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Resumen

Dentro de la Quimica de Alimentos es fundamental conocer y cuantificar los cambios quimicos que
se producen cuando los alimentos son sometidos a procesos tecnoldgicos para su conservacion,
especialmente cuando se trata de procesos que no son aplicados de manera universal, como la
irradiaciéon de alimentos. En ese contexto, uno de los cambios mas importantes que debe
evaluarse es la descomposicion de las vitaminas, que son los nutrimentos mas sensibles de los
alimentos. En el caso de la irradiacion, aun cuando existen varios estudios sobre los efectos de la
misma en la mayoria de las vitaminas, tanto en alimentos como en sistemas modelo, pocos de
ellos han sido dedicados a la identificacion de sus productos radioliticos de degradacion.

La finalidad de este estudio fue la identificacion de algunos de los productos radioliticos de
las vitaminas hidrosolubles niacina y vitamina Bs oxidados por el radical *OH en soluciones
acuosas diluidas. Para tal propdsito, se irradiaron soluciones acuosas de cada vitamina empleando
radiacion gamma. Cabe sefalar que no se realizaron modificaciones previas del pH. Las formas
quimicas utilizadas de la vitamina Bs y de la niacina fueron, de manera respectiva, la piridoxina y el
acido nicotinico.

Con la intencion de predecir algunos de los productos que podian formarse, se analizaron
las posibles reacciones entre las vitaminas y los radicales libres *H e *OH que se generan en la
radiolisis del agua. En el caso de la niacina, a fin de obtener informacién sobre los posibles sitios
de reaccion de su molécula, como paso previo a su estudio se irradiaron soluciones acuosas de
piridina, por tratarse de la molécula que constituye su anillo base. Los datos obtenidos permitieron
predecir la formacion del producto identificado de la vitamina.

Antes de la irradiacion de las vitaminas, y de la piridina, se determiné la dosis absorbida por
sus soluciones acuosas. Una vez conocida ésta, las soluciones fueron saturadas con N2O (a fin de
aumentar la concentracion de radicales "OH en el medio de reaccion, asi como de eliminar el
oxigeno presente), irradiadas a diferentes dosis y, posteriormente, analizadas mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) con equipo acoplado a un detector de luz
ultra-violeta (UV) de arreglo de diodos. Los productos radioliticos obtenidos fueron comparados
con muestras patron de los productos esperados para comprobar su identidad. Cuando se traté de
los mismos compuestos, sus espectros de absorcion UV y sus tiempos de retencion —empleando
las mismas condiciones de analisis— resultaron ser idénticos. En el caso de las vitaminas se
cuantificd su porcentaje de pérdida, asi como su rendimiento radioquimico de descomposicion, y
en el caso de los productos radioliticos, su rendimiento radioquimico de formacion.

En el estudio de la vitamina Bg (piridoxina) se identificaron dos productos: piridoxal y 6-
hidroxipiridoxina; en tanto que en el de la niacina (acido nicotinico) se identific6 uno: 3-

hidroxipiridina.



I. INTRODUCCION

1. Generalidades

Las vitaminas son nutrimentos esenciales en la dieta humana.! Se trata de sustancias
organicas muy diversas en cuanto a su estructura molecular, actividad biolégica y
propiedades quimicas.2 Su consumo resulta indispensable para el organismo humano
debido a que la mayor parte de ellas no pueden ser sintetizadas por éste.! 3 En particular,
las vitaminas del complejo B (o grupo B) son todas ellas precursoras de coenzimas
esenciales en el metabolismo.! Por Ultimo, las vitaminas se clasifican con base en su
solubilidad: liposolubles e hidrosolubles; encontrandose entre las hidrosolubles las

pertenecientes al complejo B.4

1.1. Descripcioén de las vitaminas estudiadas

1.1.1. Vitamina Bs

El término “"Vitamina Bs” es un nombre genérico que se aplica a seis sustancias
quimicamente relacionadas que presentan la misma actividad bioldgica. Su estructura
comun corresponde a la molécula 2-metil-3-hidroxi-5-hidroximetilpiridina (figura 1), siendo
éstas la piridoxina (figura 2), el piridoxal (figura 3), la piridoxamina (figura 4), y sus
correspondientes formas fosfatadas: piridoxina-5-fosfato, piridoxal-5-fosfato (o simplemente
piridoxalfosfato) y piridoxamina-5-fosfato.? De la misma manera, el término piridoxina es un
nombre que frecuentemente se emplea para referirse a todas las sustancias anteriores y no
sb6lo a la forma que contiene el grupo hidroximetilo en la posicion 4,2 denominada

anteriormente piridoxol.5 La vitamina Be pertenece al grupo de vitaminas del complejo B.®

HO R

\ /

N OH

Figura 1. 2-metil-3-hidroxi-5-hidroximetilpiridina.



HO OH HO NH>

\_/

\_/

OH OH

Figura 2. Piridoxina. Figura 3. Piridoxal. Figura 4. Piridoxamina.

1.1.2. Niacina

“Niacina” es un término general que designa dos compuestos: 1) el &cido 3-
piridinacarboxilico o acido nicotinico (figura 5), y 2) su amida, la 3-piridinacarboxamida o
nicotinamida (figura 6).5 Anteriormente, la niacina fue denominada factor antipelagra o
vitamina PP (Preventive Pelagra),” & puesto que fue identificada como agente curativo de la
pelagra, enfermedad caracterizada por una dermatitis fotosensible.! La niacina era también
conocida con el nombre de vitamina Bs, siendo esta designacion aun utilizada en etiquetas

de informacion nutrimental.! Al igual que la vitamina Bs, la niacina es una vitamina del

complejo B.8
0 0
X OH X )LNHZ
|
G Z
N N
Figura 5. Acido nicotinico. Figura 6. Nicotinamida.

La niacina presenta la particularidad de poder ser sintetizada en el organismo
humano a partir del triptéfano,® por lo que, estrictamente hablando, no es esencial en la

dieta.

1.2. Propiedades fisicas y quimicas de las vitaminas estudiadas y de la piridina

1.2.1. Vitamina Be® 7

A continuacién se describe la forma quimica de la vitamina Bs que fue utilizada en este

estudio, la piridoxina:



Es un sélido blanco; anteriormente conocido como piridoxol

Formula molecular: CsH11NO3

Peso molecular: 169.2 g/ mol
Punto de fusion: 160 °C.

1.2.2. Piridoxina en solucion acuosa

Debido al caracter basico del nitrégeno del anillo (pKa =~

hidroxilo de la posicion 3 (pKa =~ 3.5-5.0), el sistema piridinico de las moléculas de la
vitamina Bs existe principalmente en forma anfétera a pH neutro. Lo anterior implica que
todas estas moléculas estan protonadas al pH del organismo y que, en virtud de sus valores
de pKa, su carga neta varia en funcién del pH. Los valores de pKa de la piridoxina son 5.0
para el grupo 3-hidroxilo y 9.0 para el nitrégeno;5 ademas, entre pH 5 y 9, la piridoxina esta
presente en solucion acuosa en dos formas: con un proton unido al grupo hidroxilo o bien al

nitrégeno del anillo (figura 7).10

HO

HO

X/

T

OH

pKa = 5.0

HO

HO

\

OH

8) y a la naturaleza acida del

HO

pKa = 9.0

HO

Figura 7. Formas en que puede encontrarse la piridoxina en solucidn acuosa.
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1.2.3. Niacina 7.9. 11. 12
A continuacion se describe la forma quimica de la niacina utilizada en este estudio, el acido

nicotinico:

Es un solido blanco no higroscopico que, a temperatura ambiente, es estable al aire
Férmula molecular: CsHsNO2

Peso molecular: 123.11 g/ mol

Punto de fusion: 236.6 °C

Punto de ebullicion: sublima sin descomponerse

Solubilidad: 0.17 g/ 100 mL de H>O a 20 °C.

1.2.4. Acido nicotinico y nicotinamida en solucién acuosa
El acido nicotinico en solucién acuosa se encuentra en forma idnica (figura 8) presentando
dos valores de pKa: 1) 2.07 para el grupo 3-carboxilo, y 2) 4.85 para el nitrégeno.'® El pH de

una solucién saturada es 2.7.7

COOH coo® coo®

\ \
CR/ pKa = 2.07 Cﬁ)/ pKa = 4.85
H H

/

|

|

Figura 8. Formas en que puede encontrarse el acido nicotinico en solucién acuosa.

En soluciones acuosas, tanto el acido nicotinico como la nicotinamida pueden
someterse a calentamiento en autoclave durante periodos cortos; por ejemplo, durante 10
minutos a 120 °C, sin degradacion; sin embargo, mientras que la estabilidad del acido
nicotinico en solucién acuosa es independiente del pH, la nicotinamida es estable solamente
a pH neutro. Finalmente, el calentamiento de la nicotinamida en una soluciéon 1 N de acido o

alcali a 100 °C induce su conversion a acido nicotinico.12



1.2.5. Piridina 7. 9. 14-16

La piridina (figura 9) no es una vitamina, sin embargo, en virtud de que se estudié como

base para un mejor entendimiento de la radidlisis de niacina, se describe a continuacion:

=4

X

N

Figura 9. Piridina.

También conocida como azina, es un liquido incoloro con fuerte olor penetrante;
completamente miscible en agua

Peso molecular: 79.10 g/ mol

Punto de fusion: - 42 °C

Punto de ebullicién: 115 °C

Densidad: 0.9819 a 20 °C.

Propiedades quimicas: La piridina resiste las adiciones, pudiendo someterse tanto a la
sustitucion electrofilica como a la nuclecdfilica. Es, asimismo, una base débil que forma sales
con acidos fuertes. Su valor de pKa es 5.23, siendo el pH de una solucion acuosa 0.2 M de
8.5.

1.3. Importancia de las vitaminas

1.3.1. Vitamina Bg

La vitamina Be es precursora de la coenzima piridoxalfosfato (figura 10), que participa en
mas de cien reacciones enzimaticas involucradas en el metabolismo de aminoacidos,
carbohidratos, neurotransmisores, porfirinas y lipidos, asi como en la transformacion de
triptéfano en acido nicotinico; su conversion se lleva a cabo en el higado.3 5 La piridoxamina-
5-fosfato (figura 11) puede también actuar como coenzima en tales reacciones, aunque en

menor grado.5



Figura 10. Piridoxalfosfato. Figura 11. Piridoxamina-5-fosfato.

La deficiencia de vitamina Bg puede producir anemia microcitica (formacion de

eritrocitos mas pequeiios),? asi como diversos signos de alteracion neurolégica.* >

1.3.2. Niacina

La forma activa de esta vitamina en los organismos se encuentra como nicotinamida
adenina dinucledtido (NAD) y como nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP); figura
12.

NH> NH
2
H
\ N X
o © © < | N
(‘%/ CH; o} P o p o} CH; N N/
0 (0]
o} o}
HO OH HO OR

Figura 12. NAD, cuando R = H, y NADP, cuando R = PO32'.

Las dos estructuras correspondientes a la niacina, el acido nicotinico y la
nicotinamida, son precursoras de NAD y de NADP, que intervienen como transportadores de
electrones en la cadena respiratoria (reacciones de oxido-reduccion) y actuan como
coenzimas en la transferencia de hidrégeno en muchas reacciones de deshidrogenasas. De
manera particular, la coenzima NAD interviene como aceptor de electrones en la mayor

parte de las reacciones del ciclo de Krebs.2. 5



1.4. Abundancia en los alimentos

Tanto la vitamina Bs como la niacina estan ampliamente distribuidas en la naturaleza.2 7

1.4.1. Vitamina Bg .27 17

La vitamina Bs se encuentra principalmente en carnes como la de res, pollo, cerdo y
pescado (sardinas y atun); en productos carnicos como jamén; en visceras (higado y
rinones); en vegetales (coliflor); en tubérculos (papas); en frutas (platano); en cereales (trigo,
maiz y arroz); en leguminosas (lentejas, garbanzo); en nueces, y en la levadura de cerveza.
Aunque su distribucion varia ampliamente, en los alimentos se encuentran todas las formas
quimicas, siendo la piridoxina la mas estable,> y la mas utilizada en la fortificacion de
alimentos.2 '8 Mientras que el piridoxal y la piridoxamina predominan en los alimentos de
origen animal, la piridoxina es abundante en cereales, verduras y frutas.®

Biodisponibilidad en alimentos. Ademas de las 6 moléculas mencionadas que
presentan actividad de la vitamina Bs, existen en la naturaleza formas quimicas de ésta
unidas a un carbohidrato a través de un enlace glicosidico (denominadas en su conjunto
formas glicosiladas de la vitamina Bg), las cuales se encuentran en alimentos como cereales,
verduras y frutas, principalmente como piridoxina-5’-B-D-glucésido. Dichas moléculas no son
absorbidas por el organismo a menos que ocurra su hidrolisis.>

Recomendaciones dietéticas. Las recomendaciones diarias de esta vitamina para
México van de 0.3 a 1.4 mg para nifios; de 1.7 a 2.0 para hombres, y de 1.4 a 1.6 para
mujeres. La cantidad recomendada para el embarazo y la lactancia es, en ambos casos, de
2.2 mg."”

A continuacion, en la tabla 1 se muestra el contenido de vitamina Bes en algunos

alimentos ricos en ésta:



Tabla 1. Alimentos con un alto contenido de vitamina Bs.!”

Alimento Vitamina Be (mg/ 100 g)
Pifdn 0.73
Garbanzo 0.54
Arroz integral, precocido o pulido 0.30
Carnes
Carne magra de cerdo: pierna o lomo 0.90
Conejo de crianza y liebre 0.50

Visceras: higado

Res 0.94
Pollo 0.76
Cerdo 0.69

Frutas y verduras

Granada china 1.50

Platano 0.58

Aguacate y betabel 0.28

Chile habanero, jalapefio y poblano 0.28
Poro 0.25

Nabo 0.18

Perejil y pimiento morrén rojo 0.16
Guayaba 0.14

Jitomate 0.09




1.4.2. Niacina

Las principales fuentes de niacina son las carnes, el higado de carnero y cerdo, el pescado,
el pollo, las leguminosas, la levadura de cerveza y los cereales, donde la mayor parte se
concentra en la cascara.2 - 17. 19 Apreciables cantidades se encuentran en frutas y verduras,
mientras que alimentos como la leche y el huevo, aun cuando la contienen en bajas
cantidades,? constituyen excelentes fuentes de ésta debido a 1) su alto contenido de
triptofano en el caso del huevo, y 2) en el caso de la leche, al consumo de importantes
volumenes de ésta, que también contiene triptéfano.®

Biodisponibilidad en alimentos. Casi toda la niacina se encuentra en el salvado del
cereal en forma de niacitina, que es acido nicotinico esterificado a moléculas como
carbohidratos, péptidos y fenoles. La niacitina no puede ser utilizada por los humanos a
menos que el acido nicotinico se libere de ella; lo que se consigue tratando los cereales en
medio alcalino. Otra de las formas no biodisponibles de la niacina, presente en baja
concentracion en granos y legumbres, y en alta concentracion en café, es el alcaloide
trigonelina o acido N-metilnicotinico, cuya desmetilacion ocurre (en el caso del café) durante
el tostado. En lo que se refiere a las formas reducidas de las coenzimas NAD y NADP
(NADH y NADPH, de manera respectiva), éstas exhiben muy baja disponibilidad debido a
que son inestables en las condiciones acidas del estdmago.®

Recomendaciones dietéticas. Las recomendaciones de niacina se expresan en
miligramos equivalentes (mg EN); lo que significa que la cantidad de triptéfano que se
convierte en niacina en el organismo (que corresponde a 1/ 60 —en virtud de que se
requieren 60 mg del aminoacido para que se sintetice 1 mg de vitamina—) ya esta
considerada.'® En el caso de México, las recomendaciones diarias para nifios van de 6 a 14
mg EN; de 15 a 17 para mujeres; y de 17 a 20 para hombres, asi como también en el caso
del embarazo y la lactancia.

En la tabla 2 se muestra el contenido de niacina en algunos alimentos ricos en ésta:



Tabla 2. Alimentos con un alto contenido de niacina.!”

Alimento Niacina (mg/ 100 g)
Pescados: Bonito 12.80
I Conejo de crianza 10.00 I
Chicharo 2.60
Papa amarilla 2.00
Visceras: higado
Carnero 16.90
Cerdo 15.30
Res 12.80
Frutas y verduras
Chile morita 15.00
Tamarindo y aguacate 1.90
Tomate verde 1.70
Granada china y mamey 1.50
Guayaba 1.20
I Durazno amarillo 1.00 I
I Ciruela roja 0.90 I



1.5. Estabilidad de las vitaminas en los alimentos

Las vitaminas son destruidas en mayor o menor proporcion durante los procesos industriales

de conservacion de alimentos, asi como durante la preparacion culinaria.?

1.5.1. Vitamina Bs

La vitamina Bs es sensible a la luz y su degradacion puede originar pérdidas durante el
procesamiento térmico, preparacion y almacenamiento de los alimentos, asi como también
durante su andlisis. Por irradiacion con luz UV y en presencia de oxigeno, los compuestos
de la vitamina Bs se transforman en sustancias biolégicamente inactivas. Aunque todas las
formas de la vitamina Bs son estables a pH muy acido (pH = 1) y al calor, se descomponen
por la accién de alcalis. Por otro lado, la velocidad de descomposicion no fotoquimica de la
vitamina durante el procesamiento térmico de los alimentos depende de su forma quimica,
de la temperatura, del pH, asi como de la presencia de carbohidratos reductores y proteinas.
Como caso concreto, la esterilizacion comercial de leche evaporada puede causar pérdidas
de 40-60 % de la vitamina. No obstante, durante el calentamiento de los alimentos, la
piridoxina puede también convertirse en otra forma quimica de la vitamina Bs sin pérdida de

actividad bioldgica.b

1.5.2. Niacina

La niacina es probablemente la mas estable de todas las vitaminas: es muy estable a la luz,
al oxigeno, a los cambios moderados de pH, a las bajas temperaturas de almacenamiento y
al calor del cocinado de los alimentos;® 5 sin embargo, el lavado de los granos de maiz
cocido ocasiona pérdidas en el cereal. En contraste, el cocinado puede aumentar la
concentracion relativa de niacina cuando la nicotinamida se libera de las coenzimas NAD vy
NADP durante la ebullicion del maiz. El calor, especialmente bajo condiciones acidas,
induce la conversion de nicotinamida a acido nicotinico sin pérdida de la actividad

vitaminica.®



2. Quimica de Radiaciones

La Quimica de Radiaciones es el estudio de los efectos quimicos producidos en un sistema
por la absorcién de radiacion ionizante.20. 2! Dicho estudio implica la identificacion de las
especies formadas cuando la radiacion interactia con la materia; de los productos estables

—denominados productos radioliticos—, asi como de la transformacion del sistema.

2.1. Conceptos basicos

2.1.1. Definiciones

a) Irradiacién. Para efectos de este estudio, se entendera por irradiacion al proceso de
exposicion de un sistema a la radiacion gamma (y).
b) Radiacién ionizante. Es el tipo de radiacion que posee la energia suficiente para excitar o
ionizar a los atomos con los cuales interactia.20 Dicha radiacién puede provenir de nucleos
radiactivos en forma de particulas o, B o de radiacién y,22 23 siendo esta ultima un tipo de
energia con alto poder de penetracion.24 25
¢) Radidlisis.?® Es la transformacion quimica de una sustancia inducida por la radiacién
ionizante.
d) Unidades. La dosis de radiacién absorbida por un material que ha sido irradiado (dosis de
irradiacion) se expresa en términos de la cantidad de energia que se absorbe por unidad de
masa. La unidad de dosis absorbida es el Joule por kilogramo (J/ kg), que se conoce como
Gray (Gy).28 La unidad de dosis de radiacion anteriormente empleada era el rad, que fue
definido como 100 erg/ g. Los factores de conversion entre las unidades mencionadas son:
20
1Gy =100 rad
1 Gy =6.241x10"% eV/ g

e) Razon de dosis.?” Es la dosis absorbida por unidad de tiempo. La unidad correspondiente
del Sistema Internacional es el Gy/ s, pudiendo expresarse también como Gy/ min o Gy/ h.

f) Actividad.® La unidad de actividad es el Becquerel (Bq), que se define como una
desintegracion por segundo. Antiguamente se utilizaba el Curie, que equivale a 37 GBq.

g) Dosimetria.2® La dosimetria es la medida de un cambio fisico o quimico producido por
efecto de la radiacion. La cuantificacion de dicho cambio se utiliza como medida de la dosis
absorbida.

h) Rendimiento radioquimico.26 En Quimica de Radiaciones, una medida del numero de

moléculas o especies quimicas formadas o destruidas por cada 100 electrén-volts (eV) de



energia absorbida es el rendimiento radioquimico, conocido como valor G, el cual se obtiene

a través de la siguiente férmula:

_numero de moléculas o especies quimicas producidas o destruidas
- dosis

G X 100 eV

Segun sea el caso, puede calcularse el valor G de formacion de una sustancia o, bien, su
valor G de descomposicion. Para ello, las dosis se expresan en electron-volt por gramo (eV/
g) o por mL (eV/ mL). En particular, el valor de rendimiento radioquimico de descomposicion
cuando la dosis absorbida tiende a cero se conoce como valor G° o valor G inicial, y puede
determinarse por extrapolacion (a dosis cero) en una grafica de valor G en funcion de la
dosis de irradiacion.2®

i) Productos radioliticos primarios.3® Para fines de este trabajo, se denominara productos
radioliticos primarios a los productos quimicos estables formados por las reacciones de las
especies primarias reactivas provenientes de la radidlisis del agua (apartado 2.1.2) con las
vitaminas y la piridina.

j) Productos radioliticos secundarios. De manera analoga, se denominara productos
radioliticos secundarios a los productos estables formados por la reaccion de los productos
radioliticos primarios con las especies primarias reactivas provenientes de la radidlisis del

agua.

Nota. A menos que se realice alguna precision, al hablar de productos radioliticos se estara haciendo
referencia a los productos radioliticos primarios de las vitaminas y/o de la piridina, que fueron los

unicos investigados en esta tesis.

2.1.2. Radiélisis del agua

La radiolisis del agua esta constituida por todos aquellos cambios quimicos inducidos en el
agua por efecto de la radiacion ionizante durante el proceso de irradiacion. En términos
generales, la radiolisis del agua puede representarse mediante la siguiente ecuacion, que

incluye el valor G de las especies formadas:26

HO —AM_s °H (0.6) + ‘OH (2.7) + €ac (2.6) + H30* (2.6) + H, (0.45) + H,0> (0.68)

Nota. ewc representa un electrén rodeado de moléculas de agua, también conocido como electron

hidratado o electrén acuoso.



Los radicales libres *H e *OH, y el es, son conocidos como especies primarias,’
intermediarias o reactivas de la radidlisis del agua, en tanto que el H> y el H,O2 son los
productos estables de ésta. Mientras que el radical *OH es un potente agente oxidante, el e
ac ¥ €l radical *H son agentes reductores.32 Para entender de qué manera se forman tales
especies, es necesario tomar en cuenta los dos principales eventos que se presentan

cuando la radiacion ionizante interactia con el disolvente: 1) la excitacion de sus moléculas:

31,33

Hzo — NNy Hzo*
y 2) su ionizacion: H.O — HO* + ey
A su vez, a partir de una molécula de agua excitada pueden formarse los radicales
hidrégeno e hidroxilo:

HO* — °*OH + °H
Asimismo, una molécula de agua ionizada (H2O*) puede dar origen a un ion hidronio y al
radical hidroxilo:
H.O* + H.O — H30*+ *OH

Finalmente, cuando dos radicales *H y dos ‘OH reaccionan entre si, se forman, de manera
respectiva, los productos moleculares Hz, y H2O,, mientras que la reacciéon entre *H y ‘OH
produce agua:

‘H + *H — H>

‘OH + °*OH — HYO»

*H + *OH — H.0



3. Irradiacion de alimentos

La irradiacion de alimentos es un proceso fisico utilizado como método de conservacion de
los mismos en el que se emplea radiacion ionizante.?* 25 La posibilidad de conservar
alimentos por irradiacion fue considerada por primera vez en 1950.2 Sus principales
objetivos son la eliminacién de microorganismos y la prolongacion de la vida de anaquel de
los productos alimenticios sin el deterioro de su calidad nutritiva o sensorial.> No obstante,
como sucede con otros métodos de conservacion, durante la irradiacion de alimentos
también llegan a producirse, en funcion de las dosis, pérdidas de nutrimentos esenciales,
especialmente de los mas sensibles, como es el caso de las vitaminas;3* aunque, por otro
lado, se sabe que tales pérdidas son inferiores a las registradas en los tratamientos térmicos
equivalentes.?* 25 | as fuentes de radiacion y frecuentemente utilizadas en la irradiacion de
alimentos son el Cobalto-60 y el Cesio-137, debido a que con la energia emitida por estos
elementos —producida por su desintegracion radiactiva— se alcanza la penetracion
necesaria en los productos alimenticios para los propositos de conservacion.z 25 En la
actualidad, con el fin de minimizar las pérdidas nutrimentales por efecto de la radiacién, se
tiende a combinar la irradiacion y de alimentos a bajas dosis con la adicidn de
conservadores.3®

A nivel internacional, se ha establecido que la irradiacién de alimentos a una dosis de
10 kGy no representa riesgos toxicologicos, microbiolégicos o nutrimentales para el

consumo humano.®

3.1. Propésitos

La irradiacion de alimentos puede ser utilizada con objetivos especificos; dependiendo de
cual se trate, se elige la dosis de irradiacion: >10 kGy en el caso de la esterilizacién; de 1-10
kGy para propositos de sanitizacion (que se refiere a la reduccion de los microorganismos
totales —incluyendo la eliminacion de bacterias patégenas— a niveles que las autoridades
consideren seguros);% 36 y < 1 kGy para la prevencion de brotes en papas, cebollas y ajo, asi
como en la eliminacion de insectos.5 24 Debido a que la exposicion de alimentos a dosis
superiores a 10 kGy puede conferirles propiedades sensoriales desagradables, y ocasionar
una pérdida importante de nutrimentos como las vitaminas,3* la esterilizacion de alimentos
mediante irradiacion se aplica de manera limitada.2* Igualmente, se evita la irradiacion de
alimentos con alto contenido graso puesto que los radicales libres formados en el proceso
son precursores de la oxidacion lipidica, responsable de la generacién de sabores y aromas

indeseables.34



3.2. Eleccién de las dosis

Para elegir las dosis de irradiacion a las que van a ser expuestos los alimentos se toman en
cuenta los siguientes factores: a) la cantidad y tipo de microorganismo que se desea
eliminar, asi como b) el tipo de alimento, su temperatura, pH y contenido de agua. Tales
factores son importantes porque, por ejemplo, la resistencia de ciertos microorganismos
puede aumentar al disminuir la temperatura del alimento,?* y lo mismo puede ocurrir cuando
aumenta su contenido de humedad.3” Asimismo, a mayor cantidad de microorganismos en
un producto alimenticio, se van a requerir mayores dosis para alcanzar su destruccién. Entre
los microorganismos que pueden aumentar su resistencia conforme aumenta el contenido
de humedad de los alimentos se encuentran los del género Bacillus.3" Con respecto a la
sensibilidad de los microorganismos a la radiacion ionizante, ésta es marcadamente
diferente segun el tipo, por ejemplo, se sabe que las bacterias Gram - son mas sensibles a
la radiacién ionizante que las Gram *,3% y en el caso de los virus, éstos presentan una

particular resistencia a la radiacién, no siendo afectados a dosis de 10 kGy.2

3.3. Efectividad de la irradiacién de alimentos

La efectividad de la radiacion ionizante en los alimentos depende del dafo causado al acido
desoxirribonucleico (ADN) por parte de los radicales libres formados durante el proceso de
irradiacion.?* En virtud de que el principal componente de los alimentos es el agua, los
radicales libres formados en el proceso provienen en su mayoria de la radidlisis de ésta,
siendo en particular los "OH, sefialados como principales radicales oxidantes generados en
la radidlisis del agua,® los responsables de la hidroxilacion de las bases puricas y
pirimidicas al atacar el ADN de los insectos, parasitos y microorganismos vivos presentes en

los alimentos, causando su muerte.24 34

3.4. Principales cambios quimicos en los componentes de los alimentos 24
Los principales cambios quimicos que se presentan durante la irradiacion de los alimentos,
que son responsables de algunos cambios sensoriales detectados en los productos

irradiados, se enlistan a continuacion:

1) Inicio de la autoxidacién de las grasas (que incluye la descomposicion de vitaminas
liposolubles), que da origen a sabores a rancio.

2) Ruptura de los enlaces C-S en los aminoacidos que contienen azufre, lo que da como
resultado olores y sabores desagradables.

3) Fragmentacion de los hidratos de carbono de alto peso molecular, que origina el

ablandamiento de frutas y verduras.



3.5. Estabilidad de las vitaminas a la radiacion ionizante
La estabilidad de las vitaminas a la radiacion ionizante depende de su estructura quimica, de
su reactividad, de factores ambientales y del medio o sistema en el que se encuentren. En el
caso de las vitaminas contenidas en los alimentos, dicha estabilidad depende de su pH,
actividad acuosa, composicion y geometria del alimento, asi como de las dosis de
irradiacion a las que son expuestos; igualmente, intervienen la temperatura de irradiacion, la
luz, la presion parcial de oxigeno y la temperatura de almacenamiento de los productos
alimenticios,?° siendo estos tres ultimos agentes de relevancia después de un tratamiento de
irradiacion. Por otro lado, es fundamental mencionar que las vitaminas puras en solucién
acuosa presentan menor resistencia a la radiacion ionizante que cuando se encuentran en
alimentos. Lo anterior se debe a que los demas constituyentes de los alimentos ejercen un
efecto protector de las vitaminas2439 al competir con éstas por los radicales libres formados
en la radiolisis del agua durante el proceso de irradiacion, dando como resultado pérdidas
pequeinas de las mismas; no obstante, una excepcion la constituye la tiamina o vitamina By,
que es la vitamina hidrosoluble mas sensible a la radiacion ionizante,24 39 en cuyo caso se
pueden detectar pérdidas significativas aun en alimentos; por ejemplo, ésta puede ser muy
estable en cereales como el trigo y no serlo en otros como maiz o en leguminosas como
garbanzo y habas.*0

La estabilidad de las vitaminas a la radiacién ionizante es también distinta cuando
éstas se irradian como solidos puros, presentando en este ultimo caso mayor resistencia
que en soluciones acuosas de la mismas, como ocurre en el caso de la cianocobalamina o
vitamina B2, 41 42 de la tiamina*3 y de la vitamina Bs (piridoxina).44 De manera analoga, las
vitaminas presentan mayor resistencia a la radiacion ionizante en soluciones acuosas menos
concentradas, como se ha informado para la niacina®® y, también, para las vitaminas

anteriores: cianocobalamina,*- 42 piridoxina,** y tiamina.4°



3.5.1. Vitamina Bs (piridoxina) y niacina
Mientras que la niacina se ha clasificado como una vitamina "ligeramente sensible” a la
radiacion ionizante, mostrando mayor resistencia en alimentos que en soluciones acuosas,

la piridoxina exhibe mayor sensibilidad.3®

3.6. Descomposicion de las vitaminas en alimentos irradiados

a) Vitamina Bs (piridoxamina, piridoxal y piridoxina). A continuacion se presentan grupos de

alimentos irradiados en los que se ha analizado el contenido de vitamina Be:

Leguminosas. Cuando fueron irradiadas las leguminosas brasilefias Phaseolus vulgaris L.
variedad Carioca y Vigna unguiculata L. Walp, variedad Macagar, a dosis entre 0.5 y 1 kGy,
la vitamina Be practicamente no fue afectada, ubicaAndose entre 2 y 2.5 % su porcentaje de
descomposicidon; empero, su contenido decrecié con el aumento de la dosis, alcanzando
pérdidas de 17 a 22 % a 10 kGy.46

Cereales. En muestras de trigo que fueron irradiadas a una dosis maxima de 2 kGy y
almacenadas durante tres meses, se registraron pérdidas pequenas de la vitamina.24

Carnes y visceras. En el caso de pollo e higado de res, no se observaron pérdidas

posteriores al tratamiento de irradiacion a dosis entre 2.8 y 5.6 kGy.#”

b) Niacina. En chuletas de cerdo irradiadas a diferentes temperaturas a una dosis maxima
de 5 kGy, se han detectado pérdidas de niacina solo después de cierto tiempo de
almacenamiento.?* En cereales y leguminosas como maiz, trigo, habas y garbanzo
irradiados a dosis entre 0.5 y 5.0 kGy, las pérdidas maximas fueron, de manera respectiva,
4.3, 1.8, 2.9y 4.8 %.%0 En pan elaborado con harina de trigo irradiada entre 0.5 y 5 kGy se
determind mayor cantidad de niacina que en pan elaborado con harina de trigo no
irradiada;2* un resultado que es posible explicar tomando en cuenta que la radiaciéon
ionizante puede interactuar con los complejos de niacitina existentes en el trigo y liberar
niacina en el proceso. Por ultimo, a una dosis de irradiacién de 27.9 kGy, se han registrado

pérdidas de acido nicotinico de 48 % en duraznos y de 35 % en leche en polvo.3°



4. Radidlisis de vitaminas en solucién acuosa

En los sistemas bioldgicos y alimenticios, asi como en las soluciones acuosas diluidas (< 0.1
M), la radiacién ionizante es absorbida principalmente por el agua, que es el componente
mayoritario.27- 48. 49 En virtud de ello, los cambios quimicos ocasionados por la irradiacion de
dichos sistemas suelen ocurrir de manera indirecta a través de las especies primarias
reactivas provenientes de la radidlisis del agua (ewsc, *H, "OH),*° siendo éstas las principales
responsables de la destruccion de las vitaminas en medio acuoso.5° Por esa razén, en los
estudios de radidlisis de vitaminas en solucion acuosa se consideran las posibles reacciones
entre éstas y las especies mencionadas, y en el caso particular de esta investigacion, cuyo
objetivo principal fue la identificacion de algunos de los productos radioliticos de la vitamina
Bs y de la niacina oxidados por el radical ‘OH, se analizaron las posibles reacciones de estas

moléculas con dicha especie.

4.1. Aspectos cuantitativos de la irradiacién de las vitaminas en solucién acuosa

a) Vitamina Be.** La irradiacion y de piridoxina y piridoxal en solucién acuosa, y como soélidos
puros, conduce a una gran destruccion de éstos. De estas dos formas quimicas de la
vitamina Beg, la molécula que presenta mayor sensibilidad a la radiacion ionizante es el
piridoxal. Especificamente, entre los factores que intervienen en la descomposicion
radiolitica de la piridoxina en solucidon acuosa destacan la presencia o ausencia de oxigeno
y el pH. Con respecto a este ultimo, tal como lo demostraron Galatzeanu y Antoni (1966),4
la destruccién radiolitica de la piridoxina es mayor en soluciones acidas que en soluciones
acuosas de la vitamina pura (siendo el pH para una solucion 1 mM de piridoxina, de 6.3);
pero mucho mayor a pH alcalino. Por ejemplo, a una dosis de 10 kGy las pérdidas fueron de
73 % a pH = 1.12; de 48 % en soluciones acuosas del compuesto puro, y de 100 % a pH =

12.5. La irradiacion en dicho estudio se realizé en presencia de aire.

En otro estudio de radidlisis de piridoxina en solucion acuosa, también en presencia
de aire (Beltran Texocotitla, 2002),5' en el que las dosis de irradiacion se ubicaron entre 0 y
2 kGy, se informé la generacion de tres productos radioliticos a partir de la vitamina, mismos
que no fueron identificados. De acuerdo con dicha investigacidon, el porcentaje de
descomposicion radiolitica de la piridoxina a la maxima dosis absorbida fue de 59 %, y su
valor G°, de 3.5 moléculas destruidas por cada 100 eV de energia absorbida. La

concentracion inicial de piridoxina fue 1 mM.



b) Niacina (acido nicotinico). En este caso, se ha observado mayor destruccién radiolitica
cuando se irradian soluciones acuosas diluidas; por ejemplo, se ha notificado un porcentaje
de pérdida de 17 % de niacina cuando se irradia una solucion 0.4 mM de ésta con 5 kGy, y

de 0 % al irradiar una solucion 0.8 mM con 8.5 kGy.3°

4.2. Reacciones de la piridina, la niacina y la vitamina B¢ con las especies
provenientes de la radidlisis del agua, y de manera particular con los radicales “OH

La piridina, la vitamina Be y la niacina son consideradas en un mismo apartado por tratarse
de moléculas que poseen la estructura comun del anillo piridinico, pero sobre todo por
compartir caracteristicas similares de reactividad frente a los radicales libres y al 4.

Durante la irradiacion —ya sea de alimentos o de soluciones acuosas—, las
vitaminas hidrosolubles y los aminoacidos aromaticos son muy susceptibles de ser
degradados puesto que los compuestos insaturados son extremadamente reactivos frente al
radical *OH.#° En tales compuestos, el ‘OH presenta la tendencia a adicionarse al sistema
aromatico en vez de abstraer un hidrogeno.3' En particular, las vitaminas del complejo B son
muy reactivas frente a los radicales *H e *OH, asi como frente al e, y al reaccionar con
cualquiera de éstos pueden dar origen, a su vez, a la formacioén de radicales libres muy
reactivos.52

Por otro lado, en los casos de la niacina3®: 53y de la vitamina Be,?° asi como en el de
la piridina, no existe evidencia de que la ruptura del anillo aromatico ocurra facilmente

durante su irradiacion.

a) Niacina y piridina. Los radicales “OH provenientes de la radidlisis del agua reaccionan con
los compuestos aromaticos predominantemente por adicion al anillo.#® Asi, la adicion del
*OH ha sido documentada para heterociclos como la piridina® y sus derivados sustituidos, %5
58 asi como para la quinolina,*8 teniendo lugar, principalmente, en los sitios del anillo mas
ricos en electrones, siendo éstos las posiciones 3 y 5 en el caso de la piridina; lo que
conduce primordialmente a la formacion del isémero 3 (mefa),* que no presenta una
estructura de resonancia tan desfavorable como los isémeros 2 (orfo) y 4 (para).'® 5° A ese
respecto, el porcentaje de adiciéon del *OH a la posicion meta en la piridina es de 80 % o
mayor.54 58 En caso de que alguna de las posiciones mefa (3 6 5) esté sustituida, como
sucede con las dos moléculas correspondientes a la niacina, la adicion del *OH tomara lugar
en la posicion meta no sustituida, siendo ésta, en el caso particular del acido nicotinico, la
posicidon 5. En ese sentido, también existe evidencia de la formacion del radical intermediario

que por oxidacion produciria acido 5-hidroxinicotinico (figura 13).13.58
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Figura 13. Radical intermediario del acido 5-hidroxinicotinico.

Suplementariamente, en un estudio sobre la adicion del ‘OH a todas las
monocarboxipiridinas y dicarboxipiridinas existentes (encontrandose, desde luego, entre
ellas el acido nicotinico),?® se observd la tendencia de este radical a adicionarse a los
carbonos del anillo aromatico no sustituidos por el grupo carboxilo (un resultado analogo a lo
observado para los carboxibencenos), registrandose, a su vez, que el porcentaje de adicion
del mismo a la posicion meta (3 6 5) respecto al nitrdgeno de todas las moléculas
estudiadas fue = 90 %, excepto en el caso del acido 3,5-dicarboxipiridinico. En cuanto a dos
de las carboxipiridinas no sustituidas en la posicion 3 que fueron analizadas en dicho
estudio: el acido 2-carboxipiridina (acido picolinico) y el acido 2,4-piridinadicarboxilico, se
observo una preferente adicion del *OH a la posicidon 5 de éstas, y no a la 3. Tal diferencia
podria deberse —segun se dice— a un impedimento estérico por parte de los grupos
carboxilo adyacentes a la posicion 3 en ambas moléculas, dando como resultado que la
adicion del radical a este sitio no se vea favorecida.

Por su parte, tanto el radical *H como el e 5c también reaccionan con la piridina y sus
derivados sustituidos,5557 entre los que se halla el acido nicotinico.’® Con los derivados
sustituidos de la piridina, el radical *H reacciona principalmente por adicion al anillo
piridinico. Finalmente, la reaccién del e-sc con varias piridinas (y cationes piridinilo), entre las
que se encuentran la niacina (acido nicotinico y nicotinamida) y la coenzima NAD, produce

el radical piridinilo (figura 14),%° que es un radical reductor intermediario.

Figura 14. Radical piridinilo.



De acuerdo con la informacion bibliografica, a partir de dicho radical se forma el que
ha sido, al parecer, el unico producto radiolitico de la niacina (acido nicotinico) en solucién

acuosa informado hasta ahora: el acido 1,4-dihidronicotinico (figura 15).13
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Figura 15. Acido 1,4-dihidronicotinico.

Con respecto a otras posibles reacciones radioliticas de la piridina, y de la niacina,
asi como no hay evidencia de la ruptura del anillo piridinico, tampoco la hay de la formacién
de algin N-6xido de piridina por reaccion del nitrogeno con el “OH empleando CLAR.5* De
manera complementaria, en el caso del compuesto benzopiridina o quinolina, cuya molécula
contiene un anillo piridinico fusionado con uno bencénico (figura 16), se ha confirmado que
el ataque del radical *OH al nitrdgeno, que es el sitio de mayor densidad electronica en la
molécula, no ocurre.*® En lo que se refiere al acido nicotinico, se ha informado que su

descarboxilacion puede ocurrir durante su radiolisis en soluciéon acuosa.3?
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Figura 16. Benzopiridina o quinolina.

b) Vitamina Be. Irradiando piridoxina en solucién acuosa, y como sélido puro, se obtiene
piridoxal (figura 3), que es, precisamente, otro de los compuestos que presentan actividad
de la vitamina B, el cual se forma por oxidacion del sustituyente 4-hidroximetilo de la
piridoxina; no obstante, la conversion de este grupo funcional a aldehido no queda
restringida unicamente a esa posicion, siendo también posible la oxidaciéon del grupo 5-
hidroximetilo. 44

El piridoxal es, por otro lado, el unico producto radiolitico confirmado e informado
hasta ahora de la vitamina Bs, y de la piridoxina, pues, a excepcion del acido piridéxico 6 4-

piriddxico (figura 17), sefialado por Galatzeanu y Antoni (1966)* como " posible” producto



radiolitico, en los estudios de radidlisis de la vitamina Be (y/0 de la piridoxina) en solucion
acuosa, solo se ha notificado —por los autores mencionados— la obtencién de acidos
carboxilicos aromaticos que no fueron identificados. El acido piridoxico, en caso de
producirse a partir de la piridoxina, no seria, empero, un producto radiolitico primario, sino
secundario, en virtud de que para producirse, primero tendria que ocurrir la oxidacion de la
piridoxina para formar piridoxal (producto radiolitico primario) y, posteriormente, la oxidacion
del grupo 4-aldehido de éste. En esta tesis en particular, debido a que los productos
radioliticos secundarios no fueron objeto de estudio, el acido piridoxico no se investigo.

Tales productos se forman en muy poca proporcion en relacion con los primarios.

HO
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Figura 17. Acido piriddxico.

¢) Reaccion del radical *H y del electrén acuoso con la piridoxina. La piridoxina reacciona
tanto con el *H como con el e, siendo las formas de la piridoxina presentes entre pH5y 9
(figura 18) las que son particularmente reactivas con éste.'® Por otra parte, se ha informado
que los radicales libres producidos por reaccidon de la vitamina con los e, no reaccionan

con otras moléculas de piridoxina, debido al bajo potencial redox de ésta (E ° = - 1.52 V).%0
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Figura 18. Formas de la piridoxina entre pH 5 y 9, mismas que son particularmente reactivas con e 4.



d) Reaccion del radical *OH con la piridoxina. Basicamente, dos tipos de reacciones del
radical *OH con la piridoxina han sido enunciadas: 1) su adiciéon a la molécula y 2) la
abstraccion de un atomo de hidrogeno de los sustituyentes CH,OH y CHs.10 En el primer
caso, los radicales °OH pueden atacar directamente la molécula de piridoxina,
adicionandose a la posicion del carbono 6, formando el compuesto 6-hidroxipiridoxina (figura
19), que carece de actividad vitaminica.> Cabe sefalar que la misma reaccion puede ocurrir,
presuntamente, con cualquiera de las formas quimicas de la vitamina Bs,5 como es el caso
del piridoxal;®2 no obstante, se debe mencionar que la reactividad de la piridoxina frente al
radical *OH en solucién acuosa depende del pH, pues la desprotonacién del nitrégeno (que
ocurre a pH > 9) acentua las propiedades electrofilicas de la molécula, modificando su

reactividad, y concretamente aumentandola.®
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Figura 19. 6-hidroxipiridoxina.

En lo que se refiere a la abstraccion de un atomo de hidrogeno por parte del *OH,
Galatzeanu y Antoni (1966),4 y Kishore, Moorthy y Rao (1982),52 propusieron un mecanismo
radiolitico para la produccién de piridoxal a partir de piridoxina en solucién acuosa, en el que
la abstraccion del atomo de H tiene lugar en el grupo 4-CH>OH de la piridoxina; empero, en

ningun caso se concluyo si, en efecto, la especie radiolitica involucrada era el *OH.



5. Estudios de productos radioliticos oxidados por el radical “OH en solucién acuosa

Con el proposito de detectar y caracterizar adecuadamente los productos radioliticos
oxidados por el radical *OH que se forman a partir de sustratos irradiados en solucion
acuosa, especialmente aquellos que no se producen en cantidades apreciables, se requiere
aumentar la concentracion de éste durante la irradiacion. En particular, en los estudios de
Quimica de Radiaciones del *OH, el aumento de su concentracion se consigue saturando las
soluciones acuosas de los compuestos de interés —como paso previo a su irradiacion— con
el agente oxidante N2O(),26 mismo que reacciona, durante la irradiacion, con el electron
acuoso formado en la radidlisis del agua, eliminandolo asi del medio —en virtud de que
practicamente todos los e sc (> 95 %) reaccionan con el N2O y ninguno con los sustratos de
interés—1%; produciéndose, finalmente, una mayor cantidad de radicales *‘OH en el
proceso.26 Dicha cantidad sera mayor con respecto a la generada en ausencia de gas,
cuando los *OH provienen Unicamente de la radidlisis del agua. La reaccion del N.O se

muestra a continuacion:10. 26

NZO(g) + €ac — NZT + .OH + OH_

La saturacion de las soluciones acuosas con N2O cumple a su vez la funcién de eliminar el
aire disuelto en las mismas, excluyendo de esta manera la participacion del oxigeno
molecular en las reacciones.

A diferencia del valor de rendimiento radioquimico del radical "OH (Gon) que se
produce en la radidlisis de agua pura (Gon = 2.7), el valor Gon informado para soluciones
acuosas irradiadas que han sido saturadas con N»O es 5.5.%6 En este ultimo caso, el
principal radical libre en el medio de reaccion es el “OH (radical oxidante), mientras que el
radical *H (reductor), que también se genera, esta presente en una concentracion = 10 %
con respecto al primero.63 Por otro lado, se ha informado que las constantes de velocidad de
reaccion del radical *"H son, en términos generales, menores (en varios ordenes de
magnitud) que las correspondientes al *OH;26 y en el caso especifico de la reaccion de
abstraccion de un atomo de hidrogeno a partir de compuestos organicos en medio acuoso,
el *'OH es = 100 veces mas reactivo que el *H.3' De manera particular, la velocidad de
adicion del *H a las piridinas es, con respecto a si mismo, de un orden de magnitud menor
que en el caso de los bencenos sustituidos, '3 en cuyos estudios de radidlisis por cierto, bgjo
condiciones de saturacion de "“sus soluciones acuosas” con N;O, los principales productos
radioliticos o radicales libres intermediarios que se informan son producidos por el ataque
del *OH, y no del °H, tal como se notifica en la radiolisis de benceno, . 64 tolueno,83. 65 fenol, 6%

0-, m- y p-cresol,% bifenilo®” y de los acidos salicilico®® y benzoico.®® Por lo tanto, bajo



condiciones de saturacion con N2O de las vitaminas, y de la piridina, en solucion acuosa, se
espera que la principal especie reactiva sea el *OH.

Asimismo, en los estudios radioliticos frecuentemente se utiliza el agente oxidante
KsFe(CN)s, que es un compuesto que asegura una rapida y cuantitativa conversion de los
radicales libres formados por reaccion del *OH con las moléculas de interés a productos
estables, minimizando la contribucion de reacciones competitivas adicionales, como lo son

las reacciones en cadena, evitando asi la formacion de polimeros.*®



6. Métodos Analiticos

6.1. Cromatografia y Cromatografia de Liquidos de Alta Presion 70.71.72

La cromatografia es una técnica analitica mediante la cual se separan los componentes de
una mezcla de acuerdo con las distintas velocidades con que éstos se desplazan a través
de una fase estacionaria cuando son transportados por una fase moévil, la cual puede ser
liquida o gaseosa. Es importante sefialar que todos los métodos cromatograficos tienen en
comun el uso de una fase estacionaria y de una movil y, por otra parte, que todas las
separaciones cromatograficas estan basadas en las diferencias del grado en que se
reparten los solutos entre tales fases.

La Cromatografia de Liquidos de Alta Presion (CLAP) se lleva a cabo haciendo pasar
un disolvente a alta presidon a través de una columna que contiene particulas de fase
estacionaria de un diametro del orden de micrémetros. Las particulas pequefas se utilizan
porque producen mayor resoluciéon en comparacion con las de mayor tamano, permitiendo
un flujo mas uniforme a través de la columna; no obstante, éstas ofrecen mayor resistencia
al paso del disolvente, siendo necesarias presiones entre 7 y 40 MPa para alcanzar flujos de
0.5 a 5 mL/ min. El equipo CLAP consta de una bomba, disolvente(s), una valvula de
inyeccion, una columna, un detector y un registrador. A continuacion se desarrollan algunos

conceptos basicos en cromatografia y en CLAP:

La columna. En el equipo CLAP se emplean columnas de acero de una longitud de 5
a 30 cm con un didmetro interno entre 1y 5 mm.

Elucion. Es un proceso mediante el cual los solutos son transportados a través de
una fase estacionaria por la adicion sucesiva de disolvente (también conocido como
eluyente).

Flujo. La velocidad con la que la fase movil pasa a través de una columna
cromatografica se puede expresar como flujo, que indica cuantos mL de disolvente
atraviesan la columna por unidad de tiempo.

Tiempo de retencion. Es el tiempo necesario después de la inyeccién de una
muestra en la columna hasta que ese componente llega al detector; se representa como tr.

El cromatograma. Un cromatograma es un grafico que representa la respuesta de un
detector en funcion del tiempo de elucién de los solutos en una columna cromatografica, y
que suministra como Unico elemento de informacion el tr de cada componente de una
mezcla. La representacion de un compuesto detectado es un " pico” cromatogréafico. Es
importante sefialar que aunque un cromatograma no permite la identificacién de una especie
quimica en una muestra, frecuentemente proporciona una evidencia segura de su ausencia.

Asi, el hecho de que en un analisis no se detecte un producto con el mismo tr que un



estandar obtenido en idénticas condiciones constituye una prueba importante de que el
compuesto en cuestion esta ausente (o presente en una concentracion por debajo del limite
de deteccion del procedimiento).

Detector. Los detectores mas generalizados en cromatografia de liquidos estan
basados en la absorcion de radiacion ultra-violeta/ visible. En CLAP, el detector mas comun
es el de luz ultravioleta, debido a que muchos solutos absorben esta radiacién. Con un
detector de arreglo de diodos es posible registrar todo el espectro de cualquier soluto que
pasa por el detector durante la elucion, siendo posible, a su vez, a través de un equipo de
coémputo con un paquete de programas especificamente disefiados para esta funcion,
seleccionar los maximos de absorcion de los productos esperados, asi como la
cuantificacion y la visualizacion de los compuestos. En particular, el detector de arreglo de
diodos ofrece como ventajas el registro simultaneo de la absorbancia a todas las longitudes
de onda del rango UV vy visible, es decir, permite una deteccion entre 190 y 900 nm,
posibilitando asi el control de la pureza del pico cromatografico y la identificacion del
compuesto correspondiente. Finalmente, con los equipos de CLAP acoplados a detectores
UV o de masas se cuenta con potentes técnicas de identificacion de los componentes de
una mezcla compleja.

Separaciones en cromatografia de liquidos. La forma mas sencilla de llevar a cabo
una separacion en cromatografia de liquidos es mediante elucion isocratica, que es la
elucion que se realiza manteniendo constante la composicion de la fase mévil. Sin embargo,
con el objetivo de mejorar la separacién, en ocasiones se utiliza la elucion en gradiente,
denominada también elucién con programa de disolventes, que consiste en utilizar mezclas
variables de dos (y frecuentemente mas) disolventes de distinta polaridad a diferentes
tiempos durante el analisis.

Eficacia de la separacion. Dos factores determinan el grado de separacion de los
compuestos en cromatografia; uno es la diferencia de tiempos de retencién: cuanto mas
diferentes sean, mejor sera la separacion, y el otro factor es la anchura de los picos: cuanto
mas anchos sean, peor sera la separacion.

En CLAP, la cromatografia de reparto ha llegado a ser la mas utilizada de todos los
procedimientos de cromatografia de liquidos. En ésta se emplea una fase estacionaria
liquida que forma una pelicula fina sobre la superficie de un soporte solido; el soluto se
encuentra en equilibrio entre el liquido estacionario y la fase movil.

Se pueden distinguir dos tipos de cromatografia de reparto en funcion de las
polaridades relativas de las fases moviles y estacionarias utilizadas: 1) la cromatografia
basada en el empleo de fases estacionarias muy polares, asi como de disolventes

relativamente no polares como fase movil; denominada cromatografia en fase normal; y 2) la



cromatografia en la que la fase estacionaria es no polar (siendo frecuentemente
hidrocarburos) y la fase movil es relativamente polar; esta técnica se conoce como
cromatografia de fase inversa o reversa. En ella, el componente mas polar es el primero que
eluye, y al aumentar la polaridad de la fase mévil, aumenta el tiempo de elucién.

La fase estacionaria. El soporte mas comun en CLAP son particulas microporosas
esféricas de silice muy pura, que son permeables al disolvente, y que tienen un area
superficial de varios cientos de m?/ g. La superficie de la silice tiene hasta 8 umoles de
grupos silanol (-Si-O-) por m2, la mayoria de los cuales estan protonados entre pH dos y
tres, disociandose a pH > 3. Una desventaja de los soportes habituales de silice es que
originan picos distorsionados; lo que hace necesario modificar su composicion quimica, y
una manera de conseguirlo es recubriendo los grupos silanol (cargados negativamente), con
grupos trimetilsililo (-Si(CH3)s), evitando asi la fuerte retencidén de bases protonadas, que da
lugar a la aparicion de picos con colas. Asimismo, el empleo de silice menos acida (con
menos grupos -Si-OH) permite obtener picos simétricos con menores tiempos de retencion.
En algunas ocasiones se adicionan trietilamina y acido trifluoroacético a la fase movil. La
razon de ello es que permiten bloquear los puntos mas adsorbentes de la columna,
reduciendo la aparicién de colas.

Ahora bien, el enlace siloxano (Si-O-SiR) se hidroliza por debajo de pH = 2, de modo
que la CLAP con una fase enlazada en soporte de silice esta limitada al intervalo de pH = 2-
8; empero, si los atomos de silicio se unen con grupos voluminosos como el isobutilo, el
enlace Si-O-Si estara menos expuesto al ataque del H3O*, dando como resultado una fase
estacionaria mas estable a pH bajo durante largos periodos, incluso a temperaturas
elevadas.

Finalmente se presentan dos pasos experimentales fundamentales en el analisis
cromatografico cualitativo y cuantitativo: i) el calibrado con soluciones patrén y ii) la

optimizacion del funcionamiento de una columna:

i) Calibrado con soluciones patrén. El método mas directo de andlisis cromatografico
cuantitativo consiste en la preparacion de una serie de soluciones estandar cuya
concentracion se aproxima a aquella de la muestra desconocida; posteriormente se obtienen
los cromatogramas de los patrones y se representan las alturas o areas de los picos en
funcion de la concentracion. La representacion de los datos debe ser una recta que pasa por
el origen, puesto que los analisis se basan en dicha recta. Para obtener mayor exactitud es

necesario hacer la estandarizacién con frecuencia.



ii) Optimizacion del funcionamiento de una columna. Una separacion cromatografica
se optimiza variando las condiciones experimentales hasta que los componentes de una
mezcla se separen completamente en un tiempo minimo. Los experimentos de optimizacion
intentan, por un lado, a) reducir el ensanchamiento de las areas de los picos y, por el otro, b)

modificar las velocidades de migracion relativas de los componentes.

6.2. Separacion de las vitaminas por CLAP
En los ultimos anos, la CLAP ha llegado a ser un método estandar en el analisis de
vitaminas, especialmente en el trabajo de rutina.”® Las vitaminas hidrosolubles, ya sea como
componentes individuales o formando parte de ciertas mezclas (dos o tres de éstas),
pueden ser analizadas isocraticamente por esta técnica; empero, cuando se realiza la
determinacion cromatografica de mezclas mas complejas de vitaminas, la eluciéon con
programa de disolventes puede ser la opcién requerida. En cuanto a la determinacién por
CLAP de piridoxina y nicotinamida, asi como de otras vitaminas hidrosolubles, vy
liposolubles, a partir de componentes ~ multivitaminicos”, ésta puede llevarse a cabo por
intercambio idnico, fase normal o mediante fase reversa, siendo esta ultima el método mas
comun. De manera especifica, la separacion de tiamina, cianocobalamina, nicotinamida,
piridoxina y del éster fosforico de la riboflavina a partir de ~“una formulacion multivitaminica”
se ha realizado utilizando fase reversa, deteccion de luz UV y, como fase movil, CHsOH
(0.05 M) y CH3COONH,.™

A continuacion se describen algunas condiciones cromatograficas con las que la
vitamina Bs y la niacina han sido separadas a partir de alimentos. A menos que se realice
alguna precision, en todos los casos se empleo fase reversa, elucion isocratica y deteccion
de luz UV: 1) en el andlisis de cianocobalamina, tiamina, riboflavina, acido fdlico,
nicotinamida, piridoxal, piridoxina y piridoxamina a partir de leche infantil liquida y en polvo,
se utilizé cromatografia de fase reversa e intercambio idnico y, como fase movil, una mezcla
de CH3OH-agua (proporcion 15:85) con 5 mM de acido octanosulfonico y trietilamina al 0.5
%, a un flujo de 1.0 mL/ min;7>2) en la determinacién de acido nicotinico a partir de carne de
res, fases moviles compuestas por CH3OH y agua (1:9, v/v), asi como por 23 % de CH3CN,
0.1 % de H3PO4 y 0.1 % de dodecilsulfato de sodio en agua, han sido notificadas;’® mientras
que en otros analisis de éste, a partir de a) café instantaneo y de b) carnes y legumbres, se
ha informado el uso, de manera respectiva, de 5 mM de hidroxido de tetrabutilamonio en
CH30OH-agua (8:92, v/v),’8 y de CH30H + CH3COONa 0.01 M (1:9) a pH = 4.66, con 5 mM de
bromuro de tetrametilamonio;?® por ultimo, en el analisis de nicotinico por medio de
columnas de intercambio i6nico se han empleado acido acético diluido,'?2 y solucién

amortiguadora de fosfatos 50 mM (pH = 3).73.76



Empleando deteccion de fluorescencia en la determinaciéon simultanea de piridoxina,
riboflavina y tiamina en productos de cereales fortificados se ha utilizado H.SO4 0.08 N en
una mezcla de CH3OH- agua (95:5, v/v) con un flujo de 2.0 mL/ min;”” mientras que en la
separacion de piridoxamina, piridoxal y piridoxina a partir de carne de cerdo y de productos
carnicos se ha informado el uso de H>SO4 0.01 M con un flujo de 1.0 mL/ min, a una
temperatura de 30 °C.78

Asi, tanto las moléculas de la vitamina Bs como las de niacina pueden ser
monitoreadas por CLAP mediante detecciéon de luz UV (y en lo que se refiere a la vitamina
Bs, por deteccion de fluorescencia), encontrandose para el acido nicotinico un intervalo de
longitud de onda maxima de absorcion (Amax) de 254-263 nm,’® en tanto que la piridoxina
presenta un valor de Amax = 292 nm.#* Con respecto al analisis por cromatografia de
liquidos de la piridina, que no es una vitamina, se encontr6 el uso de una solucién

amortiguadora de fosfatos de pH = 7. 7°



Il. OBJETIVOS

1. Objetivo general

» ldentificar algunos de los productos radioliticos primarios de la vitamina Bs y de la

niacina oxidados por el radical *OH en soluciones acuosas diluidas.

2. Objetivos particulares

» Obtener una buena separacion, mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion,
de los productos radioliticos de las vitaminas, y de la piridina, utilizando esta ultima para
observar las posibilidades de reaccion de la niacina, a fin de predecir los productos de dicho

nutrimento.

» Cuantificar los productos identificados, expresando su rendimiento como valor G, tanto

en el caso de las vitaminas como en el de la piridina.

» Cuantificar la descomposicion radiolitica de las vitaminas, expresando ésta como valores

G°, en condiciones de saturacion de sus soluciones acuosas con N2O (Gon = 5.5).

» Determinar si el piridoxal, producto radiolitico previamente identificado de la vitamina
Be,*4 se forma en soluciones acuosas de piridoxina (otra de las formas quimicas de la
vitamina) que han sido saturadas con N.O y posteriormente irradiadas; asi como en

ausencia de Oy, por Ultimo, si en su formacion intervienen los radicales “OH.



lll. PARTE EXPERIMENTAL

1. Material y reactivos

Los reactivos empleados fueron grado analitico (la mayoria de marca Aldrich), y no se
sometieron a ninguna purificacion adicional. A continuacién son enlistados, indicAndose

entre paréntesis las otras marcas utilizadas:

e Piridoxina

e Acido nicotinico

e Piridina

e Sulfato de hierro amoniacal (ll) hexahidratado: Fe(NH4)SO, "6 H.O
e Sulfato de cobre (Il) pentahidratado: CuSO, 5 H,O
e Ferricianuro de potasio: KsFe(CN)s

o Oxido nitroso: N2O (Praixar)

o Helio (Praixar)

e 2-hidroxipiridina

e 3-hidroxipiridina

e 4-hidroxipiridina

e Acido ascérbico

o Acetato de sodio

e Clorhidrato de piridoxal

e Acido 2-hidroxinicotinico

e Acido 6-hidroxinicotinico

o Metanol grado CLAP

o Fosfato de sodio monobasico: NaH2PO4

e Acido sulfarico (Sigma)

e Acido acético (Merck)

¢ 1-hexanosulfonato de sodio

e Agua desionizada

o Purificador de agua compacto Milli-Q Plus Water System (SimPak 01)



En la preparacion de las soluciones se utilizd agua desionizada obtenida mediante este
purificador, en el que el agua pasa por un proceso de desmineralizacion y desionizacion en
cartuchos que contienen resinas de intercambio idnico grado nuclear para eliminar los iones
inorganicos, un filtro de carbon activado para eliminar disolventes organicos y un cartucho
que sirve para eliminar trazas organicas, que fue empleado en todos los procedimientos.

e Viales usados para la irradiacion

Los viales usados para la irradiacion de las muestras deben estar libres de contaminantes;
por esa razén no soélo fueron lavados con agua bidestilada para la realizacion de cada
experimento, sino que cada determinado tiempo (por ejemplo, cada tres semanas) se les
daba un tratamiento consistente en su sumergimiento en una mezcla sulfonitrica
concentrada (1:3) durante una hora, enjuagandose posteriormente con agua desionizada y
secandose a 250 °C durante 2 horas.

o Viales para cromatografia de liquidos de alta presion (marca Hewlett Packard).

2. Equipos

a) Irradiador Gamma Beam-651 PT 80
El Irradiador Gamma Beam-651 PT (figura 20) se encuentra en la Unidad de Irradiacién y
Seguridad Radiolégica del Instituto de Ciencias Nucleares de la UNAM. Sus principales

componentes son:

1) Blindaje de bloque de concreto de 1.5 metros de espesor.

2) Fuentes radiactivas (nueve en total) de cobalto-60 (Co-60), el cual se encuentra
encapsulado en barras de acero inoxidable sin poder contaminar ningun material. La
actividad de las fuentes es de 2.3 x 10"5 Bq al 1 de agosto de 1998.

3) Dispositivos (y sensores) de subida de las fuentes.

4) Piscina de almacenamiento de las fuentes (de 5m por debajo del nivel del piso), que
contiene agua desionizada, la cual se utiliza como blindaje bioldgico cuando las fuentes se
encuentran en el fondo de la misma.

5) Cuarto de irradiacion, que es el lugar donde se colocan las muestras u objetos que se
van a irradiar y donde suben las fuentes de Co-60.

6) Sistema de control por medio de una computadora.



Para obtener la dosis deseada, las muestras de laboratorio o productos son
expuestos a las fuentes por un tiempo predeterminado. Las diferentes dosis se consiguen al
variar la posicion y la cantidad de fuentes radiactivas, asi como la ubicacion de la muestra
con respecto a éstas. Las fuentes se colocan en posicién de irradiacion o de blindaje
biolégico por medio de un sistema neumatico.

El irradiador cuenta, a su vez, con cinco sistemas de alarma que monitorean el nivel

de radiacion, asi como con un detector de sismos.8!

Figura 20. Irradiador Gamma Beam-651 PT.



b) Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucién 82

Considerando que el equipo de analisis es un cromatégrafo moderno y que el tipo de
columnas es de alta resolucion, de aqui en adelante sera denominado cromatégrafo de
liquidos de alta resolucion. De manera especifica, se trata de un cromatografo de la marca
Agilent Technologies series 1100 acoplado a un detector de luz UV de arreglo de diodos,
cuyo intervalo de longitud de onda es de 190 a 950 nm. A su vez, el equipo esta acoplado a
una computadora que contiene el software Chemstation para cromatografia de liquidos de
alta resolucion, lo que permitid visualizar los resultados y procesar los datos obtenidos.
Consta, ademas, de una bomba cuaternaria, un microdesgasificador, un automuestreador,
un registrador y, por supuesto, de una columna de alta resolucion. Las condiciones

cromatograficas empleadas se especifican en la parte de Resultados y Discusion (1V).

3. Metodologia

El anadlisis de todas las muestras se realizd a temperatura ambiente mediante el
cromatografo descrito. Antes de la irradiacion, se analizaron soluciones de las vitaminas, y
de la piridina, con muestras auténticas de sus productos esperados, utilizando para ello

diferentes fases moviles y estacionarias, hasta conseguir una buena separacion.

a) Preparacion de curvas patrén

Para la cuantificacion de las vitaminas y de sus productos radioliticos, fueron elaboradas
curvas patron. En particular, se prepararon soluciones acuosas de cada vitamina a una
concentracion maxima de 1 mM, en sus formas quimicas de piridoxina y acido nicotinico, asi
como de muestras auténticas de concentraciones maximas de 0.25-0.5 mM de los productos
esperados, llevando a cabo diluciones para obtener todos los puntos de las curvas. Cabe
sefalar que lo mismo se realizé para los productos radioliticos esperados en el estudio de la
piridina. Las areas, en miliunidades de absorbancia (mUA), fueron determinadas por
integracion del pico cromatografico de cada compuesto en su valor Amax. En todos los
casos, tanto las soluciones patrén como aquellas que se irradiaron fueron preparadas el

mismo dia de su analisis, protegiéndose de la luz.



b) Dosimetria

Cuando un sistema es expuesto a la radiacion ionizante, es necesario conocer la cantidad
de dosis absorbida por éste. Basicamente, la cantidad de dosis absorbida por la materia,
para una fuente radiactiva con una actividad dada, depende de dos parametros: a) del
tiempo de irradiacidon y b) de la distancia del material radiactivo con respecto a la muestra;
por lo tanto, al variar cualquiera de éstos, lo hara también la dosis absorbida por el sistema
por unidad de tiempo (razén de dosis). En la presente investigacion, como se contdé con una
fuente radiactiva de tipo semi-industrial en forma de triangulo (figura 21), para conocer la
razén de dosis absorbida por el sistema en estudio, se requirié considerar tanto la altura

como la distancia a la que se ubicé dicho sistema con respecto al vértice del triangulo.

Figura 21. Fuente radiactiva de tipo semi-industrial en forma de tridangulo en su posiciéon de blindaje bioldgico
(en el fondo de la piscina de almacenamiento). El Co-60 esta contenido en una serie de nueve barras metalicas

dispuestas a lo largo de dos lados del tridngulo.

La razon de dosis absorbida por las soluciones de las vitaminas, y de la piridina, fue
determinada a una altura de 45 cm y a una distancia de 35 cm del vértice del triangulo
donde se encuentran las fuentes radiactivas, mediante el dosimetro de Fricke modificado,
gue consiste en una solucién acuosa que contiene Fe(NH4)2SO4* 6 H20 (1x10-3 M), CuSO,*
5 H20 (1x102 M) y H2SO4 (5 x103 M), cuyo fundamento es la cuantificacion de la oxidacion
del ion Fe?* a Fe3* inducida por la radiacién ionizante a pH &cido.?® 8 Dicha solucion se

irradio a diferentes tiempos (15, 25, 35 y 45 minutos), midiendo posteriormente su



absorbancia en la region UV a 304 nm para determinar la cantidad de Fe®* formado en cada

caso. El calculo de la dosis absorbida (en Gy) se desarrollé6 mediante la siguiente férmula:83

_ N A(DO)100
£(10°) pG f

donde

N = numero de Avogadro = 6.023 x 10 22 moléculas/ mol

A(DO) = cambio en la densidad 6ptica

€ = coeficiente de extincién molar = 2167 L/ mol cm

p = densidad de la solucién 1x10-3M de Fe3* = 1.001 g/ cm3

G = rendimiento radiolitico del Fe3* = 0.66 moléculas formadas/ 100 eV de energia
absorbida

f = factor de conversion = 6.241 x 10 15eV/ g

| = longitud =1 cm

y el calculo correspondiente es:

23
_ NA(DO)100 _ (6.023x10%) A(DO)100 - 6.74x10°DO

T £(10°) pG f1 2167 (10%)(1.001) (0.66) (6.24 X 10)

Una vez calculada la dosis para cada tiempo de irradiacion, se realizd una gréafica de dosis
absorbida en funcion de éste. A partir de dicha grafica se calculé el valor de la pendiente, el
cual representa, precisamente, la dosis que van a absorber por minuto (razén de dosis) las

soluciones de las vitaminas y la piridina.

c) Preparacién e irradiaciéon de las muestras

Se prepararon soluciones acuosas 1 mM de cada vitamina y ~ 41 mM de piridina que
contuvieron 2.5 mM del agente oxidante KsFe(CN)s, las cuales fueron posteriormente
saturadas con N2O durante 10 minutos para eliminar el aire presente —y por consiguiente el
oxigeno disuelto en las mismas— y finalmente irradiadas.

La irradiacion se llevo a cabo en el Gamma-beam 651 PT descrito (figura 20) a
tiempos de 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos a una razon de dosis de 42.4 Gy/ min para la
piridina y el acido nicotinico, y de 35.8 Gy/ min para la piridoxina.

Para determinar si el piridoxal se formaba en ausencia de oxigeno molecular, y si la
presencia de este ultimo tenia alguna influencia en la generacién de dicho producto

radiolitico, también se irradiaron, a una dosis de 1.7 kGy y en presencia de KsFe(CN)s 2.5



mM, soluciones 1 mM de piridoxina previamente burbujeadas con He durante 10 min —con
el proposito de eliminar el aire, y por consiguiente el oxigeno—, asi como soluciones 1 mM
expuestas al aire; finalmente, para saber si los radicales *OH intervenian en la formacién de
piridoxal al reaccionar con la piridoxina, se irradiaron, a la misma dosis, soluciones de ésta

saturadas con N2O.

d) Analisis cromatografico y calculos

Inmediatamente después de cada irradiacion, las muestras fueron analizadas por CLAR.

La identificacion de los productos radioliticos se llevé a cabo comparando —bajo las
mismas condiciones de elucién— los diferentes espectros UV detectados en las soluciones
irradiadas, con aquellos espectros correspondientes a muestras auténticas de los productos
esperados. Cuando se trato de las mismas sustancias, los espectros UV y los tiempos de
retencién resultaron ser idénticos.

Ademas de la cuantificacion de los productos radioliticos, que se expresd en
términos de valor G, también se calculé el porcentaje de pérdida de las vitaminas, y su
descomposicién radiolitica en términos de valor G°. En lo que se refiere a los productos
radioliticos identificados, siempre que se conté con muestras auténticas de los mismos, se
determinaron, a las diferentes dosis de irradiacion, sus correspondientes areas bajo la curva,
a fin de calcular, mediante la ecuaciéon de la recta de sus respectivas curvas patrén, su
concentracion. Con el propésito de conocer la concentracion residual, y asi el porcentaje de
pérdida, lo mismo se realizd en el caso de las vitaminas. Todas las graficas fueron

elaboradas con ayuda del programa de computo OriginPro 7.



VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Radidlisis de las vitaminas en solucién acuosa

Inicialmente se presentan las curvas patrén empleadas para cuantificar la descomposicion
de las vitaminas y, posteriormente, las curvas de formacion de los productos radioliticos. En
los estudios de las dos vitaminas, asi como en el de la piridina, se obtuvo un coeficiente de
correlacion (R"2) > 0.999, mientras que la desviacion estandar de las repeticiones fue < 1.5
%.

1. Radidlisis de la vitamina Be (piridoxina)

a) Curva patrén. La siguiente curva patron (figura 22) es un ejemplo de las curvas
elaboradas cada dia que se realizd un experimento de irradiacion, y fue determinada como
el area bajo la curva del pico cromatografico de la piridoxina en su valor maximo de longitud

de onda de absorcion UV (Amax), siendo éste 292 nm.

Piridoxina
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Figura 22. Curva patrdén de la piridoxina.

b) Espectro UV. Las condiciones cromatograficas para la piridoxina y sus productos
radioliticos fueron, como fase estacionaria: columna Alltima C4s de 50 mm de longitud x 4.6
mm de diametro interno; tamafo de particula: 3 um; y como fase movil: 75 % de H.SO4 0.08
N + 25 % de 1-hexanosulfonato de sodio; volumen de inyeccién: 100 pL; flujo de elucién: 0.5

mL/ min.
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Figura 23. Espectro UV de la piridoxina 1 mM en solucidén acuosa; Amax = 292 nm; tg = 17.12 min.

1.1. Efecto de las dosis de irradiacién en la piridoxina. Las condiciones generales de
reaccion fueron: soluciones acuosas de piridoxina de concentracién 1 mM que contenian 2.5
mM de KsFe(CN)s y que fueron saturadas con N2O e irradiadas a una razon de dosis de 35.8
Gy/ min. Asimismo, en presencia de KsFe(CN)s 2.5 mM y a una dosis de 1.7 kGy, se
irradiaron soluciones 1 mM de vitamina burbujeadas con He; expuestas al aire, y saturadas
con N20.

1.1.1. Productos radioliticos esperados. En el siguiente esquema se muestran los
productos radioliticos que se esperd obtener por el ataque del radical *OH a la piridoxina en

solucion acuosa:

HO
OH
HO HO \
=
OH HO N
HO X . o
6-hidroxipiridoxina
+ OH —m
=
N
piridoxina

piridoxal



a) 6-hidroxipiridoxina. Se cuenta con informacion referente a la adicion del radical *OH
tanto a anillos aromaticos homociclicos?0. 31.63-69.84 como a anillos aromaticos heterociclicos*®:
54-58, 8486 y de manera particular, al anillo de la vitamina Bs en sus formas quimicas de
piridoxina,® piridoxal®? y piridoxalfosfato.® Asi, la adicion del *OH al anillo de la vitamina Be v,
concretamente, al de la piridoxina, puede ocurrir en la posicién 6 de la molécula.® Dicho
ataque se ve favorecido por dos factores: la ausencia de sustituyentes y, sobre todo, por la
presencia del grupo 3-hidroxilo, que es un fuerte orientador orfo-para, cuyo efecto director

para promoveria la adicién del electrofilo *OH a la posicion del mismo nombre (figura 24).

Figura 24. Posicion de la piridoxina donde puede ocurrir la adicién del ‘-OH
debido a la orientacion para ejercida por el grupo 3-hidroxilo.

b) Piridoxal. El piridoxal, que es uno de los compuestos que poseen actividad de la
vitamina Bs, habia sido anteriormente identificado en soluciones acuosas de piridoxina
irradiadas en presencia de oxigeno molecular;* sin embargo, en ese entonces no se calculo
su rendimiento radioquimico de formacion, y tampoco se confirmd si la especie que
intervenia en la radidlisis era el *‘OH, o bien el O..

En lo que corresponde a la presente investigacion, tomando como base un
mecanismo radiolitico de formacion de piridoxal a partir de piridoxina por ataque del *OH en
soluciones acuosas de la misma en presencia de aire (Kishore, Moorthy y Rao, 1982),%2 se
propuso examinar si el piridoxal provenia efectivamente de la oxidacién de la piridoxina por
parte de este radical, y si la participacion del oxigeno molecular era necesaria en la
reaccion, proposito para el cual fueron irradiadas soluciones de piridoxina que no contenian

aire.

1.1.2. Productos radioliticos identificados. Como se esperaba, dos de los productos
obtenidos en la radidlisis de piridoxina fueron la 6-hidroxipiridoxina y el piridoxal. No
obstante, la 6-hidroxipiridoxina solo se detecté cuando las soluciones de vitamina no

contuvieron KsFe(CN)s. Por ello, a fin de detectar dicho producto, la irradiacién de piridoxina



también se realizé bgjo las condiciones de reaccion antes descritas (soluciones 1 mM de
vitamina burbujeadas con He; expuestas al aire, y saturadas con N2O) pero en ausencia de

KsFe(CN)e. En la figura 25 se muestran los espectros UV correspondientes a la piridoxina y
a sus productos radioliticos:
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Figura 25. Espectros UV de la piridoxina, piridoxal y 6-hidroxipiridoxina.

A continuacién se muestra el cromatograma correspondiente a los productos radioliticos:
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Figura 26. Cromatograma de una solucion de piridoxina 1 mM que no contenia K;Fe(CN)s y que fue saturada
con N,O e irradiada a una dosis de 1.7 kGy; en él se encuentran los productos 6-hidroxipiridoxina (tx = 9.16
min) y piridoxal (tx = 11.09 min); a = 8.33 y a 14.61 min eluyen dos compuestos no identificados. Por su
parte, la piridoxina eluye a ® 17 min, no interfiriendo en el analisis.



a) 6-hidroxipiridoxina. Debido a que el producto esperado 6-hidroxipiridoxina, previamente
identificado y caracterizado mediante espectrometria UV, RMP, IR y de masas por Tadera,
Arima, Yoshino, Yagi y Kobayashi (1986),87 no estaba disponible comercialmente, su
obtencion se logré a través de una sintesis quimica descrita por Tadera, Arima y Yagi
(1988),52 cuyo fundamento es, en principio, el mismo que el de la presente investigacion: la
produccion de radicales *OH en solucién acuosa para reaccionar con la piridoxina; no
obstante, a diferencia de dicha sintesis, en el presente estudio no se requirié (mas que para
efectos comparativos) la presencia de O,. La reaccion que permitié obtener el estandar de 6-

hidroxipiridoxina fue la siguiente:

HO HO
HO
o
o] OH OH
HO pH = 5, 05, Cu?* HO X
—_— + —_—
o
OH = s0°c =
HO OH N HO N
acido ascérbico piridoxina 6-hidroxipiridoxina

Esta reaccion se lleva a cabo por ataque (adicién) de los radicales "OH al carbono 6 de la
piridoxina,® mismos que se generan en la autoxidacion del acido ascorbico.2 87

Con respecto al producto sintetizado, aun cuando no se obtuvo como sélido puro y
no pudo ser cuantificado, fue separado por CLAR e identificado en la mezcla de reaccion
debido a su espectro de absorcion UV (Amax = 330 nm) y a su peso molecular (185.2 g/
mol), que fue determinado por medio de un detector de masas acoplado al equipo utilizado.
De acuerdo con Tadera ef al. (1986),87 la 6-hidroxipiridoxina es el principal producto de la
sintesis quimica y también el que presenta mayor absorcion de luz UV a 330 nm, siendo
esto Ultimo, en particular, lo que condujo a su identificacion en dicha sintesis.
Posteriormente, su identificacion en las soluciones de piridoxina irradiadas se realizd
comparando los espectros UV de los productos formados en éstas con el espectro UV del
producto obtenido por via sintética. A continuacibn se muestran los espectros cuya

comparacion llevo a la identificacion de este producto, el tiempo de retencion fue de 9.1 min:
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Figura 27. Espectro UV del producto 6-hidroxipiridoxina utilizado como estandar. El espectro fue obtenido de la

mezcla de reaccion entre el acido ascérbico y la piridoxina en solucién amortiguadora de acetatos (pH= 5) en

presencia de O, y CuSO4 5 H,0; Amax = 330 nm.
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Figura 28. Espectro UV de la 6-hidroxipiridoxina obtenida por radidlisis de piridoxina 1mM en solucién acuosa

saturada con N,O y en ausencia de Kz;Fe(CN)s; Amax = 330 nm.
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Figura 29. Espectro de masas de la 6-hidroxipiridoxina (peso molecular 186.2 g/ mol). El presente espectro fue

obtenido por el método de ionizacidn por electronebulizacién (electrospray positivo).

Considerando los resultados anteriores, se pudo confirmar que el producto 6-
hidroxipiridoxina se forma, en efecto, por radidlisis de piridoxina en solucién acuosa, aunque
s6lo en ausencia de KsFe(CN)s. Una explicacion de esto ultimo es su posible oxidacion por
parte de los iones Fe3* para formar una quinona, que no seria, sin embargo, un producto
radiolitico.

En particular, la obtencién de 6-hidroxipiridoxina demuestra que la adicion del radical
*OH ocurre en la posicién 6 de la piridoxina, y lo mismo puede ocurrir con las demas
moléculas de la vitamina Bs. Ademas, si se toma en cuenta que el producto principal de la
sintesis descrita por Tadera ef al (1986) y Tadera ef al. (1988) es, precisamente, la 6-
hidroxipiridoxina,8” y que ésta se genera por reaccion de la piridoxina con los radicales *OH
62y concretamente, por la adicién de éstos al carbono 6 de su molécula, el producto
radiolitico mayoritario en la presente investigacion (en la que el principal radical libre es el
*OH [Gon = 5.5]), podria ser, igualmente, dicha sustancia. De manera analoga, la reaccién
preferente en la radiolisis de piridoxina en solucién acuosa, y de la vitamina Bs, podria ser la
de adicién del *OH a su anillo aromatico, puesto que es a través de ésta como se forma el
producto en la referida sintesis. Un elemento que puede sustentar lo anterior es el hecho de
que la reaccion de adicion del *OH a anillos aromaticos tiene preferencia sobre la
abstraccion de un atomo de hidrogeno.3!

Con relacién a la figura 26, al irradiar soluciones de piridoxina saturadas con N2O
(Gon = 5.5) en ausencia de KsFe(CN)s, se formaron dos productos radioliticos que absorben
luz UV a 330 nm, uno de ellos es la 6-hidroxipiridoxina (tr = 9.16 min), que presenta la
mayor absorcion a esa longitud de onda; el otro, un producto minoritario no identificado (tr =
8.33 min). De igual manera, bgjo las otras condiciones de irradiacion en ausencia de

KsFe(CN)es (soluciones de piridoxina 1 mM libres de oxigeno [burbujeadas con He], y



expuestas al aire), se formaron sendos productos minoritarios que absorben a 330 nm; no
obstante, segun sus correspondientes espectros UV, se traté de productos diferentes. Estos
resultados permiten inferir la participacion de distintas especies radioliticas en los tres casos.

A pesar de que la 6-hidroxipiridoxina no se cuantific, para tener una idea de la
proporcion en que dicha sustancia se formo bgjo las tres diferentes condiciones de reaccion,
sus correspondientes areas bajo la curva —obtenidas a 330 nm— fueron comparadas entre
si a una misma dosis (1.7 kGy), encontrandose lo siguiente: la menor concentracion de
producto se registro en las soluciones libres de O»; una concentracidon intermedia en las
soluciones con aire; y la mayor de ellas en las soluciones que contuvieron N2O. De acuerdo
con tales resultados, se puede afirmar que 1) la formacion de 6-hidroxipiridoxina por
radidlisis de piridoxina no requiere la presencia de O, puesto que dicho producto se genera
aun en su ausencia (un resultado que ademas sugiere la participacion directa del "OH en la
reaccion [teniendo en cuenta que la principal especie reactiva de la radidlisis del agua que
contiene oxigeno es el ‘OHY)); y que, en efecto, 2) el *OH es la especie que reacciona con la
piridoxina para formar 6-hidroxipiridoxina; siendo esto ultimo confirmado en el estudio de las
soluciones saturadas con N2O (las cuales no contenian aire), en donde al generarse una
mayor cantidad de radicales “OH con respecto a las otras condiciones, se formd una mayor
cantidad de producto y, por otro lado, observando que en las soluciones con aire la
concentracion de producto aumenta (en contraste con aquellas burbujeadas con He), se
pudo confirmar que 3) su produccion si se ve afectada por la presencia de O..

En lo que a informacién adicional sobre la 6-hidroxipiridoxina se refiere, aun cuando
no habia sido identificada (o informada) en estudios anteriores de radidlisis de la vitamina Bs
y/o de la piridoxina, si lo habia sido en estudios de alimentos de origen vegetal que
experimentaron un descenso de la actividad de la vitamina Be al ser tratados térmicamente;
en tales estudios se observd que a medida que aumentaba la concentracién de acido
ascorbico, lo hacian también la descomposicion de la vitamina (en su forma de piridoxina) y
la producciéon del compuesto.8’” En la actualidad se sabe que en su formacion, tanto en
productos vegetales como en la sintesis aqui utilizada, participan los radicales *“OH, mismos
que se generan por autoxidacion del acido ascorbico.62 Por ultimo, resulta interesante
observar que en la formacion de 6-hidroxipiridoxina a partir de piridoxina en productos
vegetales y por radidlisis de esta ultima en solucién acuosa, el mecanismo de reaccion
implica, en ambos casos, la participacion de los *OH y, en especifico, su adiciéon a la

vitamina.



b) Piridoxal. Enseguida se muestran los espectros UV del piridoxal utilizado como estandar

(figura 30) y del obtenido por radidlisis de piridoxina (figura 31):
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Figura 30. Espectro UV de piridoxal 0.1 mM en solucién acuosa; Amax = 288 nm; tg = 11.9 min.
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Figura 31. Espectro UV del piridoxal obtenido por radidlisis de piridoxina ~ 1 mM en soluciones saturadas con

N,O en ausencia de K3Fe(CN)e ; Amax = 288 nm; tg = 11.9 min.



1.1.3. Cuantificacion del piridoxal. Ahora se presenta un ejemplo de las curvas patrén

utilizadas para la cuantificacion de piridoxal:

Piridoxal
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Figura 32. Curva patrén de piridoxal.

El piridoxal fue detectado en soluciones irradiadas de piridoxina 1 mM + 2.5 mM de
KsFe(CN)e saturadas con N2O, tanto en presencia como en ausencia de aire, pero, a
diferencia del producto 6-hidroxipiridoxina (que no se detecté cuando las soluciones
irradiadas de vitamina Be contenian KsFe(CN)g), éste si fue detectado en presencia de dicho
oxidante bajo todas las condiciones de reaccion empleadas (soluciones sin oxigeno;
saturadas con N2O; y en presencia de aire).

Como se muestra en la tabla 3, la mayor concentracion de piridoxal se obtuvo en las
soluciones saturadas con N2O; en una concentracion intermedia en presencia de aire; y a la

mas baja concentracion en su ausencia.

Tabla 3. Concentracion de piridoxal en soluciones de piridoxina irradiadas a 1.7 kGy bajo tres diferentes

condiciones de reaccion.

Piridoxina 1 mM + KsFe(CN)s 2.5 mM  Libres de Oz (con He) Expuestas al aire Saturadas con N20

Concentracion de piridoxal (uM) 22.4 27 34.25




De acuerdo con los resultados de la tabla 3, quedé comprobado que la presencia de
oxigeno molecular en las soluciones irradiadas de piridoxina no es necesaria en la
produccion de piridoxal, siendo asi las especies primarias radioliticas del agua las
responsables de su formacion, y concretamente el radical *OH, tal como se confirmé con las
soluciones saturadas con N2O: debido a que el piridoxal se obtiene en mayor concentracion
en presencia de N2O (Gon = 5.5), se verifico que el *OH interviene en su formacién. No
obstante, el mecanismo de reaccion por el cual se genera este producto no corresponde al
de adicién del *OH a la molécula de piridoxina, como sucede en la generacion de 6-
hidroxipiridoxina, ya que la adicion de esta especie a la piridoxina no permite explicar su
formacion, sino que se trata del mecanismo radiolitico de abstraccion de un atomo de
hidrégeno por parte del *OH, que en este caso tiene lugar en el grupo 4-hidroximetilo de la
piridoxina, probablemente como lo propusieron Galatzeanu y Antoni (1966),* y por otro

lado, Kishore ef al. (1982),52 en una reaccién en dos etapas:

HO —(.:H OH

N .OH _—— H2C \ / + H20
HO N
piridoxina
HO ——CH OH
+ + Fe?t 4 Ho

7N\ /

HO N

piridoxal

En cuanto a las soluciones irradiadas en presencia de aire, el resultado de una mayor
concentracion de piridoxal bgjo esas condiciones puede indicar la participacién de radicales
libres diferentes al *‘OH en la generacién del producto, los cuales podrian formarse a partir

del oxigeno molecular.



Por ultimo, es interesante hacer notar que en la sintesis quimica utilizada para
obtener la muestra estandar de 6-hidroxipiridoxina en el presente trabajo, ademas de este
producto, también se produce piridoxal; quiza de la misma manera que en este caso: con la
intervencion del *OH que se genera durante la reaccion, asi como a través del mecanismo
de abstraccion de un atomo de hidrégeno del grupo 4-hidroximetilo de la piridoxina.

A continuacion se presenta la curva de formacion radiolitica del piridoxal (figura 33):
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Figura 33. Curva de concentracidon del piridoxal producido por radidlisis de piridoxina. Las soluciones 1 mM de

piridoxina + 2.5 mM de K;Fe(CN)e, posteriormente saturadas con N,O, fueron irradiadas a 35.8 Gy/ min.

De acuerdo con la curvatura observada en la figura 33, a medida que aumenta la dosis de
irradiacion y, al mismo tiempo, la cantidad de radicales *OH producidos, el piridoxal formado
comienza a descomponerse, dando lugar, a su vez, a la formacién de productos radioliticos

secundarios.

1.1.4. Valor G del piridoxal. El area obtenida para cada concentracion de piridoxal en su
valor de Amax (288 nm) permitié conocer, mediante el dato de pendiente (P1) de las curvas
patron, la concentracién de producto formado en la radidlisis. Posteriormente se calcul6 su
valor G, siendo éste de 0.29 moléculas producidas por cada 100 electron-volts de energia

absorbida, no habiendo encontrado referencias sobre el particular.



Con respecto al estudio realizado por Galatzeanu y Antoni (1966) sobre los efectos
de la irradiaciéon y en la vitamina Be,** en el que también se concluye la existencia de al
menos tres grupos de productos radioliticos, los cuales contuvieron 1) grupos fenolicos, 2)
grupos aldehido y 3) acidos organicos, se puede enunciar lo siguiente: a) se identificd 6-
hidroxipiridoxina, que es un producto radiolitico con dos grupos fendlicos; b) se confirmé la
formacion (en ausencia y en presencia de oxigeno) de piridoxal, que es un producto con un
grupo aldehido, y c) en lo que se refiere a productos radioliticos que contienen grupos
carboxilo (acidos organicos), ningun producto radiolitico primario con dichos grupos fue
esperado para la piridoxina, en cuya molécula, en caso de que tales productos se formasen,
primero tendria que ocurrir la oxidacion de alguno de sus grupos hidroximetilo (4 6 5), lo que
daria lugar a los correspondientes aldehidos (productos radioliticos primarios), vy
posteriormente, por reaccién de éstos con las especias primarias de la radiolisis del H20O, a
los respectivos acidos carboxilicos, que serian productos radioliticos secundarios, que se

forman en muy pequefia proporcion, y que no fueron estudiados en este trabajo.



2. Radidlisis de la piridina

Con el objetivo de conocer el principal efecto director del nitrogeno de la niacina (acido
nicotinico) con respecto a la adicion de los radicales *OH, antes de su irradiacion se llevo a
cabo la radidlisis en soluciéon acuosa de piridina, que es la molécula que constituye su anillo
base; de tal manera que, extrapolando los resultados de esta ultima a la niacina, pudiera
observarse el efecto director del nitrogeno de la vitamina hacia la adicién electrofilica del

*OH, y proponerse el sitio mas favorable para la adiciéon de éste a su molécula.

2.1. Efecto de las dosis de irradiacion en la piridina
El estudio de la piridina se realizd bgjo las siguientes condiciones: se prepararon soluciones
acuosas de KsFe(CN)s 2.5 mM que posteriormente fueron saturadas con N2O durante 10
min, a las cuales se les adiciond un volumen de 10 pL de piridina, dando esto una
concentraciéon de piridina = 41 mM, irradiandose finalmente a una razon de dosis de 42.4
Gy/ min.

En el siguiente esquema se muestran los productos radioliticos esperados en la
radiolisis de piridina en solucién acuosa. Con fines comparativos se incluye la estructura

quimica del acido nicotinico:

2-hidroxipiridina

HO
/ \ = N\ 1
+ H0 + N0 + K3Fe(CN)g —AAA—> 3

N X

piridina

3-hidroxipiridina

4
HO N 3 2

o 6 HO / \Nl
3\2 Nl/ K N\

4-hidroxipiridina

acido nicotinico o 3-piridinacarboxilico



Es a partir del mayor rendimiento radioquimico observado entre los tres productos
propuestos como podra saberse cual o cuales serian las posiciones mas favorecidas para la
adicion del *OH al anillo aromatico del acido nicotinico y, por consiguiente, cuales serian
algunos de los productos radioliticos que con mayor seguridad podrian formarse. En ese
sentido, y con base en la informacion recopilada, se descarto la formacién de un N-6xido de

piridina.48. 54

2.1.1. Productos radioliticos identificados. Los productos radioliticos que se identificaron
fueron, como se esperaba, los isdbmeros 2-, 3- y 4-hidroxipiridina (2-OHP, 3-OHP y 4-OHP,
de manera respectiva). Las condiciones de elucion fueron las siguientes: como fase
estacionaria: columna Alltima Cis de 50 mm de longitud x 4.6 mm de diametro interno;
tamano de particula: 3 um; y como fase movil: 30 % de metanol + 70 % de NaH2PO4 50 mM;
volumen de inyeccion: 25 pL; flujo: 0.5 mL/ min. A continuacion se muestran, con sus

respectivos valores de Amax, los espectros UV de los productos radioliticos:
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Figura 34. Espectros UV de la 2-hidroxipiridina (2-OHP), la 3-hidroxipiridina (3-OHP) y la 4-hidroxipiridina (4-
OHP); solucién estandar 0.25 mM.

En los siguientes cromatogramas se muestran los tres isdmeros separados con sus
respectivos tiempos de retencion, tanto en solucion patron (figura 35) como en solucién

irradiada (figura 36). Se encontrd que la piridina no interfiere en el andlisis de los productos.
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Figura 35. Cromatograma de los compuestos 4-OHP (tz ®1.58 min); 2-OHP (= 2.05 min) y 3-OHP (= 2.52
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Figura 36. Cromatograma de los productos radioliticos 4-OHP (tz = 1.58 min); 2-OHP (= 2 min) y 3-OHP (=
2.52 min) obtenidos al irradiar piridina en solucién acuosa a una dosis de 2.54 kGy (60 min de irradiacion). A =
1.07 min eluye el KsFe(CN)s, mientras que entre éste y la 4-OH, asi como a = 1.75 min, eluyen dos productos
no identificados, seguramente secundarios. Por ultimo, a = 4.74 min eluye la piridina.

A continuacion se muestran los mecanismos para la formacién de los isébmeros 2-
OHP, 3-OHP y 4-OHP por ataque del radical *OH a la piridina en presencia de Fe3*; tal

esquema fue anteriormente postulado por Selvarajan y Raghavan (1980):54
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2.1.2. Cuantificacion de los productos radioliticos. Enseguida se muestran las curvas

patron de los tres productos radioliticos de la piridina, que son un ejemplo de las curvas

elaboradas cada dia que se realizé un experimento de irradiacion:
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Figura 37. Curvas patrén de la 2-, 3- y 4-hidroxipiridina (2-OHP, 3-OHP y 4-OHP, reciprocamente).



Enseguida se presentan las curvas de produccion de la 2-OHP, 3-OHP y de la 4-OHP en

funcién del tiempo de irradiacion (figura 38):
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Figura 38. Curvas de produccion de los productos 2-, 3- y 4-hidroxipiridina que se formaron por radidlisis de
piridina (= 41 mM) en solucion acuosa saturada con N,O, en presencia de K;Fe(CN)¢ 2.5 mM; la razon de dosis

fue de 42.4 Gy/ min.

2.1.3. Valores G. A partir de las areas obtenidas para cada concentracion de 2-OHP, 3-
OHP y 4-OHP, en sus respectivos valores de Amax, y mediante el dato de pendiente (P+) de
sus curvas patrén, fue posible conocer la concentracion de producto formado en la radidlisis,
asi como su valor G.

En la tabla 4 se presentan los valores G de los tres isémeros.

Tabla 4. Valores G de los productos radioliticos de la piridina en solucion acuosa.

Producto radiolitico 3-hidroxipiridina 4-hidroxipiridina 2-hidroxipiridina

Valor G 2.97 0.07 0.044




Los valores G de los productos radioliticos 3-OHP, 4-OHP y 2-OHP fueron,
reciprocamente, 2.97, 0.07 y 0.044, lo que significa que el isdmero 3-OHP es el que se
produce en mayor proporcion, seguido de la 4-OHP vy, finalmente, de la 2-OHP. A partir de
estos resultados se puede apreciar que el nitrégeno del anillo piridinico es, con respecto a
electrofilos como el radical *OH, esencialmente un orientador meta; un hallazgo que coincide
con lo informado en la literatura, tanto en lo que se refiere a la sustitucion electrofilica en la
piridina, que se lleva a cabo, principalmente, en la posicidén 3, analoga a la sustitucién meta
que muestran los derivados desactivados del benceno, como en lo referente a la naturaleza
electrofilica del radical *"OH, cuya adiciéon ocurre predominantemente en la posicién menos
deficiente de electrones de la piridina, siendo ésta la 3.16. 54 59 En cuanto al menor
rendimiento radioquimico observado para los isémeros 2-OHP y 4-OHP, éste puede ser
explicado si se considera que el ataque electrofilico en las posiciones 2 y 4 de la piridina
produce un intermediario inestable, en el que una de las estructuras de resonancia tiene una
carga positiva y solo seis electrones en el atomo de nitrégeno.6

Por otra parte, en lo que se refiere a las curvas de formacion de los productos
radioliticos (figura 38), la mayor curvatura del producto 3-OHP con respecto a los isomeros
4-OHP y 2-OHP indica una mayor descomposicion radiolitica del mismo; lo que puede
comprenderse si se toma en cuenta la presencia en su estructura del grupo 3-hidroxilo, que
al ser un fuerte orientador orfo-para, daria lugar, en virtud de su posicién, a la formacion de
un mayor numero de productos radioliticos secundarios al reaccionar con los *OH: de cuatro
productos en total, en contraste con los isémeros 4-OHP y 2-OHP, que darian lugar, de
manera respectiva, a la produccion de uno y dos productos, puesto que, analizando el efecto
director del sustituyente OH en las tres moléculas, asi como el efecto orientador meta del
nitrégeno piridinico (que favorece la adicion del *OH a las posiciones 3 y 5), y si, por ultimo,
se recuerda que la formacion de un N-Oxido de piridina no ocurre,*8. 5 |a 3-OHP presenta
cuatro posiciones posibles para la adicion del *OH: dos posiciones orfo y una para, mas una
posicion meta respecto al nitrogeno; mientras que los isomeros 2-OHP y 4-OHP presentan

so6lo dos: la 3 y la 5. Lo anterior puede ilustrarse en los siguientes esquemas:
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2.2. Hipétesis formulada para el estudio de la radidlisis de niacina. La radidlisis de
piridina permitié conocer las posibilidades de reaccién de la niacina, y en particular del
acido nicotinico, en virtud de su estructura quimicamente similar. Asi, a partir de los datos
experimentales del heterociclo base (piridina), y de la informacién bibliografica recopilada,
se formularon las siguientes hipotesis: 1) debido a que la posicion mefa del anillo piridinico
es el sitio favorecido para la adicion electrofilica del radical *OH, asi como a la posibilidad
de que ocurra la descarboxilacién del acido nicotinico durante su radidlisis,?® uno de los
productos radioliticos de esta vitamina en solucidon acuosa sera la 3-hidroxipiridina; y 2)
considerando que la posicidon 5 del acido nicotinico (que es la otra posicion mefa de la
molécula) también esta favorecida para la adicion electrofilica, tanto por efecto del
nitrégeno como del grupo carboxilo, y que existe evidencia de la preferente adicion del *OH
a ésta,’® asi como de la formacién del radical intermediario derivado de su adicién a dicho
sitio (figura 13),13 %8 otro de los productos radioliticos del acido nicotinico en solucion

acuosa sera el acido 5-hidroxinicotinico, que sera, ademas, el principal producto radiolitico.



3. Radidlisis de la niacina (acido nicotinico)

a) Curva patrén. La siguiente curva patréon es un ejemplo de las curvas elaboradas cada
dia que se realizd un experimento de irradiacion, y fue determinada como el area bajo la
curva del pico cromatografico del acido nicotinico en su valor de Amax de absorcion de luz
UV, que fue de 262 nm.

10000 . ) _
Acido nicotinico

8000 +

6000

Ecuacién: P1*x
R"2 = 0.99999
4000 + P1 8999.90429 15.8667

Area (mUA)

2000

0 ——— 1
0.0 0.2 0.4 06 08 1.0

Concentracion (mM)

Figura 39. Curva patrdn del acido nicotinico.

b) Espectro UV. El siguiente espectro fue obtenido a partir de una solucién estandar de
acido nicotinico. Las condiciones cromatograficas de elucion para éste y sus soluciones
irradiadas fueron las siguientes: como fase estacionaria: columna Alltima C1g de 50 mm de
longitud x 4.6 mm de diametro interno; tamafo de particula: 3 um; y como fase mévil: 75 %
de H>SO4 0.08 N + 25 % de 1-hexanosulfonato de sodio; volumen de inyeccion: 100 L, y

flujo: 0.3 mL/ min.
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Figura 40. Espectro UV del acido nicotinico; solucion 0.8 mM; xmax = 262 nm; tg= 4.1 min.

3.1. Efecto de las dosis de irradiacion en el acido nicotinico. Las condiciones de
reaccion de las soluciones de vitamina fueron las siguientes: acido nicotinico 1 mM + 2.5
mM de KsFe(CN)s que fueron saturadas con N2O e irradiadas a una razon de dosis de 42.4

Gy/ min.

3.1.1. Productos radioliticos esperados. En el siguiente esquema se muestran los

productos radioliticos esperados en la radidlisis de acido nicotinico en solucién acuosa:
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3.1.2. Producto radiolitico identificado: 3-hidroxipiridina. Debido a que no se contaba
con una muestra auténtica de acido 5-hidroxinicotinico —pues no estaba disponible
comercialmente—, el Unico producto radiolitico identificado en la radidlisis del acido
nicotinico fue la 3-hidroxipiridina (3-OHP). Enseguida se muestran los espectros UV
utilizados como estandares del acido nicotinico y de la 3-OHP (figura 41); asi como el de la
3-OHP formada por radidlisis (figura 42) y, finalmente, el cromatograma de los productos

radioliticos del acido nicotinico (figura 43):
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Figura 41. Espectros UV del acido nicotinico (0.5 mM; Amax = 262 nm; tg ® 4.1 min) y de la 3-OHP (0.26 mM;

Amax = 283 nm; tg & 3.6 min).
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Figura 42. Espectro UV de la 3-OHP formada por radidlisis de nicotinico; Amax = 283 nm; tx = 3.6 min.
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Figura 43. Cromatograma de una solucion de acido nicotinico 1 mM + 2.5 mM de K3;Fe(CN)s saturada con N,O e

irradiada a una dosis de 2.54 kGy. A 1.09 min eluye el KsFe(CN)s; a = 4.1 min lo hace el acido nicotinico; a 3.64
min la 3-OHP; a = 2.5 min eluye un compuesto desconocido, mientras que a ~ 2.17 min lo hace el compuesto

que se piensa que es el acido 5-hidroxinicotinico, el que seria —Unicamente si se considera el area de su pico

cromatografico— el producto formado en mayor proporcion.

3.1.3. Cuantificacion de la 3-hidroxipiridina. A continuacién se presenta un ejemplo de

las curvas patron utilizadas para la cuantificacion de la 3-hidroxipiridina:
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Figura 44. Curva patrdn de la 3-hidroxipiridina.

Ahora se presenta un ejemplo de las curvas de produccion de la 3-hidroxipiridina obtenida

por radidlisis de acido nicotinico:
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Figura 45. Curva de produccion de la 3-hidroxipiridina obtenida por radidlisis de acido nicotinico en funcion del
tiempo de irradiacidn. Las condiciones de reaccion fueron: soluciones 1 mM de &cido nicotinico + 2.5 mM de

KsFe(CN)s que fueron saturadas con N,O e irradiadas a 42.4 Gy/ min.

3.1.4. Valor G. A partir de las areas determinadas para cada concentracion de 3-OHP
producida, y mediante el dato de pendiente (P+4) de su curva patrén, fue posible conocer la
concentracion de producto formado en la radidlisis de acido nicotinico. Posteriormente se
calculd su valor G, siendo éste de 0.18 moléculas producidas por cada 100 electrén-volts de
energia absorbida; no encontrandose en la literatura informacion referente al particular. En
la presente investigacion, sin embargo, dicho valor de rendimiento fue comparado con el
valor G del mismo producto obtenido por radidlisis de piridina (G = 2.97), observandose en la
radidlisis de acido nicotinico un rendimiento muy inferior del producto (en ~ 94 %); un
resultado que puede explicarse no solo tomando en cuenta que dos de las condiciones de
radidlisis eran distintas: 1) la concentracion, que era = 41 mM para la piridina, y de 1 mM
para el acido nicotinico, asi como también 2) el pH de las soluciones de piridina y de acido
nicotinico (que contenian KsFe(CN)s 2.5 mM), de 8.2 y de 4, de manera respectiva;
encontrandose a pH = 8.2 un mayor numero de moléculas desprotonadas de piridina (pKa =
5.23)° que de acido nicotinico a pH = 4 (siendo el pKa para el nitrégeno de su molécula de
4.85)'3, lo que en el caso de la piridina conduciria a una mayor destruccién radiolitica de su
molécula, puesto que cuando el nitrégeno de la piridina esta desprotonado, sus propiedades
electrofilicas se acentian, aumentando su reactividad;> sino también, y quiza sea uno de
los factores mas importantes, por el hecho de que la reaccién de descarboxilacién, que

ocurre en la molécula de acido nicotinico, implica un mecanismo radiolitico mas complejo



que aquel que tiene lugar en la formacion de 3-hidroxipiridina por radidlisis de piridina; una
aseveracion que, por otra parte, coincide con lo informado en la literatura en el sentido de
que existe una mayor tendencia del radical *OH a adicionarse a la posicién o posiciones no

sustituidas en un anillo piridinico.%®

3.2. Posibles mecanismos de radidlisis. Con la intencion de explicar la formacién de 3-
hidroxipiridina por radidlisis de acido nicotinico en solucién acuosa, enseguida se muestran
dos mecanismos de reaccion que fueron tomados como base para proponer una posible
ruta para la formacion de dicho producto: 1) el mecanismo radiolitico de la piridina por

ataque del radical *OH:5

Asi como 2) un mecanismo radiolitico propuesto para la adicion del radical *OH al acido

benzoico (CsHsCO-" —un acido aromatico—) con posterior descarboxilacion:®°

H20 —AM_s *OH

'OH + CgH5CO» —_— "CeHs(OH)CO3"

- COy
CeHs(OH)"COy™ + Fe(CN)g> —— HOCgH4CO» + Fe(CN)g* + HY S CgHsOH + Fe(CN)g* + CO,



Proponiéndose asi, a partir de lo anterior, el mecanismo de radidlisis que sigue, en donde
CsHNCO:-" y CsH4NOH representan, de manera respectiva, al acido nicotinico y a la 3-

hidroxipiridina:

"OH + CsH4NCO5 —_— 'C5H4N(OH)C02_

- CO,
CsH4N(OH)'CO,™ + Fe(CN)g3—— s HOCsH3NCO,™ + Fe(CN)g* + HY "S5 CoH,NOH + Fe(CN)g*

En lo que se refiere al acido 5-hidroxinicotinico, aun cuando no pudo ser identificado por no
contar con su respectiva muestra estandar, la hipétesis de su formacién, asi como de que
seria el producto mayoritario de la radidlisis en solucién acuosa del acido nicotinico, se
sustentd sobre las siguientes bases: 1) la orientacion mefa del nitrégeno y del grupo
carboxilo en la molécula de acido nicotinico favorecen ambos la adicion del ‘OH a su
posicion 5 no sustituida, en contraste con la adicion del mismo a la posicién 3, que se ve
favorecida solo por el efecto meta del nitrogeno; 2) la mayor tendencia del *OH a adicionarse
a la posicion mefa no sustituida de la molécula,® pues la descarboxilacion de ésta implicaria
—como ya se mencion6— un mecanismo radiolitico mas complejo que la sola adicion del
*OH; y 3) la evidencia en estudios previos de radidlisis de esta vitamina en solucion acuosa
de la generacion del radical intermediario que por oxidacion daria lugar al producto
propuesto (figura 13).13.58

En particular, la hipdtesis de que el acido 5-hidroxinicotinico seria el producto
mayoritario no pudo ser contrastada debido a que no se cuantificd, y la unica especulacion
al respecto puede hacerse al considerar el area de su pico cromatografico, que es la mayor
en relacion con los demas productos (figura 43).

Para la formacion de este producto, se propone el siguiente esquema de reaccion:

COOH COOH




3.3. Productos radioliticos que no se formaron. Se confirmé que los productos
radioliticos acido 2-hidroxinicotinico y 6-hidroxinicotinico, que se formarian en caso de que la
adicion de los "OH ocurriera, de manera respectiva, en las posiciones 2 y 6 (no sustituidas)
del acido nicotinico, sin que tuviera lugar, desde luego, su descarboxilacion, no se producen
bajo las condiciones de trabajo, a saber: acido nicotinico 1 mM + KsFe(CN)s 2.5 mM,
saturacion con N2O, dosis maxima de 2.54 kGy, o bien no lo hacen en concentraciones
apreciables como para poder ser detectados. De manera analoga, no se produjo ni piridina
ni los isémeros 2- y 4-hidroxipiridina, que a diferencia de los acidos 2- y 6-hidroxinicotinico,
provendrian, en caso de formarse, tanto de la descarboxilacion del acido nicotinico como de
la adicidn de radicales libres a su anillo. En el caso hipotético de que se formara piridina a
partir de acido nicotinico tendria que ocurrir, aparte de su descarboxilacion, la adicién de un
*H a su posicidén 3, una reaccién que no esta tan favorecida pues, ademas de que en
soluciones acuosas irradiadas que han sido saturadas con N2O (Gon = 5.5) el *H esta
presente en una concentracion = 10 % con respecto al *OH, los dos radicales se adicionan
predominantemente a la posicidén mefa no sustituida del acido (posiciéon 5), aunado a que el
*H es un radical débilmente electrofilico, cuya velocidad de sustitucién en el caso de las
piridinas es menor que para los bencenos sustituidos,'® de los cuales se sabe, por cierto,
que bajo condiciones de saturacion con N.O de "“sus soluciones acuosas”, la especie que
reacciona con éstos es el "OH, y no el *H; y si los productos radioliticos fueran 2- y 4-
hidroxipiridina, tendria que verificarse la adicion del "OH a las posiciones 2 6 4; lo que, de
acuerdo con los resultados de esta investigacion, no ocurre. En ese contexto, la piridina
seria un producto radiolitico primario del acido nicotinico, formado por la sustitucion del
grupo 3-COOH por un hidrégeno, mientras que los isomeros 2- y 4-hidroxipiridina serian
productos radioliticos secundarios, en virtud de que para producirse, primero tendrian que
formarse los productos radioliticos que les dieran origen (primarios): ya sea productos de
descarboxilacion (que en ambos casos seria piridina), que posteriormente experimentasen
la adicién del *OH, o bien los acidos 2- y 4-hidroxinicotinico, que posteriormente se
descarboxilasen. La confirmacion de que los productos anteriores no se formaron, se
realizd, en todos los casos, empleando muestras auténticas en estado puro. Por ultimo,
considerando que ni la adicién del *H a la posicién 3 del acido nicotinico ni aquella del *OH a
las posiciones 2, 4 y 6 tuvieron lugar, se pudo confirmar que 1) la principal especie reactiva
gue interviene en la radidlisis de acido nicotinico bgjo condiciones de Gon = 5.5 es el *OH (y
no el *H) y, por otro lado, que 2) las posiciones 2, 4 y 6 del acido no estan favorecidas para

la adicion de éste, tal como se ha informado para esta y otras carboxipiridinas.58



4. Observaciones generales de las vitaminas y de sus productos radioliticos

4.1. Formas quimicas en las que se encontraban las vitaminas. Es importante informar
en qué forma quimica se encontraban las vitaminas en solucién acuosa antes de ser
irradiadas. Teniendo presentes sus valores de pKa (pKa1= 5.0y pKaz=9.0),'apH =6.3 la
piridoxina se encontraba como molécula protonada en dos formas posibles (figura 46),
mientras que el acido nicotinico, en virtud de sus valores de pKa (pKas; = 2.07 y pKaz =

4.85),'3 a pH = 4 se encontraba en su forma anfotera (figura 47).
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Figura 46. Formas de la piridoxina a pH = 6.3.
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Figura 47. Forma quimica (anfétera) del acido nicotinico a pH = 4.

4.2. Productos radioliticos. De los dos productos identificados en el estudio de radidlisis
de la vitamina Bs, la 6-hidroxipiridoxina y el piridoxal, sélo el piridoxal presenta actividad
vitaminica, pues se trata, precisamente, de otra de las formas quimicas en las que la
vitamina Be se encuentra en la naturaleza. Por su parte, la 6-hidroxipiridoxina carece tanto
de actividad nutrimental como de actividad antinutrimental. 88

Con respecto al estudio de radiolisis de niacina, ni la 3-hidroxipiridina, también
conocida como 3-piridinol,'* ni el acido 5-hidroxinicotinico (producto no confirmado) son

reconocidos como vitaminas.



5. Descomposicién radiolitica de las vitaminas en solucion acuosa

5.1. Gréficas. Los estudios de descomposicion radiolitica se realizaron utilizando acido
nicotinico, en el caso de la niacina, y piridoxina, en el de la vitamina Be. Las soluciones de
vitamina de concentracion 1 mM, que contenian 2.5 mM de KsiFe(CN)s y que fueron
saturadas con N0, se irradiaron a dosis entre 0 y 2.15 kGy.
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Figura 48. Grafica donde se muestra la descomposicion radiolitica del acido nicotinico y de la piridoxina 1 mM —

en términos de la concentracion residual de las vitaminas— en funcion de las dosis de irradiacion.

Como puede observarse en la figura 48, a medida que aumenta la dosis de
irradiacion, disminuye la concentracion de las vitaminas en solucion acuosa, debido al
aumento de su destrucciéon radiolitica. Asimismo, en ambos casos puede observarse la
tendencia a una menor destruccion radiolitica conforme aumenta la dosis, o dicho en otros
términos, a pesar de que la descomposicion radiolitica de las vitaminas continda conforme
se incrementa la dosis, el grado de destruccion de éstas es cada vez menor; siendo posible
explicar lo anterior si se toman en cuenta, al menos, dos factores: 1) la disminucion de la
concentracion original de las vitaminas, que da como resultado un menor numero de
moléculas "“de sustrato” en solucion acuosa y, por consiguiente, un menor numero de
reacciones con los radicales ‘OH; y 2) la formacién de los productos radioliticos primarios —
cuya concentracion aumenta a mayores dosis—, los cuales entran en competencia con las

vitaminas por los radicales "OH.



5.2. Cuantificaciobn. A una misma dosis de irradiacion, asi como a una misma
concentracion de vitamina (1 mM), el acido nicotinico fue destruido en menor proporcion que
la piridoxina; por ejemplo, a una dosis de 2.15 kGy se registré una destruccion de 18 % para
el acido y de 43 % para la piridoxina. Tales resultados coinciden con lo informado en la
literatura, en donde la niacina es clasificada como ~“mas resistente” a la radiacion ionizante
que la vitamina Bs (clasificada como de " resistencia intermedia”).3® En ese contexto, la
menor destruccidn radiolitica de la niacina puede comprenderse al observar las estructuras
quimicas de ambas vitaminas: teniendo la piridoxina un mayor numero de grupos
funcionales que el acido nicotinico, se esperaria, con base en esto, una mayor destruccion
radiolitica de la primera al reaccionar con las especies radioliticas primarias del agua (*H,
‘OH y eac) ¥, en particular, en el caso de esta investigacion, al reaccionar con los radicales
*OH. En ese sentido, ademas de su adicion al anillo heterociclico de la vitamina Bes y de la
niacina, las reacciones del *OH también implican la radidlisis de los grupos funcionales de
las vitaminas, como fue comprobado con la obtencién de piridoxal, que es un producto
generado por la reaccion del grupo 4-hidroximetilo de la piridoxina con el ‘OH, siendo
posible, del mismo modo, la obtencion de un producto radiolitico con un grupo aldehido en la
posicion 5 —en caso de que el ‘OH reaccionara con el grupo 5-hidroximetilo de la
piridoxina—*4; lo que contrasta con las posibilidades de reaccion del acido nicotinico, cuyo
grupo funcional 3-COOH presenta, bgjo las condiciones de trabajo (Gon = 5.5), Unicamente

la posibilidad de la descarboxilacion.



5.3. Valores G°. Las siguientes graficas (figuras 49 y 50) corresponden a la extrapolacién

de los distintos valores G de descomposicion del acido nicotinico y de la piridoxina en

funcion de las dosis de irradiacion; dicha extrapolacion permitié conocer el valor G° de las

vitaminas:
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Figuras 49 y 50. Graficas respectivas de los distintos valores G de descomposicién del acido nicotinico y de la

piridoxina en funcion de las dosis de irradiacion.



Los valores G° de la piridoxina y del acido nicotinico fueron, reciprocamente, de 3.9y 1.8
moléculas de vitamina destruidas por cada 100 eV de energia absorbida.

En el caso del acido nicotinico no se encontraron datos previos de su valor G°; lo que
si puede decirse para la piridoxina, en cuyo caso se informd el valor 3.5 —correspondiente
a un estudio de radidlisis de ésta en solucién acuosa—,5' que indica una menor destruccién
radiolitica de la vitamina en comparaciéon con el dato del presente trabajo. Las similitudes
observadas en ambos casos fueron la concentracion de vitamina (1 mM) y la razén de dosis
(de 35 Gy/ min en el estudio previo, y de 35.8 Gy/ min en el presente); sin embargo, la
diferencia fundamental la constituy6 la utilizaciéon de N>O: mientras que en el primer estudio
se irradiaron soluciones de vitamina que no contenian N2O, en la presente investigacion las
soluciones fueron saturadas con éste antes del proceso de irradiacion; lo que en este ultimo
caso dio como resultado una mayor produccion de radicales *OH durante el proceso (Gon =
5.5, comparado con Gon = 2.7 del estudio anterior), cuya consecuencia fue el aumento del
numero de reacciones de la piridoxina con tal especie, contribuyendo, por consiguiente, a
una mayor destruccion radiolitica de ésta, como lo indicé su valor G° (de 3.9).

Finalmente, comparando los valores G° de la piridoxina y del acido nicotinico
obtenidos en el presente estudio, la molécula que experimenta mayor destruccion radiolitica
cuando la dosis de irradiacion absorbida por las soluciones acuosas tiende a cero es la
piridoxina. Dicho hallazgo coincide tanto con lo informado en las fuentes documentales, en
el sentido de que la piridoxina es una vitamina mas sensible a la radiacion ionizante que el
acido nicotinico, como con los resultados de mayor descomposicion radiolitica observados
en el presente trabajo (figura 48). A partir de lo anterior, y considerando, especificamente,
que incluso a dosis proximas a cero (tal como lo indica la definicion de valor G°) la piridoxina
es destruida en una proporcion de mas del doble que el acido nicotinico (3.9 frente a 1.8), se
pudo confirmar que la primera es mas sensible a la radiacion ionizante y, en particular, muy

susceptible de ser destruida por los radicales *OH.



CONCLUSIONES

» Mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion, empleando como fase moévil 75 % de
H>SO4 0.08 N + 25 % de 1-hexanosulfonato de sodio y como fase estacionaria una columna
de fase reversa, asi como deteccion de luz UV, se obtuvo una buena separacion de la
vitamina Bs (piridoxina) y de la niacina (acido nicotinico) de sus respectivos productos
radioliticos.

» En el estudio de radidlisis de la vitamina Be (piridoxina) en solucion acuosa se identificaron
dos productos radioliticos primarios oxidados por el radical *OH: el piridoxal y la 6-
hidroxipiridoxina.

» En el caso del piridoxal, se comprobd que este ultimo se forma a partir de la reaccion de los
radicales *OH con la piridoxina, no siendo necesaria la presencia de O, para su formacion;
sin embargo, la presencia de dicho elemento si influye en su concentracion, concretamente
aumentandola.

= El valor G del piridoxal en condiciones de ausencia de aire y de saturacion con N2O de las
soluciones acuosas de piridoxina 1 mM + 2.5 mM de KsFe(CN)s fue de 0.29 moléculas
formadas por cada 100 electron-volts de energia absorbida. El valor G del producto
radiolitico 6-hidroxipiridoxina no fue calculado por no haber contado con una muestra del
mismo de concentracién conocida.

» Con respecto al estudio de radidlisis de piridina, la utilizacion de la fase moévil 30 % de
metanol + 70 % de NaHPO, 50 mM, asi como de una columna de fase reversa en
cromatografia de liquidos de alta resolucion con deteccién de luz UV, permiti6 la separacion
e identificacion del principal producto formado en la radidlisis de piridina en solucién acuosa:
la 3-hidroxipiridina. En dicho estudio se identificaron tres productos radioliticos: 2-
hidroxipiridina, 3-hidroxipiridina y 4-hidroxipiridina, siendo sus respectivos valores G de
0.044, 2.97 y 0.070 moléculas formadas por cada 100 electron-volts de energia absorbida. A
partir de tales valores, y de las referencias consultadas, fue posible predecir la formacion del
producto radiolitico identificado en el estudio de radidlisis de niacina.

» En el estudio de radidlisis de niacina (acido nicotinico) en solucion acuosa se identifico un
producto radiolitico primario oxidado por el radical “OH: la 3-hidroxipiridina.

= El valor G de la 3-hidroxipiridina en condiciones de ausencia de aire y de saturacion con N2O
de las soluciones acuosas de acido nicotinico 1 mM + 2.5 mM de KsFe(CN)s fue de 0.18
moléculas formadas por cada 100 electrén-volts de energia absorbida.

» Se fundamenta la formacién del acido 5-hidroxinicotinico; sin embargo, por no encontrarse

en el mercado, no fue posible contrastar su identificacion.



Con respecto a la radidlisis de niacina, los compuestos piridina, acido 2-hidroxinicotinico,
acido 6-hidroxinicotinico, 2-hidroxipiridina y 4-hidroxipiridina, con cuyas muestras auténticas
en estado puro se contaba, no se formaron bgjo las condiciones de reaccidon descritas:
soluciones de acido nicotinico 1 mM + 2.5 mM de KsFe(CN)s, saturadas con N2O e
irradiadas a una dosis maxima de 2.54 kGy; o bien en caso de haberlo hecho, su
concentracion se ubico por abajo del limite de deteccién del procedimiento.

Los radicales *OH generados en la radidlisis del agua reaccionan con ambas vitaminas por
adicion a su anillo heterociclico. Es a través de dicha reaccion como se formaron la 6-
hidroxipiridoxina, en el caso de la vitamina Bg (piridoxina), y la 3-hidroxipiridina, en el caso
de la niacina (acido nicotinico); sin embargo, en la formacién de piridoxal a partir de
piridoxina no ocurre la adicion del *OH al anillo aromatico de esta ultima, sino que tiene lugar
un mecanismo radiolitico distinto: el de abstraccién de un atomo de hidrégeno del grupo 4-
CH2OH por parte del *OH.

Por dltimo, los valores G° de descomposicion de la piridoxina y del acido nicotinico en
ausencia de aire, asi como en presencia de KsFe(CN)s y con Gon = 5.5 (soluciones
saturadas con N2O) fueron, de manera respectiva, 3.9 y 1.8; con lo cual se observé una
mayor destruccion radiolitica de la vitamina Bs que de la niacina, y se confirmd una menor

sensibilidad de esta ultima a la radiacién ionizante.
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