplicado.

Los wvalores expresados en unidades de concentracion (mol/L) fueron
convertidos a mg/L (ppm). ya que la cantidad de vitamina presente en las muestras
se reporta en estas unidades. Sometiendo a los resultados obtenidos a un analisis
estadistico (regresién lineal) se obtiene el grafico de la figura 15.

El intervalo lineal obtenido fue: 7.87x10' a 38.40 mg/L con un coeficiente de

correlacion de 0.9992.
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CURVA DE CALIBRACION VITB12

0.4 y = 0.0095x + 0.0043
0.35 R = 0.9992
0.3
c.25
0.2
0.15
0.1
0.08
o
ooos« 50050 1.00E+ 1.50E+ 2.00E+ 2.50E+ 3.00E+ 3.50E+ 4.00E+ 4.50E+
o1 o1 o1 01 o1 01 01 o1

Concentracion (mg/L)

Absorbancia

Figura 15. Curva de calibracién para la vitamina B,, en unidades mg/L. Con un intervalo
lineal que va de 7.87x10™" a 39.40 mg/L.

mol/L mg/L ua |
4.99E-07] 7.87E-01 | 0.000057
9.97E-07] 1.6BE+00 | 0.0179
1.99E-06] 3.15E+00 | 0.03485
3.98 6.29E+00 | 0.065
5.08 6.45E+00 | 0.0944
7.98 1.26E+01 ] 0.123
S.97E-06] 1.68E+01 | _0.154
1.50E-05] 2.36E+01 | 0.2308
1.99E-05] 3.15E+07 | 0.3111
2.49E-08 3.94E+01 | 0.3655

Tabla 3. Valores de absorbancia y de concentracion en molaridad y en partes por millén
para cada uno de ios puntos de la curva de calibracién de vitamina B,2.
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4.2.1 Calculo del Limite de Deteccidn.

En la figura 16 se muestran las inyecciones realizadas del blanco (agua) y de

una disolucién con una concentracion de 9.97 x 10® mol/L (0.157 mg/L) de vitamina

Bi2.

UA Mucstra (9.97 x 10° M ) = 0.157 mp/t.

1 0
0.0040 d

-0.0000 : \' TESIS CON
FA

-0.0040 | L

ULA DE QRIGEN

T T .
0.0000 10.000 20.000 min

Figura16. Fiagrama obtenido de la inyeccion de 7 volumenes de blanco, precedidos de la
inyeccién de 7 volimenes de una disolucién de vitamina B,2 con una concentracién de 9.97
x 10°® mol/L para el calculo del limite de deteccion.

Como el blanco no presents sefal, el limite de deteccién se calculd a partir de

la concentracién de 9.97 x 10 mol/L de vitamina By, de acuerdo a lo establecido en

la metodologia.

A) Método Algebraico.

Para calcular el limite de deteccion por el método algebraico se utilizd la
ecuacién de la recta y = 0.0109x + 0.00061 obtenida a partir de los primeros cinco
puntos de concentraciones bajas haciendo uso de las lineas ponderadas y se
sustituyeron los valores de absorbancia de las inyecciones realizadas de la muestra

de vitamina B.2 0.1567 mg/L (datos de ia tabla 4) y se calculé el promedio de la

concentracion.
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Absorbancia mg/L
0.00522 0.3529
0.00549 0.3794
0.00571 0.4000
0.00575 0.4049
0.00598 0.4274
0.00698 0.4666
0.00606 0.4352

Promedio = 0.00579 | Promedio = 0.4094

Tabla 4. Valores de absorbancia y concentracién para el calculo del limite de detecciéon y
cuantificacion del fiagrama de la figura 16.

Limite de Deteccion

0.07 y = 0.0102x + 0.00162
R =0.99951
-

Absorbancia

i
D T+ IR 4.4 2 3 4 5 (-] 7
Concentraclén (mgil)

Figuraiga. Grafico de lineas ponderadas en la cual se indica la zona que se amplié para
una mejor apreciacién del limite de deteccion. Zoom = regién ampliada de la grafica que se

observa en la figura 16b

El limite de deteccién se calcul6 por el método algebraico con la ecuacion:

3 i 4 )

Limite de Det i6on =

Y cuyo valor obtenido es:

3 (0.03751) = 0.1130 mg/L
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B) Método Griafico.
El limite de deteccién se calculd por el método grafico utilizando la grafica de

la figura16a estableciendo los limites de confianza al 95 %. Para poder calcular

mejor el limite de deteccion se amplid la zona de medicién como se muestra en la

grafica de la figura 16b.

tntervalo de
confianza maximo

Intervalo de
confianza minimo

I T T L T
02 0.4 0.6 0.8 10

Figura16b. Ampliacién de la zona marcada en la grafica de 1a figura 16. La interseccién con
el eje de las x corresponde al valor del limite de deteccion.

E! valor de la concentracién en el punto de interseccion en le eje de las x
corresponde al limite de deteccidn el cual fue de 0.4736 mg/L con una r.s.d. de
0.2%.

Cabe destacar que los valores obtenidos por estos dos métodos (0.1130 y
0.1267 mg/L) no presentan gran dispersién entre ambos, por 1o que el limite de

deteccion se puede calcular con cualquiera de los dos métodos.

TESIE COH
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4.2.2 Calculo del Limite de cuantificacién.

A) Método Algebraico.

El valor del limite de cuantificacion se calculé utilizando la siguiente ecuacion:
Limite Cuantificacion = 10s (desviacién estandar), a partir del valor promedio de las
concentraciones obtenidas de la curva de calibracién ponderada: y == 0.0109x +
0.00061.
Limite de Cuantificaciéon = 10(0.03751) LC =0.3751 mg/L

B) Método Grafico.
También se calculd por el método grafico en donde se establecen los limites de

confianza al 99%. Figura 17 muestra el valor obtenido por el método grafico.

0dalo -
000s g ___.oemTTT e e
0.000 . -7 1. ¢. minimo
- B X = 0.396, L
-0.00s ; / 3 mg/
L T

T T T T
01 02 03 04 05 06 07 o8 me/l

Figura 17. Ampliacion de la region cercana al origen en donde se aprecia la interseccion con
el eje de las x que corresponde al valor del limite de cuantificacion para la vitamina Bz,

Se destaca gue no existe una diferencia notable en los valores obtenidos para
el limite de cuantificacidon calculado por ambos meétodos 0.3751 mg/L. para el

algebraico y 0.3963 mg/L por el grafico.
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4.3 Tr iento de mt as

4.3.1 Extraccion de la vitamina B,; de leche utilizando acido Tricloroacético
Una vez realizada la curva de calibracion de vitamina B,> se hizo el
tratamiento previo a la muestra de leche para ser inyectada dentro del sistema FIA y

cuantificar la concentracion de vitamina By> de acuerdo a la curva de calibracion.

Muestra udtilizada: Leche alpura 2000, Ultrapasteurizada presentacion de 1

Litro.

Se pesaron aproximadamente y con precision 10.50 gramos de leche para
obtener el extracto (fase acuosa) resultado de la precipitacion de las proteinas y
separacién de la grasa debido al tratamiento con acido tricloroacético. Este se
inyecto al sistema en volumenes de 100 puL por muestra, utilizando la configuraciéon
que se muestra en la figura 4, registrandose la sefal analitica por el detector. La
figura 18 muestra el fiagrama obtenido a partir de inyectar 8 veces el extracto

obtenido del tratamiento realizado previamente a la leche.

va ] TESIS ¢y}
0.1200 FALLA DE ORIGEN |
0.0800 T -

Figura 18. Fiagrama obtenido del extracto de leche. Las interferencias en la sefal para cada
una de las muestras se encuentra sefalada con la circunferencia (a).
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Se observa en la sefal analitica que no se obtiene una serial con una buena
resolucion, aparecen interferencias producidas por las impurezas que se encuentran
en la fase acuosa que pueden ser proteinas hidrosolubles de la leche y/o restos de

la grasa de la misma (29).

4.3.2 Fortifi ion de de leche con vitamina B2

Para comprobar que la sefal se obtuvo era debida a la vitamina se adiciono al
extracto una cantidad de vitamina B.» igual a 0.1 mL de disolucion de una
concentracion 9.97 x 10 M, llevando a un volumen final de 10.0 ml al extracto,
llegando a una concentracion final de 9.97 x 10° M. Se sacd el espectro de
absorcion del extracto adicionado. Se compard contra el obtenido del extracto sin

adicionar y con una disolucion estandar de vitamina B> con la misma concentracion.

va o o 1 = Espectro del Extracto
. 2 = Espectro del Extracto + cstindar de vitamina By,
4.6900. ,-.r""‘\.\ e det de vitamina By,

2

~nN W TESIS CCN
\\ FALLA DE ORIGE

|

2.6 \ \\

J N\ s \
\,\LP—/\ ‘ min
0. 200 Y 'R = 7 - - T =
243,50 0D .62 OC . 3% A €08 9%

Figura 19. Espectro de absorcion para diferentes muestras en el que se aprecia una
diferencia clara en ta region de absorcion para la vitamina B,z a 361nm.
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En la figura 19 se observa que existen diferencias entre las sefiales
obtenidas. Las senales pertenecientes a los extractos presentan un pico de
absorcién a 290 nm, algo que en el estandar de vitamina no se observa. Con
respecto a la region de interés 361nm el extracto sin adicion de vitamina no se
observa la sefnal caracteristica que se aprecia en las otras muestras; debido a que la
concentracion de vitamina existente en el extracto de leche es demasiado pequena.

Esto se confirma en la grafica al comparar las sefales de la disolucion de
vitamina y la del extracto adicionado, se puede observar claramente que existe una
diferencia en las alturas de los picos a 361nm que es proporcional al incremento en
la concentracién de vitamina para el extracto adicionado (vitamina existente +
vitamina adicionada).

Para comprobar la eficiencia de la extraccion con TCA de la vitamina B> de la
matriz se fortificd a la leche con diferentes concentraciones de vitamina Bi2, antes de
realizar el proceso dacido de extraccion. Las sefales obtenidas con las

concentraciones anadidas se ilustran en la Figura 20.

va 3
- 1= Extractio
2 = Extrecto « 0.20ml vit (3.90 x 10- 6 moln)
3 = Extracto + 0.30ml vit (2.39 x 10- Smoll)
0.3000 4 = Extracto + 0.80ml vit (1.19 x 10- Smolll}
3
-
0.2000 ]
- 2
1
0.1000 <
0.0000 v ¥ — T T Y T T
0.0000 10.000 20.000 30.000 40.000 min

Figura 20. Fiagrama con la fortificacion de la leche con diferentes concentraciones de
vitamina Bj2.
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La sefal registrada confirma que realmente al someter a la muestra (leche) al
tratamiento propuesto (precipitaciébn acida) se extrae la vitamina B,> de la matriz,

pero acompanada de impurezas de otra naturaleza, las cuales es necesario eliminar.

4.3.3 Estudio de la eliminacion de interferencias

+4.3.3.1 Uso de resinas de intercambio

Para obtener una senal clara de las muestras era necesario eliminar las
impurezas existentes. En primer lugar se utilizaron resinas de intercambio tanto
aniénico (QAE SEPHADEX A - 25) como catiénico (CM SEPHADEX C — 25) con el
fin de purificar el extracto. La finalidad de este estudio fue la de establecer una
configuracion FIA apropiada para que en continuo se pudiera extraer la vitamina del
extracto y/o de la leche y obtener una senal libre de impurezas. Se hicieron varias
pruebas utilizando diferentes disoluciones amortiguadoras con distintos valores de
pH (4.0, 5.0, 6.0, 7.0 y 8.0) para evaluar la retencion y la elusién de la vitamina.

La primera prueba fue un tratamiento que se realizd en “bach”, empacando en
columnas a las resinas suspendidas en disoluciones buffer con pH de 4.0, 5.0, 6.0
para la catidnica y 6.0, 7.0, 8.0 para la anidnica, hasta una altura de 10.0 cm. Se
agregé a cada una 1.50 mL de disolucion de vitamina Bs2 de una concentracién de
1.99 x 10" M manteniéndola en la resina por 5.0 minutos. Se realizaron lavados con
el buffer a diferentes pH's para evaluar el efecto de éste en la retencion.

Los resultados revelaron que solo la columna con resina catibnica empacada
con buffer pH 4.0 retiene a 1a vitamina después de dos lavados con esta disolucion,
lo que significa que no es capaz de eluirla, pero al lavar la columna con agua

destilada la vitamina es eluida de la resina.
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De acuerdo con estos resultados se decide evaluar el efecto del agua
destilada sobre las resinas, agregando la misma cantidad de disoluciéon de vitamina
(1.5 mL) a diferentes columnas, pero en esta ocasion solo se realizé el lavado con
agua destilada. Se confirmd el efecto del agua como agente de elusion de la
vitamina.

Con estos resultados se eligié la columna con resina cationica, identificandola
como CAT4 por el valor de pH al que trabaja, y se adapté a la configuracién FIA que

se muestra en la figura.7 para realizar la extraccion de la vitamina B,z en continuo.

Optimizacién de la columna de intercambio cationica en la configuracion FIA
Siguiendo ia configuracion descrita en la metodologia (figura 8) y utilizando la
columna adaptada para esta configuracién (figura 7), se hizo pasar a través de ella
durante un minuto y a un caudal de 1.0 mL/min una disolucién de vitamina Bz
preparada en disoluciones buffer con distintos valores de pH y con una
concentracion aproximada de 3.994 x 10 M. Al termino de éste se realizo la elusion
de la vitamina con agua destilada con el mismo caudal por 2.0 min, tiempo en el
cual ya no se aprecia coloracién en la columna. Se lleno el bucle de la valvula y se
inyectaron 100 uL dentro del portador. La figura 21 muestra el fiagrama obtenido
utilizando diferentes disoluciones buffer con valores de pH de 4.0, 5.0, 6.0, 7.0y 8.0
como medio portador de la disolucién de vitamina para evaluar la capacidad de

retencion de la resina al variar el pH del liquido portador.
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Figura 21. Fiagrama retencién de la vitamina con diferentes soluciones buffer como
portador.
Los numeros indican el valor de pH para las disoluciones buffer utilizadas. Se hicieron 4
inyecciones para cada una de ellas, incluyendo 4 para una disolucién de vitamina en agua
destilada utilizada como referencia.
Aparentemente los resultados indican que a valores de pH alcalinos existe

una mayor retencion de la vitamina en la resina por presentar valores de
absorbancia mayores pero no muy diferentes a los obtenidos a otros pH's. Estos
valores se tomaron como referencia para evaluar el comportamiento de la resina y
compararios con los resultados obtenidos en “bach”. Se decide trabajar con la
misma resina que en “bach” (cat4 a un valor de pH = 4.0 para la disolucién buffer de

acetatos) ya que en ambos casos este valor de pH favorece la retencidn de la

vitamina en la resina y es el valor de pH mas cercano al del extracto.

EN
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4.3.3.2 Analisis del flujo de alimentacién de la muestra con el portador

Conociendo el comportamiento de la resina bajo distintos valores de pH y

utilizando el que favorece a la retencion de la vitamina se realizé el analisis del flujo
de alimentacién del portador para evaluar la capacidad de retencion de la resina.
Se dtilizaron los siguientes caudales 0.10, 0.20, 0.25, 0.50 mU/min, para una
disolucion de vitamina 1.99 x 10°® M, hasta alcanzar un volumen total de muestra de
1mL. Obteniendo como resultado que el caudal con el que se obtiene una sedial
mayor es el de 0.10 mL/min; debido probablemente a un prolongado tiempo de
interaccion (10 min) entre la vitamina y la resina.

La elusién de la vitamina se realizd con agua destilada a un caudal de 0.37
mU/min por un periodo de tiempo de 2.50 minutos haciendo pasar un volumen final
de 2.0 mL, volumen al cual no se distingue coloracién caracteristica de la vitamina
en la resina. También se evalud la influencia del volumen total de disolucién de
vitamina que se hace pasar a través de la columna utilizando un caudal de 0.10 mL
/min. Se compararon tres volumenes que van de 1.0 a 3.0 mililitros manteniendo
todos los otros parametros constantes: caudal del portador, volumen de lavado con
buffer = 0.05 mbLy caudal de agua como medio de elusion.

Se esperaria que al incrementar el volumen final que se hace pasar a través
de la columna aumentaria la magnitud de la sefal ya que una mayor cantidad de
vitamina seria retenida por la resina. Los resuitados revelaron que no se manifiesta
esta proporcionalidad, ya que la magnitud de la sefal para un volumen total de 3.0
mL fue 0.3019 UA y es muy similar a la de 1.0 mL (0.3028 UA) e inferior a la de 2.0
mL (0.35086).

Este comportamiento se atribuye a una posible saturacion de la resina al

trabajar con una concentracion un tanto elevada de vitamina (1.99 x 10°°M).
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Para evaluar este comportamiento se hizo uso de una disolucién con una
concentraciéon de 7.97 x 107M, manteniendo todas las condiciones constantes y
registrando las sefales analiticas para los volumenes totales de 1.0 y de 2.0 mL que
son los que presentaban diferencias significativas en las senales obtenidas

anteriormente (figura 22).

va ] TESIS CON
- FALLA DE ORIGEN
0.0200 _| volumen total 1.0 ml. volumen total 2.0 mL
0.0000 |
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Figura 22. Fiagrama de la evaluacién de saturacion con disolucion vitamina 7.97 x 107M.
Se pasaron volumenes de 1 y 2 mL haciendo 4 inyecciones para cada uno de ellos,
manteniendo todas las condiciones constantes

Los valores de absorbancia promedio para cada uno de los volumenes finales
fueron: 1.0 mL (0.0162 UA) y para 2.0 mL (0.0165 UA). Como se puede observar no
presentan diferencia significativa, esto significa que existe un limite para ia retencion
de la vitamina por parte de la resina y que no se puede incrementar la retenciéon
haciendo pasar por ésta un volumen mayor a 1.0 mL, sin embargo representa una
inversion mayor en cantidad de muestra y en tiempo de analisis.

Se realizd el cdlculo de preconcentracion de la vitamina B.z utilizando ila
resina CAT 4y se tomé el valor promedio de las absorbancias para un volumen final

de 2.0 mL, por ser el volumen que presenta el maximo valor de absorbancia cuando
59




se utiliza una concentracion de vitamina de 1.99x10°5M. Haciendo uso de la ecuacién
de la recta de la curva de calibracidn de vitamina By2 se calculd la concentracién de
vitamina después de haber sido retenida y eluida posteriormente de la resina.

El valor para la preconcentracion es de 1.2 veces, el cual es muy bajo por lo
que no presenta un incremento significativo en la senal analitica producida por la
vitamina. Debido a que el tiempo de analisis es largo, ademas de que los resultados
revelan que probablemente los sitios de la resina donde se retiene a la vitamina se
saturan y a que solo se retiene en la parte superior de la columna, y a pesar de que
al incrementar la concentracién de vitamina en el flujo, no se mejora la retencién, se

probo otro sistema para la eliminacion de las interferencias de la matriz alimentaria
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4.4 Extraccion de ia vitamina By utilizando una camara de dialisis acoplada a
una configuracion de flujo continuo.

En primer lugar como mecanismo para eliminar las interferencias en el
extracto se utilizé una camara de didlisis acoplada a la configuracion FIA

colocandola entre la valvula de inyeccion y el detector como se muestra en la figura

23.
Fiagrama
Desccho
Portador
H0O
"L uv
- ' H
Receptor H b R

Figura 23.Configuracién FIA con camara de utili para la eliminacién de
interferencias en el extracto. Donde: BP bomba peristaltica, Vi valvula de inyeccién, CD camara de

+ R regi

La muestra se hizo pasar a través de la camara de didlisis por un periodo de
20 min, después del cual se detuvo el flujo para obtener el espectro de absorcion,
realizando un barrido desde 250 nm hasta 700 nm.

Como se muestra en la figura 24 para comparar el espectro obtenido (extracto
dializado 4 y 5), se obtuvo el espectro de diferentes muestras sin tratamiento de
dialisis: Disolucién de vitamina (1), disolucién de vitamina con acido tricloroacetico

(2) y extracto de leche (adicionado con vitamina antes del proceso de extraccion) (3).
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3.0000
2.0000 ] 1= Disolucién de vitamina
2 2= Acido tricloroacético + vitamina
N € .l 3= Extracto + vitamina
4 y 5 Extractodializado + vitamina

1.0000 = \’\

- ‘——4\
0.0000

v L]
250.00 350.00 450.00 550.00 650,00 nm

Figura 24. Espectros de absorcién para diferentes muestras con vitamina B,2. Se aprecia la
eliminacion de interferencias mediante el proceso continuo de didlisis (zona enmarcada).

La senal a 361 nm del extracto sometido al proceso de didlisis aparece
claramente disminuida en magnitud con respecto a las sefales de las otras
muestras, esto debido a la dilucidn a la que es sometida al difundirse la vitamina
hacia el liquido receptor donde evidentemente las interferencias disminuyen como se
muestra en la zona delimitada por la circunferencia. Para evaluar que la disminucion
en las interferencias no se debia al efecto de la dilucion, se sometieron a las
muestras a distintos tratamientos como se describe posteriormente.

Durante el proceso de extraccidén de la vitamina de la leche con TCA, se
centrifugd de manera adicional al extracto, para de esta forma intentar eliminar las
interferencias. Se realizé un estudio para comparar la capacidad de la membrana de
dialisis para eliminar estas mismas interferencias, sometiendo a las distintas
muestras (disolucién de vitamina (1), extracto centrifugado (2) y extracto sin
centrifugar (3)) todas con una concentracién de vitamina de 3.98 x 107 M a un
proceso de didlisis por 20.0 min disminuyendo la longitud de la tuberia de 80.0 hasta

aproximadamente 40.0 cm de longitud (equivalente a 3.0 mL) para de esta manera
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disminuir el efecto de diluciéon y por lo tanto incrementar la sefial obtenida como se

muestra en la figura 25.

UA
4.0000 =
1 = Disolucidn de vitamina (3.98 x 10 -7 mol/L >
2 2 = Extracto con centrifugacion(3.98x 10-5 molt/L)
3.0000 3 = Extracto sin centrifugacion(3.98x 10-5 mol/L)
1
2.0000 -
1.0000 =
0.0000

T v
200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 nm

Figura 25. Espectro de absorciéon de 3 muestras con diferentes caracteristicas para la
evaluacion de la necesidad de centrifugar para obtener el extracto antes del proceso de
dialisis.

En la figura anterior se observa que las sefales analiticas de los extractos son
muy semejantes entre sl y presentan caracteristicas muy similares a las registradas
para la disolucién de vitamina pura, por lo que se comprueba que las interferencias
se eliminan con el proceso de didlisis y no es necesario centrifugar después de

realizar la extraccion reduciéndose el tiempo de preparacion de las muestras.

4.4.1 Estudio de la camara de dialisis utilizando un circuito cerrado en una
configuracion de flujo continuo

Tomando en cuenta los resultados anteriores se prepard una curva de
calibracion usando disoluciones de vitamina pura y utilizando la configuracion en

linea que se describe en la metodologia (figura 8 a y b). La sefal obtenida se
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incrementa en funcidon del tiempo y corresponde a la cantidad de vitamina que pasa

a través de la membrana de dialisis que se registra en forma continua (figura 26).

LI
0.000 10.000 20.000 min

Figura 26. Sefnales obtenidas en continuo utilizando una camara de dialisis para diferentes
concentraciones de vitamina Bia.

Como se aprecia en la figura 26, es posible extraer a la vitamina en forma
continua donde se observa el incremento en la concentracién de vitamina en el
liquido receptor. La concentracidn mas baja que se puede medir con esta
configuracién se encuentra alrededor de 2.0 x 10 mol /L ya que por debajo de este
valor, como lo indica la grafica, no se observan diferencia entre las sefales
obtenidas.

Para evaluar la tendencia de la extraccion en continuo se tomaron los valores
de absorbancia para cada una de las concentraciones a un tiempo de 10 y 20
minutos en los cuales ya se aprecia una diferencia significativa en la concentracién
de la vitamina en el liquido receptor. Se realizé una curva de calibracidn para cada

uno de éstos tiempos, figura 27 y 28,
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curva calibracion extraccién continua 10 min
 50E-04 - y = 0.0067x - 8E-06
:005_04 i R=0.9900
@ 3.50E-04 !
S 3.00E-04 4
S 250E-04 !
S 200E-04 { .
Z 1.50E-04 ¢
S 1.00E-04 1
5 00E-05
000E+00 +—- _
-] 001 002 003 004 005 008 007
Concentracién mol/L

10 minutos

Curva de calibracén extraccidn continua 20 min
5.00E-04 y = 0.0024x - 6GE-06
4.00E-04 R=0.8950
3.00E-04
2.00E-04
1.00E-04

Absorbancia

0.00E+0Q0

Concentracion mol/L

0.0000 0.0500 0.1000 0.1500 0.2000

concentracion

0.0150
0.0250
0.0380
0.0770
0.1720

mol/L
2.00E-05
3.98E-05
9.97E-05
1.99E-04
3.98E-04

Figura 27. Curva de calibracién para la didlisis en continuo de vitamina B,z a un tiempo de

concentracion
mol/L
2.00E-05
3.98E-05
9.97E-05
1.99E-04
3.98E-04

Figura 28. Curva de calibracion para la dialisis en continuo de vitamina B,z a un tiempo de

20 minutos.

Cada una de las curvas de calibracion presenta una tendencia lineal para cada uno

de los tiempos estudiados, presentando un mejor coeficiente de correlacién para un tiempo

de extraccidbn de 20 minutos, pero también un valor de pendiente menor que el otro

intervalo. Esto indica que después de 10 minutos la extraccion empieza a seguir una

tendencia como se describe en la figura 29; es decir, el liquido portador esta llegando a su

maxima capacidad de extraccién y por lo tanto a periodos de tiempo mas prolongados es de
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esperarse que la pendiente disminuya, reflejando que se esta alcanzando el maximo de

extraccion entre el liquido portador y el receptor (figura 29).

Comportamiento de !a extraccion por dlalisis

o s 10 15 20 25 30 35
Termpo en minutos

Figura 28, Comportamiento del cambio de concentracion el receptor en funcién del tiempo
en una extraccidén por medio de dialisis.

De acuerdo con estos resultados se toma como base de dialisis el tiempo de
10 minutos aumentando la sensibilidad en la determinacion, ademas de que esto

implica una reduccion del tiempo de analisis.

4.5 Curva de calibracion para las muestras dializadas

Basandonos en los resultados anteriores, se realizaron las curvas de
calibracién para la leche sin tratamiento previo alguno (sin precipitacién acida)
solamente adicionando concentraciones conocidas de vitamina B1z‘y se comparéd
contra la curva de calibracién del extracto fortificado con concentraciones conocidas
de vitamina antes del proceso de extraccion. La configuracién utilizada para estas
determinaciones es la mostrada en {a figura 30, en la cual después del proceso de
dialisis se inyecté por medio de la valvula 3 el liquido receptor (100 pL) en un
portador de agua destilada que lo acarrea hasta el detector y medir a 361 nm la

concentracidon de vitamina B,; dializada.
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Las curvas presentan la misma cantidad de puntos (5) con series de tres
inyecciones por punto, manteniendo las mismas concentraciones para cada uno de
ellos.

La tabla 5 muestra las concentraciones utilizadas de vitamina B,z para cada

uno de los 5 puntos de las curvas de calibracién de las muestras utilizadas.

Concentracion mol/L de
vitamina B,
2.0x10-5
3.98 x 10-5
9.97 x 10-5
1.19x 10-4
1.99x 104

Puntos

mid|w{nla

Tabla 5. Concentraciones adicionadas a la leche y al extracto de leche para cada uno de los
puntos de las curvas de calibracion.

Se obtuvieron las sefales analiticas de la disolucién de vitamina Bi; a
diferentes concentraciones. Con la finalidad de conocer la dependencia lineal de la
absorbancia con respecto a la concentracién de la vitamina, se manejoé un volumen
de inyeccion de 100 uL y un tiempo de didlisis de 10 minutos ya que a este tiempo
de didlisis se obtienen resultados favorables en la extraccion de la vitamina con la

configuracién en circuito cerrado.
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b’ -'_ i -r " -:\ Circuito
- ' / cerrado
Vv, V2 . C - |
] B8
. .
Liquido receptor V3 /
Registrador
Inyeccion
Liquido portador l

Fiagrama

Figura 30. Configuracion utilizada para la inyeccion de muestras al sistema FIA para
obtener las curvas de calibracion después de ser dializadas.

vV, V2. Valvuias de inyeccion que forman et circuito cerrado.

V,. Valvula de inyeccion al sisterna FIA con un volumen de muestra de 100ul la cual hace
llegar la muestra al detector.

C. Camara de didlisis en ia cual una de las L va al d ho o se mantiene el circuito
cerrado (portador) y el receptor se dmge al detedot UV- VIS aprovechando el caudal

proporcionado por la bomba peristaltica B
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4.5.1 Curva de calibracién para el extracto de leche.

Se adiciond a la leche diferentes concentraciones de vitamina B,> antes de
obtener al extracto mediante el proceso de precipitacion acida.

La figura 31 muestra las sefales obtenidas al dializar e inyectar al sistema,
por triplicado, cada uno de los estandares.

UA
- 199 x 10-4
3898x10-5 997 x10-5 1.19x10-4 ~
J 20x10s N
0.0200 |~
0.0000 7]
-0.0200 |
T T T T T
0.000 100.000 200.000 min min

Figura 31. Fiagrama obtenido de la inyeccidén por triplicado del extracto adicionado con
vitamina B:2 a diferentes concentraciones.

Los resultados revelan una tendencia lineal para los valores de absorbancia
en funcion de la variacién de la concentracion adicionada al extracto, y no existen
interferencias en la sefal analitica como existian antes de dializarla, ver figura 18 y

20. El coeficiente de correlacion fue 0.9943 como se indica en la figura 32.
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Curva de calibracién del extracto de leche

y =65.1917x + 0.01156

0.03000 r=0.9943

0.02500
0.02000
0.01500
0.01000
0.00500

0.00000 v -
0.00E+00 5.00E-05 1.00E-04 1.50E-04 2.00E-04 2.50E-04

Concentracién mol/L

el

Absorbancia

—

COncr:zltlr:clén Concentracién mg/L] Absorbancia
2.00E-05 31.592 0.01248
3.98E-05 62.870 0.01478
9.97E-05 157.486 0.01825
1.19E-04 187.972 0.01871
1.99E-04 314.340 0.02472

Figura 32. Curva de calibracion para el extracto de leche adicionado en el intervalo de 1.99
x 10°® a 2.00 x 10°® mol/ L con un coeficiente de correlacion de 0.9943.

Los valores que aparecen en la tabla de la figura 32 corresponden a un promedio

de tres determinaciones para cada una de las concentraciones utilizadas.

cnd
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4.5.2 Curva de calibracién para la leche fortificada y sin tratamiento de
precipitacién acida.

Para la curva de calibraciéon de la leche sin tratamiento alguno se fortificé con
diferentes concentraciones de vitamina Biz. La didlisis y la medicion se realizé igual

que para el extracto fortificado. E! fiagrama obtenido se muestra en la figura 33.

va |
0.0300_]
1.99 x 10-4
4 —_—
0.0200 - 9.97 x 10-5 1.19 x10-4
——N— — e,
] 20x10s5 3.98 x10-5
— o~ —~
0.0100 - \
0.0000 l | \ L L N |
' T t ) A
0.0100 T T T T 1
0.000 100.000 200.000 min

Figura 33. Fiagrama de la curva de calibracidn para la leche adicionada con diferentes
concentraciones de vitamina B.; en un intervalo de 1.99 x 10™* a 2.00 x 10"° mol L,
inyectadas por triplicado.

El registro de las sefales para la leche sin tratamiento, no presenta
interferencias para cada una de las concentraciones manejadas en el intervalo de
1.99 x 10™ a 2.00 x 10" mol/ L; presentando una tendencia lineal con respecto al
incremento en la concentracion de vitamina en la muestra, con un coeficiente de

correlacion de 0.9907, ver figura 34.
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Curva de calibracién leche

y =70.401x + 0.0095
r=0.9907

Absorbancia

0.00E+00 5.00E-05 1.00E-04 1.50E-04 2.00E-04 2.50E-04
Concentracion mol/L.

Cont:g:,rfclén Concentracién mg/L Absorbancia
2.00E-05 31.592 0.0109
3.98E-05 62.870 0.0130
9.97E-05 167.486 0.0160
1.19E-04 187.972 0.0170
1.99E-04 314.340 0.0241

Figura 34. Curva de calibracion de leche sin tratamiento, adicionada y dializada con
diferentes concentraciones de vitamina Byz 1.99 x 10 a 2.00 x 10°° mol/ L
El valor de absorbancia registrado en la tabla de la figura 34 corresponde a un

promedio del valor de tres determinaciones para cada una de las concentraciones

utilizadas.

Las curvas obtenidas para las diferentes muestras presentan tendencias
lineales en el intervalo de concentracion estudiado, lo cual se refleja en los valores

de los coeficientes de correlacion. La naturaleza de la muestra no interfiere con el
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paso de la vitamina a través de la membrana hacia el liquido receptor, eliminando
por lo tanto las interferencias.

Por otro lado los valores de |las pendientes de las curvas correspondientes al
extracto y leche adicionados con vitamina B,z presentan similitudes en cuanto a
magnitud y al valor de la ordenada al origen de ambas ecuaciones como se observa

en la tabla 6.

Jine Curva de calibracion - | Curva de calibracion Leche
oncentracién mol/L Extracto adicionado | adicionada - .
] .P.ara los puntos - UA ES y . UA
1 2.00E-05 0.01248 0.0109
2 3.98E-05 0.01478 0.0130
3 9.97E-05 0.01825 0.0160
4 1.19E-04 0.01871 0.0170
5 1.99E-04 0.02472 0.0241
Ecuacion de {a recta Y =65.1917x + 0.01156 Y = 70.401x + 0.0095
Coeficiente de correlacion 0.9943 0.9907

Tabla 6. Valores correspondientes a las curvas de calibracién para la disolucién de vitamina
B2, extracto de leche y leche adicionados con vitamina B,z antes de! proceso de dialisis
realizadas en una configuraciéon FIA,

Los valores de absorbancia para las curvas del extracto y la leche
adicionados con vitamina B., presentan una misma tendencia en cuanto al
incremento de su magnitud.

Las senales obtenidas utilizando la configuracion de la figura 30 muestran que
es posible determinar la vitamina Biz en leche.

La utilizaciéon de una camara de dislisis con una membrana de celulosa

acoplada a una configuracién de flujo continuo permite dializar las muestras de leche
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para eliminar las interferencias y poder medir la concentracién de vitamina B4z en

continuo. Este método no requiere de un pre-tratamiento de la muestra muy

elaborado por lo que ahorra tiempo de analisis y al realizarse en forma continua la
purificaciéon de la vitamina, los errores en la manipulacion de la muestra se

disminuyen.
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Capitulo V
Conclusiones
+ E! intervalo lineal para la determinacion de vitamina B.» es de 0.787 a 39.40
mg/L con un limite de deteccién de 0.1130 mg/L y un limite de cuantificacion

de 0.3751 mg/L con una frecuencia de muestreo de 48 inyecciones /hora.

&+ La extraccion de la vitamina Bi2 de la muestra de leche, mediante la
precipitacidon de proteinas es posible, pero quedan compuestos que interfieren

con la medicion.

& La resina de intercambio catidnico es la que presenta una mayor retencion de
la vitamina a un pH 4.0, pero tan solo se logra una preconcentracion de 1.2
veces, lo que ocasiona que la extraccién de la vitamina en continuo no sea

eficiente.

« La camara de didlisis permite eliminar las interferencias que se quedan en
disolucion cuando se hace la separacion de la vitamina Biz por precipitacion

de las proteinas con TCA.
4 Utilizando una camara de didlisis con una membrana de celulosa y una

deteccion en continuo, no se requiere de un tratamiento previo en la leche

para separar la vitamina B;a.
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& Se pueden utilizar muestras de naturalezas muy diferentes que contengan
vitamina B2 como extractos con un pH acido, disoluciones puras; muestras

complejas como la leche para realizar la purificacion de la vitamina Bia.
&« De acuerdo a los resultados obtenidos seria posible cuantificar el contenido

de vitamina B;; en diferentes tipos de leche (descremadas, pasteurizadas,

bronca, etc) y otras matrices alimentarias que contengan vitamina Bqa.
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