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Simbolos y abreviaturas

ANOVA Analisis de varianza (por sus siglas en inglés)
%CV Porciento de coeficiente de variacion

IC Cromatografia idnica (por sus siglas en inglés)

IR Infrarrojo

FIA Analisis por inyeccion en flujo (por sus siglas en inglés)
gl Grados de libertad

IC Intervalo de confianza

LC Limite de cuantificacion

LD Limite de deteccion

nTamano de muestra

r? Coeficiente de regresion lineal

r Coeficiente de correlacion lineal

o % Varianza

s Desviacion estandar

SC Suma de términos cuadraticos

UV Ultravioleta

UV-Vis Ultravioleta-visible

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (por sus siglas en inglés)
uL Microlitros

Hg Microgramo

GC Cromatografia de gases

AOAC Association Of Official Analytical Chemists (Asosiacion Oficial de
Quimica Analitica)

pH Potencial de hidrégeno

CPS Cuentas por segundo

FIU Intensidad de fluorescencia (por sus siglas en inglés)

UHT Temperatura ultra alta (por sus siglas en inglés)
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RESUMEN



Resumen
Esta investigacion fue realizada en la Universidad Auténoma de Baja California

UABC en el laboratorio de analisis de agua de la Facultad de Ciencias Quimicas e

Ingenieria.

En el presente trabajo se presenta el método de tiocromo para la cuantificacion de
tiamina, partiendo de una modificacion al método descrito en la NOM-247-SSA1-
2008 para cereales y sus productos por fluorescencia eliminando el uso de calor,

los disolventes o el uso de equipos como HPLC.

Se estandarizaron las condiciones 6ptimas para la cuantificacion de tiamina
mediante la formacién del tiocromo utilizando ferricianuro alcalino de potasio y un

agente precipitante para el pretratamiento de muestras.

El método fue aplicado al suero obtenido del producto lacteo de marca comercial
“‘Nutrileche”, el pretratamiento consisti6 en precipitar las proteinas utilizando

diversos métodos (acido tricloroacético, alcohol isopropilico y &cido citrico

agregandolo de forma solida y también en disolucién; encontrando a este ultimo

como el 6ptimo, posteriormente se realizd una curva estdndar en un intervalo de
concentraciones de 100 a 320 pg/L, utilizando 150 pL de ferricianuro de potasio
preparado en medio alcalino con el fin de oxidar la tiamina y formar el tiocromo; el
producto de reaccion obtenido se midié en un fluorémetro modeloTurner Quantech
a la longitud de onda de excitacion de 360 nm y de emisién de 430 nm. Los limites

de deteccion y cuantificacion para este método son 9.9 y 30 pg/L respectivamente.




1. INTRODUCCION




1.1 Vitaminas

Las vitaminas (Figura 1) son sustancias organicas complejas, biolégicamente
activas y con diversa estructura molecular, que se hallan en pequeias cantidades

en los alimentos y son necesarias para el hombre en pequefias cantidades, los

cuales son llamados micronutrientes. Siendo
indispensables para el desarrollo, mantenimiento y
el buen funcionamiento del organismo. La mayoria
de las vitaminas, con excepcion de la D, K, By,
B,y el acido folico, no son sintetizadas por el

organismo, y si lo hacen, las cantidades son

insuficientes; por tanto, es necesario su aporte

externo (Pérez Rios y Ruano 2004) (Moliendo

Patzi y Carrillo Larico 2014). Figura 1. Vitaminas

Cada una de las vitaminas ejerce una funcion que es Unica e insustituible en los
procesos metabdlicos del organismo. Si una de ellas falta, todo el organismo se
resiente. Cuando la dieta sea deficitaria de forma regular o cuando se coma
menos de lo recomendable, cabe la posibilidad de que el aporte vitaminico sea
insuficiente y puedan producirse enfermedades carenciales que sélo se curaran
cuando se consuma de nuevo la vitamina implicada. Asi, en los paises en vias de
desarrollo las deficiencias vitaminicas siguen siendo un importante problema de

salud (Pérez Rios y Ruano 2004) .

1.2 Funcidon de las vitaminas

En las dltimas décadas, diferentes pruebas cientificas han mostrado que las
vitaminas tienen multiples funciones o actividades biolégicas que, ademas de
mantener el funcionamiento normal de nuestro organismo, pueden ser muy Utiles

para la prevencion de determinadas enfermedades (Torrades 2005).

Las vitaminas integradas en el complejo B intervienen como coenzimas de
numerosos procesos metabdlicos. La B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B6 (piridoxal),

B3 (niacina), B5 (acido pantoteico) y B12 (cobalamina) actian como coenzimas de
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las vias glucoliticas y de oxidacion de los &cidos grasos, asi como en la

respiracion mitocondrial (Torrades 2005).

1.3 Clasificacion de las vitaminas

Generalmente la clasificacion de las vitaminas se realiza en funcién de la

solubilidad, y asi las dividimos en:

Liposolubles: Como su nombre indica son solubles en lipidos (no en agua) y son

vehiculizadas, en la mayoria de los casos, en la grasa de los alimentos. Debido a
su solubilidad pueden acumularse en los depdsitos grasos de los animales y si se
consumen en grandes cantidades, pueden alcanzar valores téxicos, sobre todo la
Ay la D, por tanto, su ingestion como suplemento al margen de la dieta debe ser
recomendada por un meédico. En este grupo, aparte de las vitaminas A y D,

también se incluyen las vitaminas E y K (Pérez Rios y Ruano 2004).

Figura 3. Vitamina D Figura 2. Vitamina A (Retinol)

Hidrosolubles: Al contrario de las anteriores, las hidrosolubles son solubles en

agua. Agui se incluyen las vitaminas del grupo B y la vitamina C. Este grupo de

vitaminas pierde pronto su valor nutritivo, ya que son destruidas en los procesos
de coccidén o por accion de la luz solar. Son termolabiles, por eso se pierden
parcialmente con los procesos de coccion o elaboracién de los alimentos. Para su
absorcion requieren la intervencion de transportadores especificos, por lo que
presentan, en general, un maximo de absorcion y no suelen mostrar problemas de

hiperdosifiacion (Pérez Rios y Ruano 2004) (Torrades 2005).




La dosis diaria recomendada de las distintas vitaminas es diferente y esta en

funcion de la edad y el sexo. Por tanto, vamos a dividir la poblacién en 3 grupos

para asi poder reflejar de manera detallada las dosis recomendadas al dia.

La dosis diaria recomendada de las distintas vitaminas en edad infantil: de0a 9

afos (ver tabla 1) (Pérez Rios y Ruano 2004).

Tabla 1.-Cantidad diaria recomendada de las distintas vitaminas de 0-9 afios

Vitamina A

450.0 300.0

Vitamina D

10.0 10.0

Vitamina E

6.0 6.0-7.0

Vitamina B1

0.3-04 0.5-0.7

Vitamina B2

0.4-0.6 0.8-1.0 1.2

Vitamina B3

4.0-6.0 8.0-11.0 13.0

Vitamina B6

0.3-0.5 0.7-1.1 1.4

Vitamina B9

40.0-60.0 100.0 100.0

Vitamina B12

0.3 0.9-15 1.5

Vitamina C

50.0 55.0 55.0

La dosis diaria recomendada de las distintas vitaminas para la edad adulta: de 10

a 60 afos (ver tabla 2) (Pérez Rios y Ruano 2004).

Tabla 2.-Cantidad diaria recomendada de vitaminas en adultos

Vitamina ug

Varoén

Mujer Varon Mujer Varon Mujer

Vitamina A

1000.0

800.0 1000.0 800.0 1000.0 800.0

Vitamina D

5.0

5.0 5.0 5.0 10.0 10.0

Vitamina E

10.0-11.0

10.0-11.0 12.0 12.0 12.0 12.0

Vitamina k

1 pg por Kg de peso

Vitamina B1

1.0-11

0.9-1.0 1.2 0.9 11 0.9-0.8

Vitamina B2

1.5-1.7

1.4-15 1.8 1.4 1.7-1.6 1.3-1.2

Vitamina B3

16.0-18.0

15.017.0 20 15 19.0-18.0 14.0

Vitamina B6

1.6-2.1

1.6-2.1 21-18 1.7-1.6 1.8 1.6

Vitamina B9

300.0-
400.0

300.0-400.0 400.0 400.0 400.0 400.0

Vitamina B12

2.0

2.0 2.0 2.0 2.0 2.0

Vitamina C

60.0

60.0 60.0 60.0 60.0 60.0




La dosis diaria recomendada de las distintas vitaminas para la edad para adultos

Mayores: de 60 afios en adelante (ver tabla 3) (Pérez Rios y Ruano 2004).

Tabla 3.- Cantidad diaria recomendada de vitaminas en mayoresde 60 afios

60-70 Afios Mas de 70 Afios
Vitamina pg Varon Mujer Varon Mujer
Vitamina A 1000.0 900.0 800.0 700.0
Vitamina D 10.0 15.0 10.0 15.0
Vitamina E 10.0 12.0 8.0 10.0
Vitamina k 1pg por Kg de peso
Vitamina B1 1.2 1.2 1.1 1.1
Vitamina B2 1.3 1.4 1.2 1.3
Vitamina B3 16.0 16.0 15.0 15.0
Vitamina B6 1.7 19 1.7 1.9
Vitamina B9 400.0 400.0 400.0 400.0
Vitamina B12 24 3.0 2.4 3.0
Vitamina C 60.0-100.0 60.0-100.0 60.0-100.0 60.0-100.0




2. ANTECEDENTES




2.1 Tiamina

En 1926 se aisl6 la vitamina B1 en forma cristalina. Se sintetiz6 diez afios mas
tarde, y ahora se utiliza el término tiamina en vez de vitamina B1.

La estructura quimica de la tiamina fue establecida por J. Williams y colaboradores
en 1936 que también la sintetizaron quimicamente, aunque habia sido aislada
inicialmente una década antes por Jansen y Donath. Posteriormente, en 1937,
Lohman y Schuster descubrieron que la forma biologicamente activa era el

difosfato de tiamina (Deulofeu Piquet 2014)

2.1.1 Propiedades fisicoquimicas de la tiamina

La formula quimica empirica de la tiamina es: C;2H18C2N4OS, que siguiendo las
normas de nomenclatura quimica recibe el nombre de 3-(4’amino-2’-metil-5-
pirimidinil-metil)-5-(2-hidroxietil)-4-metiltiazol  cloruro monohidrocloruro 'y su
estructura se puede observar en la figura 4. La vitamina en forma libre es una
base pero normalmente se aisla y sintetiza como cloruro o mononitrato (Deulofeu

Piquet 2013). NH2

+..-""
N/\S

O J e

HsC N" H,C

OH

Figura 4. Estructura quimica tiamina

Es una sustancia cristalina e incolora que recibe los nombres de: vitamina B1,
vitamina anti beriberi y neurina (Moliendo Patzi y Carrillo Larico 2014).

La tiamina es una vitamina altamente soluble en agua con solubilidad reducida en
alcoholes y una solubilidad insignificante en organicos menos polares disolventes

como éter, benceno, hexano y cloroformo (Solano 2006).




Comercialmente, esta disponible en forma de mononitrato de tiamina o tiamina
hidroclorada, con este Ultimo marcadamente menos soluble en agua y menos

higroscopica.
2.1.2 Estabilidad

La tiamina es una de las vitaminas més inestables. Tiene una estructura de
uniones deébiles, se descompone con facilidad en un medio alcalino. Se destruye
facilmente por accién del calor, resiste temperaturas de hasta 100°C, pero tiende a
destruirse si se calienta en exceso. Es relativamente estable a bajas temperaturas
en estado seco y en oscuridad. En solucién, son generalmente inestables a
temperaturas elevadas o bajo condiciones alcalinas. La tiamina es estable a pH
entre 2 y 4 (Pérez Rios y Ruano 2004).

La tiamina es estable en condiciones acidas, pero es labil en condiciones alcalinas
con la apertura del anillo de tiazol para producir la forma de tiol. A pH bajo, la
tiamina estd presente con una carga positiva en el nitrdgeno de pirimidina N1

pKa= 1y 4.8para el nitrégeno de tiazol N3. A pH fisioldgico, la tiamina es un catién

con una carga positiva en el tiazol Nitrégeno N3. Con un aumento en el pH, su

comportamiento es complejo, pasando a través de una pseudobase intermedia sin
carga para producir su forma de tiol cargada negativamente (pKa 2 y 9.2)
(Edwards, y otros 2017).
Dentro de las funciones atribuidas a esta vitamina destacamos:
e Funcionamiento correcto de los masculos y del sistema nervioso.
e Forma parte de una coenzima que interviene en el metabolismo energético
de los hidratos de carbono, las grasas y proteinas (Pérez Rios y Ruano
2004).




2.1.3 Fuentes de tiamina

En la tabla 4 se pueden observar algunos de los alimentos que proporcionan

tiamina y su concentracion en mg/100g.

Tabla 4.-Vitamina B1 en mg, expresada en 100g de porcion comestible en

distintos alimentos (Pérez Rios y Ruano 2004).

Alimentos Cantidad

Arroz integral 0.3
Avellanas 0.6
Besugo 0.8
Cacahuates 0.6
Castafna 0.2
Chorizo 0.8
Garbanzos 0.4
Guisantes 0.3
Lentejas 0.5
Lomo embuchado 0.8
Lubina 0.8
Naranja 0.1
Nueces 0.48

Pistacho 0.069
Sojaengrano 0.85

2.1.4 Recomendaciones de ingesta para tiamina.

Al hablar de las necesidades y recomendaciones de ingesta de tiamina debemos
considerar el contenido calérico, carbohidratos y aminoacidos ramificados de la
dieta, por ello, en muchas referencias bibliograficas y en las recomendaciones
internacionales, se refiere el consumo de tiamina en relacion a las calorias
ingeridas, si bien, deberian aumentar si aumentamos los aportes en carbohidratos.
En Estados Unidos las recomendaciones de ingesta diaria para adultos y nifios
son de 1.9 umol/1000 Kcal, (0.5 mg/1000 Kcal) mientras que para nifios de edad
inferior a 6 afos, es de 1.5 uMol/1000 Kcal, mientras que la OMS y la FAO
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recomiendan consumir 0.4 mg por cada 1000 kcal de ingesta, para la mayoria de
las personas. En el embarazo se recomienda un aporte extra de 1.5 pumol/dia, (0.5
mg/dia). Aporte extra que se recomienda mantener también durante la lactancia
para garantizar un buen contenido en tiamina de la leche. En personas de edad
avanzada, de 65 afios en adelante, se consideran cumplidas sus necesidades con
aportes de 1.2 mg/dia en hombres y de 1.0 mg/dia en mujeres, pues no se ha
observado disminucién de la eficacia de la absorcion de esta vitamina al contrario

de lo que ocurre con otras (Deulofeu Piquet 2014).

2.1.5 Metabolismo de la tiamina

La tiamina es absorbida a nivel del intestino delgado mediante un proceso de
transporte activo cuando la ingesta es minima. La vida media de la tiamina en el
cuerpo es de 9 a 18 dias. La falta de almacenamiento y la relativamente corta vida
media hace que sean necesarios los aportes nutricionales continuos para
mantener un buen estatus en esta vitamina especialmente en ancianos, por el
contrario cuando el consumo de alimentos que contienen esta vitamina es mayor,
la absorcion se produce por transporte pasivo. Se metaboliza por un proceso de
fosforilacién en la mucosa yeyunal, llega al higado a través de la vena porta.
Estudios recientes demuestran que las formas liposolubles de la vitamina son mas
facilmente absorbibles que las formas clasicas hidrosolubles como los
hidrocloruros. Se almacena principalmente en el masculo esquelético, también en
el corazén, rifiones, higado y tejido nervioso. La tiamina se degrada a pirimidina y
tiazol, y se elimina por medio de la orina. Ademas en la orina se identifican entre
25 y 30 productos de su degradacion (Moliendo Patzi y Carrillo Larico 2014)
(Deulofeu Piquet 2014).

2.1.6 Deficiencia de tiamina

La deficiencia de esta vitamina es poco frecuente en los paises subdesarrollados,

si bien aln existen casos en el mundo desarrollado de una afeccidon conocida con

elnombre de Beri-beri. Esta es una enfermedad que provoca alteraciones




neuroldgicas, debilidad muscular y trastornos cardiacos que pueden conducir a la

muerte.

La encefalopatia Wernicke-Korsakoff es una enfermedad provocada por la
carencia de tiamina cuya causa principal es el alcoholismo cronico, a pesar de que
pueden producirlo deficiencias vitaminicas secundarias a otras causas. Se
caracteriza por la triada clinica de oftalmoplejia, confusion y ataxia (Saad Lapka y
Llorens 2015). Su deficiencia en la poblacion de los paises desarrollados esta
ligada al alcoholismo cronico, ya que en este caso esta aumentada la excrecion

urinaria de esta vitamina, y al tabaquismo, ya que se produce una reduccién en la

capacidad de asimilacion de esta vitamina (Pérez Rios y Ruano 2004) .La escasez

de esta vitamina produce irritabilidad, falta de concentracion y de memoria, y

puede ser causa de depresion ( Vilaplana i Batalla 2016).

2.1.7 Toxicidad

Efecto colateral por exceso de ingesta de tiamina es de trastornos gastricos
(Torrades 2005). Un consumo excesivo de alimentos dulces (azucar, chocolate,
bolleria, reposteria) puede reducir las reservas de vitaminas B1, y esta es una de
las razones por la que conviene moderar el consumo de estos alimentos. El
exceso del consumo de alimentos que contienen esta vitamina no suele ser toxico,
y tiene un requerimiento minimo diario de 0.5mg/1000 Kcal (Moliendo Patzi y
Carrillo Larico 2014).

2.1.8 Métodos de determinaciéon de Tiamina

Métodos analiticos basados en la quimica de la tiamina toman ventaja de la carga
cationica a través del intercambio de iones para la deteccion de técnicas de
aislamiento y separacion que dependen de su actividad en el rango de UV
capacidad de ser oxidado y detectado a través de fluorescencia,
quimioluminiscencia y electroquimioluminiscencia,aunque la tiamina intacta es
altamente soluble en agua, la divisibn quimica o bioquimica en el puente de
metileno permite una posterior extraccién del 4-metil-5- (2-hidroxietil) tiazol menos

polar fragmentar en disolventes organicos antes del analisis GC o cuantificacion
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por centelleo contando si el fragmento de tiazol esta radiomarcado. Algunos de
estos metodos se puede observar en la tabla 5. Los métodos basados en la
biologia se aprovechan de la papel de la tiamina como una vitamina esencial para

el crecimiento de muchos microorganismos (Edwards, y otros 2017).

Tabla 5.- Metodologias sobre cuantificacion de vitamina B1

Reaccién
fotoquimica en linea
de inyeccion de flujo
acoplada a
espectrofluorimetria

Espectrofluorometria

HPLC/detector de
fluorescencia
Espectrofluorometria

DLLME/ detector de
fluorescencia
Método

Suero y farmacos

Extracto de
Brassicaoleraceagongylodes

Muestras alimenticias

Tabletas

Alimentos

Estandar de HAuCl,

Oxidacion con
ferricianuro

Tiocromo
enzimatico

Oxidacion con
ferricianuro
Oxidacion

catalitica

enzimatica

Oxidacion con
ferricianuro

Oxidacion con

(Chen, y
otros 1998)

(Amjadi,
Manzoori y
Orooji
2007)
(Rubaj, y
otros 2008)
(Khan, y
otros 2008)

(Vinas, y
otros 2011)
(Yu, Ching

y Tan
2015)

fluorométrico oro

La eleccion del método usualmente depende de la sensibilidad y la interferencia
gue se encuentre en la muestra. En afios recientes se ha utilizado la cromatografia
liquida de alta resolucion para la determinacién de varios componentes incluyendo
las vitaminas (Bueno Solano 2006).

Actualmente, la sintesis de las vitaminas se realiza sin problemas partiendo de

sustancias quimicas puras, sometidas a reacciones particulares y bajo la accién

de agentes fisicos y quimicos. El manual de la AOAC, usado para la estimacion de
vitaminas hidrosolubles emplea procedimientos de extraccion y reacciones

quimicas, seguidos de meétodos fluorométricos, espectrofotométricos vy
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microbiolégicos, Swan-Choo (1996) y Li (2006) mencionan otros meétodos de
identificacion como son de absorciobn atémica, electroforesis capilar vy
cromatografia liquida de alta resolucion.

Siong (1996) mencionan que los métodos empleados por la AOAC con tediosos y
requieren de mucho tiempo, ademas, pueden ser no satisfactorios por la

interferencia causada por otros componentes de la muestra (Bueno Solano 2006).

2.2 Leche

La leche, figura 5, es uno de los alimentos mas

nutritivos, contribuye a la ingesta caldrica diaria total.

Tal como sale de la vaca la leche, es un alimento
compuesto principalmente de agua (entre 85 y 89%)

—_—— y solidos como los &acidos grasos esenciales,

Figura 5. Leche inmunoglobulinas, proteinas de alta calidad que
proporcionan los diez aminoacidos esenciales, lactosa y minerales (calcio, fosforo,
zinc y magnesio, entre otros). Contiene también vitaminas A, D y del grupo B,
especialmente B2, B1, B6 y B12. La leche se comercializa en dos formas
principales: leche liquida y leche en polvo o deshidratada, (PROFECO 2004),
(USAID 1997-1999)

2.3 Contenido de micronutrientes de la leche

El perfil de micronutrientes de la leche entera muestra que ésta es una fuente
excelente de calcio y vitamina B2, una buena fuente de vitamina A, y una fuente
aceptable de vitamina D, proporcionando 26 a 40%, 23 a 52%, 10 a 24%, y
alrededor del 5% de la ingesta diaria recomendada (IDR) de los Estados Unidos,
respectivamente, por porcion de 250 mL.

La mayor parte de la leche para consumo humano es tratada con calor para
prevenir riesgos de salud publica causados por microorganismos patdégenos
presentes en la leche cruda. Los tratamientos industriales con calor habituales
para la leche liquida incluyen la pasteurizacién, tratamiento ultra térmico o con

temperatura ultra alta conocido por su sigla en inglés, UHT, y la esterilizacion.
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Estos procesos industriales destruyen algunos nutrientes, especialmente las
vitaminas que estan presentes naturalmente en la leche, y la magnitud de las
pérdidas depende del nutriente y el método de procesamiento usado. Sin
embargo, los nutrientes destruidos durante el procesamiento se pueden
reemplazar mediante la fortificacion de la leche. Los niveles a los cuales se
agregan los nutrientes a la leche dependen de muchos factores, incluidos los
niveles de consumo de leche y los requerimientos nutricionales de la poblacion
objetivo; el efecto de los nutrientes que se agregan sobre las propiedades
organolépticas (olor, sabor y color) de la leche; y la estabilidad de los nutrientes
durante el procesamiento y almacenamiento de la leche. La leche liquida,
especialmente la leche descremada, deberia ser fortificada por lo menos con las
vitaminas A y D, en cantidades de 5.000 pL y 500 pL, respectivamente. A esos
niveles de fortificacion, una porcién de 100 ml de leche proporcionara 21 a 38% de
la IDR en los Estados Unidos para la vitamina A (1330 a 2330 Ul) y 13% de la IDR
de Estados Unidos para la vitamina D (400 pL) para nifios de entre 1 y 10 afios.
Se pueden agregar ademas otros nutrientes segin sea necesario (Fortification
Basics USAID 1963).

2.4 Estabilidad de los micronutrientes

Las vitaminas presentan diferentes grados de sensibilidad al calor, la luz y la
humedad, como también, a los agentes oxidantes y reductores. La mayoria de las
vitaminas y de los minerales presentan una retencion de entre 70 y 100% después
de un Unico tratamiento térmico industrial comun. Sin embargo, la repeticion de los

tratamientos con calor puede producir una pérdida considerable. Ademas, la

mayoria de los nutrientes contenidos en la leche liquida permanecen estables

durante el almacenamiento. La leche en polvo entera, fortificada, almacenada a
temperatura ambiente por 24 meses conserva entre el 90 y 100% de las vitaminas
B1, B2, B6, C, E y niacina agregadas, durante dicho periodo de almacenamiento.
Sin embargo, se puede producir una pérdida significativa de vitamina A, con
niveles de retencion de entre 55 y 75% después de 5 meses y soOlo 35 a 45%

después de 24 meses de almacenamiento. Por lo tanto, los micronutrientes
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agregados a la leche se pueden destruir durante el procesamiento térmico normal
y el almacenamiento de la leche. Para compensar estas pérdidas, se debe agregar
un exceso de cada micronutriente durante la fortificacion. Las pérdidas que sufre
la leche durante el almacenamiento varian con el tiempo, la temperatura, humedad
y exposicion a la luz, y deberian ser determinadas en forma local (USAID 1997-
1999).

2.5 Control de calidad

En leche los métodos cuantitativos para otros micronutrientes incluyen el método
fluorométrico para las vitaminas B1 y B2, y el método espectrofotométrico para los

minerales, incluidos el hierro y el calcio (USAID 1997-1999)

2.6 Legislacion

Varios paises han establecido la fortificacion obligatoria de la leche desde
principios de siglo. Ademas, varios otros paises voluntariamente agregan
micronutrientes a la leche, particularmente a la leche liquida semidescremada o

descremada, y a las leches en polvo (USAID 1997-1999).

2.7 Formula lactea

Para evitar que los consumidores confundan los productos que son propiamente
leche con los que no lo son, la NOM -155- SCFI-2003 incluye las caracteristicas
de las férmulas lacteas y de los productos lacteos combinados. Su diferencia
principal con la leche es la menor cantidad de proteinas propias de leche que
contienen. Para su correcta identificacion, estos productos deben sefialar
claramente su denominacién en el envase, y desde luego no pueden denominarse
leche ni sugerir que lo son. Si adicionan grasa vegetal, deben usar la
denominacion “formula lactea con grasa vegetal” o “producto lacteo combinado
con grasa vegetal”’, ademas de declarar sus contenidos de grasa y proteina. La
clasificacion de “entera”, “parcialmente descremada” o “descremada” no esta

considerada para ellos.




De acuerdo con la normatividad, la formula lactea es un producto que debe
elaborarse a partir de los ingredientes propios de la leche (caseina, lacto sueros,
grasa y agua). A diferencia de la leche, que debe contener al menos 30 gramos
por litro de proteina de la leche, una formula lactea puede tener tan solo 22
gramos por litro. Asimismo, el contenido de lactosa debe ser no menor a 55
gramos por litro. Por otro lado, el producto lacteo combinado puede tener un
contenido proteinico aun méas bajo: un minimo de 15 gramos por litro de proteina
propia de la leche. En todos los casos, al menos el 70% de estas proteinas deben
ser caseina (PROFECO 2004).

2.8 Suero de leche

El suero de leche es el liquido claro de color amarillo verdoso, color debido al
pigmento de la lactoflavina o vitamina B2, que resulta de la coagulacion de la
leche durante la elaboracion del queso. Otro mecanismo de precipitacion de
proteinas es mediante la adicion de acidos como clorhidrico, sulfurico o acético.

Tiene una densidad un poco superior a la densidad del agua. Algunas aplicaciones

del suero de leche en alimentos son: en panaderia, quesos, bebidas, postres,

confiteria, productos carnicos entre otros utilizado para incrementar el valor
nutricional del alimento, funciona como emulgente, gelificante, mejora la
consistencia de los alimentos, mejora solubilidad, mejora viscosidad, mejora
estabilidad coloidal etc. (Saad Lapka y Llorens 2015) (Herdandez-Rojas y Vélez-
Ruiz 2014) .Frecuentemente posee todos los componentes de la leche con
excepcion de la caseina y un poco menos de grasa, posee un sabor ligeramente
acido. Contiene entre el 6% y el 6.4% del extracto seco, es decir, la mitad de la
materia seca de la leche. La composicién del suero de leche varia dependiendo de
las caracteristicas de la leche, pero en términos generales se puede decir que el
suero contiene 4.9% de lactosa, 0.9% de proteina cruda, 0.6% de cenizas, 0.3%
de grasa, 0.2% de &cido lactico y 93.1% de agua. Aproximadamente el 70% del
nitrégeno total (proteina cruda) corresponde a proteina verdadera, la cual tiene un
valor nutritivo superior al de la caseina, y esta compuesta por la B-lactoglobulina,

la a-lactoalbumina, las inmunoglobulinas, la proteosa-peptona y las enzimas

28




nativas; el resto lo forman aminoacidos, urea, creatina, amoniaco y acidos

nucleicos (Herdandez-Rojas y Vélez-Ruiz 2014).

2.9 Luminiscencia

La emision luminiscente ocurre como resultado de una transicion electronica
radiactiva, en la cual un electron pasa de un nivel de energia mayor a uno mas
bajo. La diferencia en energia es emitida en forma de un fotén. Previamente a la
emision, el electron fue excitado a un nivel de energia mayor por algin método de
excitacion. La luz emitida por el material es de una longitud de onda mayor a la
incidente (ley de strokes). La longitud de onda de la luz emitida es caracteristica
de cada material.

Existen distintos fendmenos de Iluminiscencia, los cuales reciben nombres
dependiendo del tipo de excitacibn de la que se absorbe energia. Algunos
ejemplos de estos son la bioluminiscente (reacciones bioquimicas),
catodolumuniscencia (catoédicos), quimioluminscencia (reacciones quimicas),
electroluminiscencia (campo eléctrico), piezoluminiscencia (presion),
radioluminiscencia (radiacion ionizante), fotoluminiscencia (por medio de luz visible
o ultravioleta), termoluminiscencia (por la liberacion térmica de energia

almacenada en un solido previamente excitado con radiacion ionizante).

De acuerdo al tiempo caracteristico que transcurra entre la excitacion y la

luminiscencia, esta se clasifica en fluorescencia o fosforescencia.

Figura 6. Fotoluminiscencia




2.9.1 Fluorescencia

La fluorescencia es un método analitico relacionado con la espectrofotometria
donde se da el fenomeno luminiscente en el cual una molécula es capaz de emitir
energia por radiacién en periodos de tiempo menores a 10%s después de la
excitacion previa y se detiene inmediatamente cuando esta cesa, como se
muestra en la figura 6. El tiempo de decaimiento de la fluorescencia es
independiente de la temperatura. El mecanismo de la fluorescencia esta
determinado por la probabilidad de la transicidén electrénica de un nivel excitado Eg

a su estado base Eg (Diana 2013).
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Figura 7. Diagrama de fluorescencia

La medicibn de la intensidad de la fluorescencia permite determinar
cuantitativamente vestigios de muchas especies inorganicas y organicas.

Una de las caracteristicas mas atractivas es su sensibilidad inherente. Los limites
inferiores del método con frecuencia son menores que los de un método de
absorcién por un factor de 0.1 o mayor y varian entre unas pocas milésimas o quiza
centésima de parte por millon.

Casi todos los sistemas fluorescentes que son Uutiles para cuantificacion son
compuestos organicos complejos que tienen uno 0 mas grupos funcionales
aromaticos, ademas el proceso de absorcion que conduce a la fluorescencia mas
intensa en estos compuestos generalmente representa una transicion T->T1*

aungue son de interés ocasionalmente otras transiciones como n—->T*. En la figura




8 se observa el diagrama de energia de absorcion y emision para los sistemas

fluorescentes y fosforescentes.

—
Estados singuletes excitados Estado triplete ex

Conversién Relajacién
interna vibracional

{r/ Cruce entre

‘ sistemas

i

Conversién
interna
y externa

o —————— é’l——————
g
§

] e o —————

- —
\
f

I R —

Relajacién
‘ vibracional s o

¥
Y

Ay

Figura 8. Diagrama de energia parcial para un sistema fotoluminiscente.

Sin embargo, los métodos de fluorescencia tienen menos aplicaciones que los
métodos de absorcién, dado el numero relativamente limitado de sistemas
guimicos que presentan fluorescencia apreciable, lo cual, los hace selectivos.
Ademas, esta Ultima se ve sujeta a muchos mas efectos de interferencia ambiental
que los métodos de absorcion UV-VIS (Diana 2013).

2.9.2 Equipo

El espectrofluorometro utiliza monocromadores lo cual permite realizar barridos
midiendo la intensidad de fluorescencia a diferentes longitudes de onda
proporcionando espectros de emision o lecturas puntuales y sus componentes se

muestran en la figura 9.
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Figura 9. Componentes del espectrofluorometro

El fluorbmetro solo presenta un compartimento para celda (un solo haz) y se

pueden realizar anicamente lecturas puntuales y generalmente utiliza filtros para

pulir la longitud de onda de excitacion y emision como se pueden observar en la

figura 9.
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Figura 10. Componentes del fluorémetro




Fuente de luz: Se emplea comiunmente una lampara de arco de mercurio o

xenon. La lampara de xendn produce intensa radiacion por el paso de
corriente por una atmosfera de xenoén. El espectro continuo en la gama
comprendida entre 250 nm y 600 nm estando la intensidad pico en 470 nm.
Las ldmparas de arco de mercurio producen un intenso espectro de lineas.
Las lamparas de alta presion (aproximadamente 8 atm) dan lineas en 365,
398, 436, 546, 579, 690, y 734 nm. Las lamparas de baja presion equipadas
con una cubierta de silice proporcionan intensa radiacién adicional en 254
nm.

Filtros y monocomradores: se utilizan frecuentemente filtros de absorcién

y filtros de interferencia, la mayor parte de los fluorébmetros usan
monocromadores de red. Las redes tienen la ventaja de dar dispersiones
lineales, una mejor dispersion en la regién visible y tienen menor perdida de
luz en comparacién con los prismas. Los prismas de cuarzo dan mejor
dispersion en la region ultravioleta y no poseen espectros de segundo y
tercer orden.

Los filtros se utilizan para realizar dos funciones:

El primero es permitir que solamente una luz de una longitud de onda

especifica pueda pasar a la celda de muestra y excitar una molécula

especifica. Los filtros de excitacion son siempre de Banda Corta (NB).

Los filtros de emisibn son generalmente agudos de corte (SC) que
permiten que solo la luz emitida por encima de la longitud de onda
especifica pueda pasar en el tubo fotomultiplicador. Puesto que el tubo
fotomultiplicador es sensible a una amplia gama de longitudes de onda, un
filtro permite al usuario elegir el intervalo de longitud de onda detectada por
el tubo fotomultiplicador, para reducir el ruido de fondo y asi aumentar la
sensibilidad.

Filtro de paso de banda estrecha (NB) Este filtro se utiliza cuando las
longitudes de onda de excitacion y emision estan muy juntas, los anchos de

banda tipicos estan en el rango de 8 a 10 nm. Se requieren técnicas de
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fabricacion de precision y cuestan mas que los otros tipos de filtros. El filtro
consiste en un interferometro miniatura en conjuncién con los vidrios de
bloqueo. Algunos filtros de paso de banda estrecha se componen de unas
gafas especiales Opticas, o una combinaciéon de vidrio o materiales de
gelatina y tienen anchos de banda de 50 a 100 nm. Estos filtros son
particularmente Utiles cuando se requiere una alta sensibilidad y una
resolucibn mas baja no es un factor para distinguir entre los diferentes
restos fluorescentes presentes en la solucion.

Filtros Agudos de Corte (SC). En este tipo de filtro pasa toda la luz de
una longitud de onda a un valor dado y bloquea toda la luz de longitudes de
onda méas cortas. La transicion de cero a la transmitancia total
(aproximadamente 80-90 por ciento), por lo general tiene lugar en una

region de alrededor de 40 nm. La longitud de onda caracteristica de un

filtro de Agudo de Corte SC se define como la longitud de onda a la que el

filtro tiene una transmitancia de 37 por ciento. Con la mayoria de los
fabricantes de filtros, no se trata de una tolerancia de 10 nm en la ubicacién
de las mas largas longitudes de onda de la luz emitida que se puede medir.
Celdas: celdas cilindricas y rectangulares construidas de vidrio o silice
(Diana 2013).

Detectores: debido a que la sefal de fluorescencia es de baja intensidad
se requiere de un potente sistema de amplificacién. Por esto son preferidos
los tubos fotomultiplicadores, aunque también se usan comunmente los
fototubos. Estos han llegado a generalizarse como detectores en

instrumentos de fluorescencia sensibles.




3. JUSTIFICACION




3. Justificacion

Las deficiencias vitaminicas o de micronutrientes tienen un impacto negativo en la
salud infantil (Beaton, y otros 1993), (Rosaldo, y otros 1997), (Maulen-Radovan, y
otros 1999). Varios informes muestran la asociacién de deficiencias vitaminicas y
de micronutrientes con una menor respuesta inmune, con el aumento de la
frecuencia de infecciones respiratorias y digestivas, y con alteraciones en las
habilidades cognitivas (Munson, y otros 1974), (Schlesinger y Stekel 1997) (Black,
Lanata y Lazo 1989), (Green y Heyworth 1980).

La adicibn de vitaminas y minerales a los alimentos comunes es la mejor
estrategia para corregir el nivel de micronutrientes de grandes sectores de la
poblacién, pues no se requiere de modificar la dieta habitual ni de insistir en el
cumplimiento individual de un programa nuevo; es un método que se puede seguir
por periodos prolongados. Por lo anterior, la adicion de vitaminas y minerales a los
alimentos puede ser puesta en practica de forma mas econdmica para superar la
desnutricion por deficiencia de minerales y vitaminas (Rosaldo, y otros 1997).

Algunos autores recomiendan la suplementacion con multiples micronutrientes, ya

que en la mayoria de las ocasiones los nifios presentan deficiencia de mas de dos

micronutrientes y porque se logra un mayor impacto nutricional (Rosado, Bourges
y Saint 1995). La OMS promueve la fortificacion con micronutrientes en alimentos
de consumo masivo, de bajo costo y aplicacién de método fluorométrico para la
cuantificacion de vitamina B1 en productos lacteos disponibles en el mercado para
qgue lleguen de forma suficiente a los grupos de poblacién en riesgo (Rosaldo, y
otros 1997).

Fortificacion de la leche liquida: Las vitaminas liposolubles se pueden agregar en
polvo o en forma liquida, mientras que las vitaminas hidrosolubles y los minerales
se agregan en polvo directamente a la leche liquida. La leche liquida se fortifica
justo antes de su pasteurizacion o tratamiento ultratérmico, y es fundamental
asegurarse que haya una buena distribucion de los nutrientes en la leche antes de
efectuar cualquier tratamiento de calor. Las vitaminas presentan diferentes grados
de sensibilidad al calor, la luz y la humedad, como también, a los agentes

oxidantes y reductores. Los avances recientes de la tecnologia han permitido
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producir formas comerciales de vitaminas con mayor estabilidad y compatibilidad
con otras formas de nutrientes. Un programa de fortificacion con vitaminas y
minerales necesita que se realicen pruebas en forma periddica para asegurar la
cantidad deseada de micronutrientes en el producto final antes de su uso. Por
consiguiente, se necesitan instalaciones, procedimientos, y personal debidamente
entrenado (USAID 1997-1999).

La importancia de la cuantificacién de tiamina se debe al papel que juega en

nuestro organismo para la conversion de carbohidratos en energia, y a los efectos

gue ocasiona por su deficiencia o por alta ingesta en el ser humano.




4. Hipotesis

La tiamina presente en productos lacteos puede ser cuantificada mediante un
método fluorométrico basado en la oxidacion de tiamina para formar el tiocromo.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Aplicar el método fluorométrico para la cuantificacion de vitamina B1 en productos

lacteos mediante la oxidacion de la tiamina para formar el tiocromo.

5.2 Objetivos especificos

1. Establecer un protocolo estandar de determinacion de tiamina en disoluciones
acuosas mediante el anadlisis de variables criticas aplicando un disefio de

experimentos.

Establecer el limite de deteccién y cuantificacion del método analitico en la
determinacién de tiamina en productos lacteos mediante la formaciéon del
tiocromo como resultado de la oxidacién de la tiamina presente en el medio,

acoplado a un detector de fluorescencia.

. Aplicar el método para la determinacién de tiamina en muestras comerciales
de productos lacteos con el fin de contrastar el contenido reportado por el

fabricante.




6. METODOLOGIA

Figura 11. Disoluciones de suero de leche fluorescentes




6.1 Método de tiocromo

Los métodos quimicos mas utilizados implican la reaccién entre la vitamina y
ferricianuro de potasio en solucién alcalina para formar tiocromo el cual presenta
una fluorescencia azul caracteristica (A excitacion 365-375 nm y Aemision a 425-
435 nm) que se usa como base para los procedimientos de medida mas
frecuentemente usados fluorométricamente; este procedimiento es el oficial de
EE.UU. y ha sido automatizado por inyeccién de flujo con fluorometria y deteccion

de quimioluminiscencia.

En disolucién bésica, la tiamina en presencia de agentes oxidantes como el
[Fe(CN)g] %, HgCl,, bromuro de ciandégeno entre otros forman tiocromo, como se
observa en la figura 11. Por otro lado la tiamina se destruye por la radiacion
gamma, los rayos X y la radiacion UV, aspectos importantes en la industria
farmacéutica y alimentaria pues son métodos de esterilizacion ampliamente
utilizados y que por tanto pueden reducir su aporte nutricional (Deulofeu Piquet
2014).

DG ;[

D"éf K, Fe(CN), /NaOK

CH,CH,0H
Tlncrnmn N\;[/\Nr:s—\/l\ )

Figura 12. Reaccidn de tiamina a tiocromo

Para la cuantificacion de tiamina se parti6 modificando el método descrito en la
NOM-247-SSA1-2008 para cereales y sus productos, el cual utiliza HPLC con
detector de fluorescencia e hidrolisis acida para la extraccion de la tiamina. El

método propuesto para la determinacion de tiamina en leche se basa en la
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precipitacion de proteinas en medio acido y utiliza el anicamente el fluorbmetro
como detector. En la tabla 6 se muestran los reactivos, materiales y equipo

necesarios para la cuantificacion de tiamina.

Tabla 6.- Reactivos, Materiales y Equipo para la Cuantificacion de Tiamina

Agua destilada.

Acido clorhidrico HCI (J.T. Baker)

Clorhidrato de tiamina : C1,H18C2N4OS (Eastman kodak CO) grado USP

Ferricianuro de potasio K3Fe(CN)s (J.T. Baker)

Hidréxido de sodio NaOH (Productos quimicos de Monterrey S.A de C.V)

Acido tricloroacéticoC,HCIl;0, (Mallinckrodt)

Acido fosférico HsPO, (J.T. Baker)

Alcohol isopropilico C3HgO grado HPLC

Acido citrico CgHgO7 (J.T. Baker)

Papel filtro

Vidrieria de laboratorio

Balanza analitica PB 303-5 Mettler Toledo

Equipo Turner Quantech Fluorometer con filtros

Filtros para fluorometro de NB360 nm (absorcién) y SC430 nm (emision) Sharp
cut off filter

Celda para fluorémetro de 3mL SIGMA C-9167 LOT 35H0865 silica (quartz), light
path 10 mm recomendado para UV/Vis, espectrometria desde 200nm

Micro pipeta Epperndorf de 10- 100 pL y de 100-1000pL




Figura 13. Equipo utilizado para la cuantificacion de tiamina

Se preparan las disoluciones a utilizar como se describe en la tabla 7, utilizando

agua desionizada como medio de disolucion. La disolucion estandar de tiamina

debe prepararse el mismo dia que se utiliza, mientras que Las disoluciones de

ferricianuro de potasio alcalino son preparadas con un dia de anticipacion.

Tabla 7.- Descripcion de preparacion de disoluciones para curva de calibracion

DISOLUCIONES

Ferricianuro de potasio

PREPARACION

Pesar 50 mg de ferricianuro de potasio, disolver
y aforar a 5 mL con agua.

Ferricianuro de

alcalino al 1%

potasio

Pesar 7.5 g de NaOH, agregar 2 OmL de agua y 2
mL de ferricianuro de potasio, agitar y aforar con
agua a 50 mL.

Disolucion madre de

clorhidrato de tiamina

Pesar 50 mg de clorhidrato de tiamina, agregar
20 mL de agua, 5 mL de HCI 1N y aforar a 50mL.

Disolucién estandar de
clorhidrato de tiamina (1000

Hg/L)

Colocar 50 pL de la disolucibn madre de
clorhidrato de tiamina y aforar a 50 mL con agua.




Diagrama de flujo para preparacion de curva estandar de tiamina

Tomar los microlitros indicados de 100 a 3200
uL de clorhidrato de tiamina de concentracion
de 1000 pg/L y afadirlos a un matraz
volumétrico de 10 mL.

Agregar 150 pL de ferricianuro alcalino de
potasio.

Aforar con agua desionizada.

po S * en fluorometro a longitudes de onda de 360
nm excitacién y 430 nm de emision.

Tomar lectura de intensidad de quorescencia|

v
Diagrama de flujo para determinacion de tiamina en la muestra

Tomar una alicuota de muestra de leche y afadir
agente precipitante agiitar y reposar.

Separar el suero.

Tomar los microlitros indicados de 100 a 3200
uL de suero de leche y afadirlos a un matraz
volumetrico de 10 mL.

Agregar 150 pL de ferricianuro alcalino de |
potasio.

—< Aforar con agua desionizada (filtrar nuevamente|

en caso de existir turbidez).

fluorometro a longitudes de onda de 360 nm de

Tomar lectura de intensidad de fluorescencia en
exitacion y 430 nm de emision.




6.2 Elaboracion de curva de calibracién de clorhidrato de tiamina
para determinar la estabilidad de la disolucion.

Se prepararon por quintuplicado disoluciones de
tiamina en un intervalo de concentracion de 10 a
320 pg/L, para medir su intensidad de
fluorescencia (FIU) en un fluorémetro (Turner
QuantechFluorometer) utilizando longitudes de
onda de 360 nm excitacion y 430 nm de
emision, con los datos obtenidos elaborar la
curva estandar, estas mismas disoluciones
fueron analizadas diario durante un mes, para
observar la estabilidad de la disolucion estandar
de tiamina utilizando el método para la

formacion del tiocromo.

Figura 14. Reactivos y disoluciones para
la cuantificacién de tiamina

6.3 Pretratamiento de muestra

La muestra de 25 mL de leche (Nutri-leche) es tratada con el agente precipitante

para eliminar las proteinas presentes, con este fin se utilizo:

a) Acido tricloroacético solido (4 g)
b) Acetonitrilo (200 pL a 5000 pL)

c) Alcohol isopropilico, sulfato de sodio anhidro y cloruro de sodio (1.5 mL:

0.052 g: 0.128 g)
d) Acido citrico solido (40 mg)

e) Disolucién de acido citrico (140 mg/mL)

Una vez adicionando el agente precipitante se realiz6 la separacion en las cuales

con a y b se requirid centrifugacién. El acetonitrilo se descartd6 como agente

precipitante por la turbidez y separacion de fases que presentaba.




Al utilizar los agentes precipitantes ¢ y d se requirié Unicamente filtracion por
gravedad utilizando papel filtro cualitativo. Al utilizar acido citrico solido se observé
buena coagulacion de proteinas, por lo cual, se optd por preparar una disolucion
del mismo, para obtener una adicidbn del mismo mas sencilla y uniforme, y
posteriormente buscar la cantidad Optima necesaria para la coagulacion de
proteinas, resultando esta Ultima opcidn ser mas conveniente que su forma soélida.
La figura 15 muestra el proceso de separacion de proteinas utilizando como
agente precipitante, 420 uL de una disolucion de acido citrico a una concentracion
de 141.8 mg/mL, por udltimo, se filtr6 por gravedad con papel filtro cualitativo y

posteriormente se procede a la cuantificacion de la tiamina formando el tiocromo.

Figura 15. Precipitacion de proteinas

Se realizé la precipitacion de proteinas a diferentes temperaturas 8, 22 y 36 °C

(figura 16) obteniéndose el suero con diferente turbidez encontrando que se

favorece la preocupacion a temperaturas bajas.

Figura 16. Precipitaciéon de proteinas a diferentes temperaturas




6.4 Optimizacion de la cantidad de ferricianuro de potasio alcalino

Con la finalidad de optimizar la cantidad de ferricianuro de potasio alcalino
necesaria para obtener intensidad de fluorescencia mas alta se utilizé6 un disefio
factorial mixto 3x2 con tres puntos centrales, con 4 grados de libertad y resolucion

V, los experimentos a realizar se muestran en la tabla 8.

Tabla 8.- Optimizacion de la cantidad de ferricianuro de potasio alcalino

200 200
1700 600
3200 1000
1700 600
1700 600
1700 1000
1700 200
200 1000
3200 200
De los resultados obtenidos con este disefio de experimentos realizado en

muestra se opté por trabajar con disolucién estandar de tiamina de 100 ug/L
variando Unicamente el volumen de ferricianuro de potasio alcalino con el fin de
encontrar la cantidad minima necesaria de ferricianuro de potasio alcalino para

formar el tiocromo producto de la oxidacién de la tiamina.

6.5 Determinacion de tiamina en muestra de suero de leche
(Nutrileche)

Tomar alicuotas en un intervalo de 100 a 3200 yL de una muestra de suero de

leche, adicionarla a un matraz volumétrico de 10 mL y agregar 150 pL de

Ks[Fe(CN)g] alcalino, aforar con e

360 nm 430 nm 360 nm

agua desionizada (filtrar si H\ “ »
presenta de turbidez) y leer en i - L N’"é’\__/

) v 3- . 4 I 7
[Fe(CN)gl™ + _ \l(||J + L\/ N/J\s

un fluorometro a longitudes de
onda excitacion de 360 nmy 430 \_

430 nm '

nm de emision.
Figura 17. Diagrama de fluorescencia de tiocromo
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La secuencia de los ensayos se realizd con el propésito de encontrar las
condiciones Optimas para la cuantificacion de la tiamina, para lograrlo se realizd
una curva de calibracibn con diferentes concentraciones y se midié a dos
diferentes longitudes de onda de emision 430 nm y 440 nm y en ambos casos se
utilizé la misma onda de excitacion de 360 nm, se observé que 430 nm presenta
mejor linealidad. Se determiné la estabilidad de la tiamina haciendo mediciones
diarias de las mismas soluciones, lo cual mostr6 que esta se mantenia estable
durante un mes a temperatura ambiente y en oscuridad.

Se elimind la adicion de éacido fosférico, ya que la intensidad de fluorescencia
mostrada en las soluciones de tiamina era la misma con y sin su presencia.

La figura 19 se muestra la curva estandar de una disolucion de clorhidrato de
tiamina 1000 pg/L, utilizando de 100 a 3200 pL con 2 mL de ferricianuro alcalino y

0.5 mL de acido fosforico aforados a 10 mL con agua.

Curva estandar de clorhidrato de tiamina

1la000 FIU = 23.39%[pg/L de clorhidrato de tiamina] + 1267
ri=0.9260

8000 r=0.9997

£000
4000

2000

a
100 150 200 250

Intensidad de Fluorescencia (FIU)

Clorhidrato de tiamina (pg/fL)

Figura 19. Curva Estandar de Tiamina
Para la muestra de leche se optimizé el método para la precipitacion de proteinas,
utilizando diferentes agentes precipitantes como fueron: acido tricloroacético (ver
figura 20) del cual se afiadieron 4 g por cada 25 mL de muestra requiriendo 30
minutos de centrifugacion a 3000 rpm y no se logré separar completamente el

suero ya que,




guedaban particulas de la proteina coagulada suspendida en el mismo.

Figura 20. Precipitacién con &cido tricloroacético

Se observa en la tabla 9 los valores obtenidos de tiamina en la muestra se
encuentran muy por encima del valor reportado en el empaque de Nutrileche que
es de 230 pg en 250 mL de leche, mismos que se pueden observar en la figura 21;

por lo que se optd por cambiar el agente precipitante y disminuir la cantidad de

ferricianuro de potasio alcalino ya que la intensidad de fluorescencia se veia

afectada a altas concentraciones de ferricianuro alcalino.

Tabla 9.- Resultados de cuantificacion de tiamina en suero de leche utilizando
acido tricloroacetico.
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Hg de Tiamina en 250 mL de leche

[ ]
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® ® 45 9 ® @ muestria

@ reportado (230
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g en 250 mL de leche

&

Muestra

Figura 21. Resultados de cuantificacion de tiamina a diferentes volimenes de leche

Se observé que este proceso no era reproducible ya que en las multiples pruebas
que se realizaron se obtenian resultados diferentes.

Con la adicion de acetonitrilo a la leche como agente precipitante (ver figura 22),
en un intervalo de 200 pL hasta 5000 pL, se obtenia precipitacion, pero mostro
separacion de fases y turbidez por lo cual se opt6 por trabajar con otros agentes
precipitantes.

Figura 22. Precipitacion de proteinas con acetonitrilo




El siguiente agente precipitante fue una mezcla de 1.5 mL de alcohol isopropilico,

0.052 g cloruro de sodio y 0.128 g sulfato de sodio anhidro, el cual si precipito

proteinas, aunque presento ligera turbidez en el suero, con este se realiz6 el

disefio de experimentos disefio factorial mixto 3x2 con tres puntos centrales, con 4
grados de libertad y resolucion V utilizado para optimizar la cantidad de

ferricianuro de potasio alcalino mostré los siguientes resultados (ver tabla 10):

Tabla 10.- Disefno Factorial Mixto 3X2 Con 3 Puntos Centrales

200
1700
3200
1700
1700
1700
1700

200
3200

Al realizar el analisis estadistico de los resultados del disefio de experimentos
utilizando el software Statgraphics arroja los datos mostrados en la tabla 11.

Tabla 11.- Analisis de varianza (ANOVA)

F-Ratio P-Value
Squares

A:Muestra 1.02E+06 1.02E+06 35.17 0.0041

B:Ferricianuro 816966 816966 28.06 0.0061

AA 212455 212455 7.3 0.054

AB 435600 435600 14.96 0.018

Total error 116475 29118.7

Total (corr.) 2.61E+06

En la figura 23 se muestra el efecto que tiene el volumen adicionado de
ferricianuro de potasio alcalino en el volumen de muestra procesada, a mayor

volumen de ferricianuro de potasio alcalino mayor sefial fluorescente (FIU).




Main Effects Plot for FIU

Muestra Ferricianuro

Figura 23. Grafico de Efectos principales de FIU

Con el disefio factorial se obtiene la ecuacion 1 de regresion lineal maltiple con la
cual se puede predecir la intensidad de fluorescencia si se cambia el volumen
adicionado de ferricianuro de potasio alcalino con un coeficiente de determinacién
de r*= 0.9552.

FIU = 21.0831 + 0.474569*Muestra - 0.0125*Fa - 0.000137422*Muestra™? +
0.00055*Muestra*Fa

Ecuacién 1 Ecuacion de Regresion Lineal Mdltiple

En la figura 24 se muestra el grafico de superficie de respuesta que predice el

cambio de intensidad de fluorescencia en funcién de la muestra y cantidad de

ferricianuro de potasio alcalino afiadido.

Estimated Response Surface

4 Ferricianuro
Muestra (X 1000)

Figura 24. Gréfico de superficie de respuesta




Estos resultados muestran que a mayor volumen de ferricianuro de potasio
alcalino afiadido mayor fluorescencia.

Al usar una mezcla de 1.5 mL de alcohol isopropilico, 0.052 g cloruro de sodio y
0.128 g sulfato de sodio anhidro como agente precipitante, observando el suero

presentaba turbidez como se observa en la figura 25 y no fue reproducible, ya que

variaban los tiempos de coagulacion y el tamafio del mismo. En la cuantificacion

de tiamina se encontré que el alcohol isopropilico abatia la fluorescencia.

Figura 25. Precipitacion de proteinas con alcohol isopropilico y sales.

En la figura 26 se muestra la curva estandar de clorhidrato de tiamina utilizando

200 pL de ferricianuro de potasio alcalino, sin adicién de acido fosférico.

Curva estandarde clorhidrato de
tiamina
FIU = 26.581% [ ug/L de clorhidrato detiaminal+330.91

r* = 0.9987
r=0.0932

Intensidad de Fluorescencia

100 150 200 250
Clorhidrato de tiamina {pg/L)

Figura 26. Curva estandar de tiamina sin adicion de acido fosforico




En la tabla 12 se muestra la concentracion calculada en pg de tiamina en 250 mL
de leche al analizar diferentes volimenes de suero de leche, encontrando que las
concentraciones no tienen tanta dispersion entre los volimenes analizados, las
fluorescencias obtenidas en la curva estandar eran bajas comparadas con la

anterior.

Tabla 12.- Resultados de cuantificacion de tiamina en suero de leche precipitando
con alcohol isopropilico y sales.

100 792 433.66
300 2009 526.09
600 3738 534.18
1000 5936 527.17
1400 7520 482.99
1800 9572 482.85
2200 11354 471.24
2600 12398 436.51
3000 13878 424.71
10 3200 15997 393.27
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En comparacion con el método anterior en la figura 27 se observa que la
concentracion de tiamina obtenida es mas cercana al valor reportado, por lo cual
se decide cambiar a otro agente precipitante y reducir la cantidad de ferricianuro

de potasio alcalino.

Hg de tiamina en 250 mL de leche

600.000

500.000

400.000

300.000

200.000

100.000

0.000

Mg tiamina en 250 mL de leche

Muestra

Figura 27. Resultados de cuantificacion de tiamina a diferentes volimenes de suero de leche.
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Finalmente, acido citrico el cual se probé como soélido mostrando buena
precipitacion y facil separacion si se agitaba lentamente, para disminuir tiempos y
uniformizar el pretratamiento de la muestra se

opté por trabajar con una disolucion de &acido

citico 141.8 mg/mL presentando mejores

resultados al adicionar 420 pL a 25 mL de
muestra a 8 °C (ver figura 28). Con este proceso
se obtuvo una concentracion de tiamina mas
cercana a la reportada en el empaque de la
muestra, pero estando aun por encima del valor
reportado por lo cual se realizé un nuevo analisis
usando una solucién estandar de tiamina de 100

pg/L y variando solamente la cantidad de volumen

de ferricianuro de potasio alcalino adicionada (ver  Figura 28. Precipitacion de
roteinas con acido citrico
tabla 13). P

Tabla 13.- Variacién de Ferricianuro de potasio alcalino para encontrar el valor
minimo necesario en la cuantificacién de tiamina.

Mg/L de k,Fe(CN), Intensidad

tiamina
100 100 2965
100 150 3226
100 200 3298
100 300 3554
100 400 3771
100 600 4148
100 800 4476
100 1000 4204

En la figura 29 se observa el resultado de graficar los pL de ferricianuro de potasio
alcalino afadidos a un estandar de tiamina de 100 pg/L, se recalculd la
concentracion de tiamina para cada volumen a partir de la ecuacion obtenida al
graficar los pL de ferricianuro de potasio alcalino y la intensidad de fluorescencia
(FIU= 28.881*[ug/L Tiamina] + 274.1) donde encontramos que la cantidad optima
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minima necesaria es de 150 pL de ferricianuro ya que a 150 pg/L la concentracion
calculada se acerca mas a la concentracion real del estandar; mostrando también
que afadiendo méas de 800 pL de ferricianuro de potasio alcalino se abate la

intensidad de fluorescencia.

Efecto de la cantidad de ferricianuro afadido en el calculo de la
concentracion de tiamina

—8— L de ferricianuro vs g de
tiamina

Hg de tiamina

==4="Teorica (100 pg/L)

200 400 600 800 1000 1200
ferricianuro (L)

Figura 29. Efecto de la cantidad de ferricianuro afiadido en el calculo de la concentracién de
tiamina.

En la figura 30 se muestra la curva estdndar de clorhidrato de tiamina de 1000

pg/L afadiéndole a esta 840 pL de la solucién de &cido citrico aforando a 50 mL,

utilizando 150 pL de ferricianuro alcalino observando una buena correlacion lineal.

[
Curva estandar de clorhidrato de tiamina con acido

citrico

FIU= 27 15%[ug/L de clorhidrato de tiamina]+ 353.1
r2=0.999
r=0.9994

Intensidad de Fluocrescencia (FIU)

100 150 200 250
Clorhidrato de tiamina (pg/L)

Figura 30. Curva estandar de tiamina con adicién de &cido citrico




Las condiciones ¢6ptimas de precipitacion fueron utilizando 420 pL de la disoluciéon
de &cido citrico 141.8 mg/mL a 25 mL de la muestra de leche a 8 °C con agitacion
muy suave, los resultados se pueden observar en la tabla 14.

Tabla 14.- Resultados obtenidos de la cuantificacion de tiamina utilizando 150 pL
de ferricianuro de potasio alcalino y acido citrico.

uL FIU ug de ‘
tiamina/250mL
100 3913 3278.05
200 5149 2207.67
300 4626 1310.71
400 4348 918.54
600 5594 802.51
800 6686 726.54
1000 6234 538.45
1200 5445 387.10
1400 5603 341.05
1600 6652 357.60
1800 7840 377.50
2000 6478 275.89
2200 6562 253.14
2400 7510 267.24
2600 8245 271.51
2800 7755 234.84
3000 7673 215.46
3200 7885 206.92

Se observa en figura 31 que los valores se encuentran mas cercanos al valor

reportado en el empaque de la Nutri leche.

( pg de tiamina/250 mL de leche \

B8
8 8

* Muestra
M g reportados (230 pg/250 mL)

L 2
0."
sensnnndtaddoannnnnnm

5 10 15
Muestra

Figura 31. Resultados de cuantificacion de tiamina a diferentes volimenes de suero de leche

g de tiamina/250 mL de leche

8
o &

/v
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Se nos permitié en el centro de graduados del Instituto Tecnologico de Tijuana
utilizar un espectrofluorémetro Horiba JOBINIVON modelo NanoLog (figura 32)
solicitando el apoyo a la Dra. Georgina Pina Luis y del Dr. Antonio Tirado Guizar
para realizar las mediciones de fluorescencia tanto de una curva estandar como
de la muestra, se hizo un barrido para saber que longitudes de emision y
excitacion tiene la muestra el cual nos mostré unalongitud de onda de excitacién
de 375 nmy una longitud de onda de emision de 440 nm, el software procesa las

sefales obtenidas utilizando el programa ORIGIN.

Figura 32. Espectrofluorometro Horiba JOBINIVON Modelo NanoLog

La curva estandar se prepar6 bajo las mismas condiciones anteriores, obteniendo

el suero de la leche mediante la precipitaciébn con disoluciéon de &cido citrico

previamente descrita, obteniendo la curva estandar con un coeficiente de
regresion de 0.9990 (figura 33).




Curva estandar de clorhidrato de tiamina con acido
citrico

800000 CPS=2124. *[ug/L de clorhidrato de tiamina]+36739
—_ r?=029990
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Figura 33. Curva estandar de tiamina utilizando espectrofluorémetro Horiba.

El programa ORIGIN mostré los valores de CPS (cuentas por segundo) a diferentes
longitudes de onda con lo anterior se obtienen los espectros para fluorescencia tanto de
excitacion como de emision lo cual ayud6 para obtener la longitud de onda maxima a la
cual emite la mayor fluorescencia de la oxidacion de la tiamina como tiocromo, la cual fue

de 440 nm; tanto para la curva como para la muestra de Nutrileche (ver figuras 34 y 35).

Espectro de fluorescencia de estandar de

clorhidrato de tiamina con acido citrico
800000

w 700000
600000
500000
400000
300000
200000
100000

0

Cuentas por segundo (CPS

Longitud de onda (nm)

Figura 34. Espectro de fluorescencia de estandar de clorhidrato de tiamina con acido citrico




Espectro de Fluorescencia de muestra de Nutrileche
1000000
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350 400 450
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Figura 35. Espectro de fluorescencia de muestra de nutrileche

El programa ORIGIN también proporcion6 un espectro de fluorescencia de
emision en 3D donde se puede observar en la figura 36 el punto central de la zona
roja mas intensa corresponde a la longitud de onda de excitacion de 375 nmy la
longitud de onda de emisién en los 440 nm, lo cual concuerda con el espectro de

fluorescencia mostrado previamente.

l 3.700E+05

2 BOBE+05

-1q1sr-05

1.023E+05
I 1.300E+04

EX Wavelength( nm

460 480
EM Wavelength( nm )

Figura 36. Espectro de emisién en 3D del producto de oxidacion de la tiamina el tiocromo




7.1 Validacion del método

La validacion del método analitico propuesto para la cuantificacion de tiamina
comprende establecer las condiciones Optimas para su cuantificacion vy
posteriormente realizar los calculos de recobro, linealidad del método, limites de
deteccion y cuantificacion, exactitud y repetitividad del método.

7.2 Porcentaje de recobro

En la Tabla 15 se muestran los valores obtenidos para el porcentaje de recobro
para las determinaciones con las que se elaboré la curva de calibracién para la
cuantificacion de tiamina
Criterios de aceptacion:
El CVy, del porcentaje de recobro:
no debe de ser mayor al 2% para métodos cromatograficos o volumétricos
no debe de ser mayor al 3% para método espectrofotométricos

no debe de ser mayor al 5% para método microbioldgico.

Tabla 15.- Porcentaje de recobro para la curva estandar utilizada para muestras

tratadas con acido citrico.

27.99415042
27.99415042
27.99415042
27.99415042
27.99415042
27.99415042
27.99415042
27.99415042
27.99415042
27.99415042

27.99415042
27.99415042
27.99415042
27.99415042
27.99415042
27.99415042

-56.0188022
-56.0188022
-56.0188022
-56.0188022
-56.0188022
-56.0188022
-56.0188022
-56.0188022
-56.0188022
-56.0188022

-56.0188022
-56.0188022
-56.0188022
-56.0188022
-56.0188022
-56.0188022

87.071
87.616
97.709
97.369
98.801
98.976
101.611
101.796
103.032
103.146

102.292
102.230
99.164
99.094
99.368
99.402
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7.3 Determinacion de la linealidad del método

Para la determinacion de la linealidad del método se debe de reportar la cantidad
adicionada vs cantidad recuperada. Utilizando el método de estimacion de
minimos cuadrados se calcula el valor de la pendiente (bi), la ordenada en el
origen (bo), el coeficiente de determinacion r?, el intervalo de confianza para la
pendiente ICgy, el intervalo de confianza para la ordenada al origen ICgo y el
coeficiente de variacion de la regresion CVy (ver figura ).
Criterios de aceptacion:

» Cantidad adicionada vs cantidad recuperada:

e #2098

e |Cg;debe de incluir la unidad

ICgo debe de incluir el cero

Tabla 16.- Linealidad del método para curva estandar y muestra tratadas con
acido citrico
Pendiente (b1) 27.172

Ordenada en el origen (bo) 352.651
0.9991

2
Coeficiente de determinacién lineal (r )
Coeficiente de correlacion lineal (r) 0.9995
Intervalo de confianza para la pendiente (ICB1) 27.420-26.923

Coeficiente de variaciéon de la regresion 1.977
(Cv )

y/x




6.4 Limite de deteccidon del método (LD) y limite de cuantificacion
(LC)

LD con base en la curva de calibracion y desviacion estandar de la regresion
3.3%S
LD = =YX
b,

Ecuacion 2. Limite de deteccidn

LC con base en la curva de calibracion y desviacion estandar de la regresion
_10+5,,

LC
b,y
Ecuacion 3. Limite de cuantificacion

Los valores obtenidos para el LC y LD se resumen en la jError! No se encuentra el

origen de la referencia..

Tabla 17.- Valores para LD y LC para curva y muestras tratadas con acido citrico

Limite de deteccion 9.9
Limite de cuantificacion 30.0




7.4 Determinacion de exactitud y repetibilidad del método

Se debe preparar el placebo analitico equivalente a una muestra analitica por
sextuplicado los cuales deben ser analizados por un mismo analista bajo las
mismas condiciones y determinar la cantidad recuperada del analito. Calcular el
porcentaje de recobro de cada placebo analitico o0 muestra adicionada al obtener
el cociente de la cantidad recuperada respecto de la cantidad adicionada
expresada en porcentaje. La exactitud y repetibilidad del método se muestra en la

tabla.

Tabla 18.- Resultados de exactitud y repetibilidad del método

Cantidad Cantidad

recuperada
(ppb)

% de

adicionada (ppb) Recobro

100.0
99.9
99.9
99.9
99.9
99.7
99.8

Promedio 99.9
Desviaciénestandar 0.089
% CV 0.089

Intervalo de confianza para
recobro

99.8-99.9




8. CONCLUSIONES




Conclusiones

Se partio de un método modificado de la NOM-247-SSA1. Cereales y sus
productos donde la tiamina es extraida de la muestra por hidrdlisis &cida y
oxidada a tiocromo, su contenido es determinado por HPLC en fase inversa
con deteccion fluorométrica.

Se elimin6é el uso de disoluciones buffer usadas como fase movil y la
cuantificacion se realiz6 utilizando directamente el fluorometro.

Para corroborar que la determinacion directa del tiocromo formado en la
oxidacion de la tiamina en el fluorometro era factible, se establecio la
longitud de onda maxima de excitacion y emision, y se realizaron curvas
estdndar para determinar la linealidad del método propuesto, y
posteriormente se determind la estabilidad de la disolucion estandar de
tiamina el cual es de un mes.

En el caso de la disolucién de ferricianuro de potasio alcalino se observo
gue existian variaciones en las lecturas de fluorescencia en la misma
muestra al ser analizada por lo que se opt6é por prepararse con un dia de
anticipacion al analisis, después de esto las lecturas se mantuvieron
estables.

La precipitacion de proteinas de la muestra se realizé mediante diferentes

agentes precipitantes los cuales fueron &cido tricloroacético, acetonitrilo,

alcohol isopropilico-mezcla de sales y finalmente &cido citrico sélido y en
disolucién 141.8 mg/mL.

Para optimizar la cantidad de ferricianuro de potasio alcalino se emple6 un
disefio de experimentos mixto 3x2 con tres puntos centrales, con 4 grados
de libertad y resolucion V, observando que a mayor volumen de ferricianuro
de potasio alcalino (1000 pL) presentaba mayor intensidad de
fluorescencia.

Se concluye que la turbidez en el suero es una interferencia en el analisis
porque aumenta la intensidad de fluorescencia.

Con cantidades altas de ferricianuro de potasio alcalino se observa

precipitacion en la solucion, por lo cual, requiere filtrarse antes de tomar
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lectura de fluorescencia por esta razon se reduce la cantidad de ferricianuro
anadido a 200 pL.

. Al precipitar las proteinas en la muestra con &cido tricloroacético,
acetonitrilo, alcohol isopropilico-mezcla de sales no se observa el mismo
comportamiento al reproducir los experimentos.

.Para asegurarse que las altas concentraciones de ferricianuro de potasio
alcalino no influyeran en la intensidad de fluorescencia, se realizd una serie
de experimentos utilizando una concentracion fija de un estandar de tiamina
y se modifico la cantidad de ferricianuro de potasio alcalino, esto nos llevo a
determinar que, si hay un efecto positivo y que después de 800 puL la
fluorescencia disminuye, ademas de concluir que la concentracion 6ptima
es de 150 pL.

11.Al adicionar 420 pL de una disoluciébn de acido citrico con una
concentracion de 141.8 mg/mL a una muestra de 25 mL de leche se obtuvo
una mejor precipitacion a una temperatura de 8 °C.

12.La disolucion estandar de tiamina (1000 pg/L) fue preparada con una
concentracion equivalente de acido citrico afiadida a la muestra, y se

elaboraron curvas estdndar con esta solucién (100-3200 pL en 10 mL). Se

obtuvieron buenas correlaciones determinando que el método es

reproducible.

13.Al cuantificar la concentracion de tiamina en Nutrileche utilizando los
mismos volimenes que los usados en la disolucién estandar se encuentra
que a partir de 2000 pL de leche, el valor calculado en promedio es 246 pg/
250 mL, lo cual corresponde a un 107 % del reportado en el empaque (230
pg/250 mL).

14.El método es reproducible con una linealidad de 0.9991

15.Se obtuvieron limites de deteccion y cuantificacion de 9.9 y 30 pug/L
respectivamente.

16.Para la exactitud y repetibilidad se obtuvo un intervalo de confianza de
99.8-99.9 %




17.Con este método se redujeron los tiempos de analisis, menor consumo de

reactivos y generacion de residuos, lo cual conlleva a una disminucion de

costos.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria
Determinaciéon de Tiamina por Polarografia Formando un

Complejo con Pb
Reporte de la estancia de investigacion realizada por Q.I Michelle Aline
Espindola Ordéifiez con matricula 295930 y con la Dra. Eugenia Gabriela
Carrillo Cedillo como directora de tesis, durante el periodo del 22 de abril al 5
de mayo de 2018 en la Facultad de Quimica de la UNAM dentro del laboratorio
114 de Electroquimica supervisada por el Dr. Octavio Reyes Salas.
El objetivo principal de esta estancia es contribuir a la tesis "Cuantificacion de
Tiamina en Leche por Fluorescencia”, para esto se empled la polarografia como
método de analisis, se considera que es posible debido a que la tiamina presenta
sefales de oxidacion y reduccion. Los primeros dias de la estancia se realizaron
busquedas de referencias sobre analisis polarograficos tanto en base de datos de
la UNAM como en articulos externos.
Se realizaron pruebas a la gota con el clorhidrato de tiamina donde se observo
que la tiamina podia acomplejarse con plomo, hierro y cobre en medio basico.
Posteriormente se hicieron los analisis por polarografia clasica y diferencial de
impulsos para cuantificar el complejo de Pb-tiamina encontrando que se puede
encontrar el complejo Pb-tiamina-Pb 2.5 x 10° mol L y tiamina-Pb-tiamina a
concentraciones de 5 x 10”° mol L.
La polarografia es una técnica utilizada para la determinacion de la
concentracion de la especie electro-activa a partir de la medida de la intensidad de
corriente. Esta técnica utiliza normalmente un electrodo indicador de gota de
mercurio [1].
Voltametria Diferencial de Impulsos: En la voltametria diferencial de impulsos
(DPV), el potencial inicial aplicado durante la mayor parte del tiempo de vida de la
gota aumenta de gota en gota, en pequenos incrementos de amplitud constante,
es un poco antes de la caida de la gota se aplica un impulso de potencial de valor
constante durante un tiempo corto. Se miden dos intensidades de corriente en la

misma gota: una inmediatamente antes de la aplicacién del impulso, al tiempo ti1,



y otra inmediatamente antes de la caida de la gota, al tiempo ti2. El registro se
efectia como la diferencia entre estas dos intensidades de corriente, i2-i1, en
funcidén del potencial, dando origen a voltagramas en forma de “pico” como se
puede ver en la Figura 1. El aumento de sensibilidad en esta técnica se debe a la
disminucién de la contribucidon de la componente de intensidad capacitiva, una vez
que se procede a la sustraccion de dos valores relativamente proximos,

permitiendo alcanzar limites de deteccion, para la generalidad de los elementos o

P tiempo E/V
ti tp «

especies, del orden de los 10-7 hasta 10-8 mol L-1 .
Figura 1. Técnica DPV: a la izquierda, la forma de la modulacién del potencial con el

tiempo y a la derecha, el correspondiente tipo de voltagrama Ai =i2-i1 vs. V.

En la descripcidon de la polarografia clasica, las corrientes polarograficas difieren
sustancialmente acerca de la dependencia del tiempo. La corriente de difusion (id)

aumenta monotonamente con el tiempo (t) segun la ecuacién de llkovic,

id= K t1/6 (1)
Donde K es una constante contrariamente, la corriente de carga (ic) disminuye
continuamente con el tiempo (t) segun ecuacion de llkovic,

ic = K t-1/3 (2)

Donde K’ es una constante. Utilizando el tiempo de medida grande, es posible

optimizar la relacién ic/id. Por lo que la sensibilidad es mayor si la corriente se



mide inmediatamente antes de la caida de la gota. En polarografia Tast, se mide
el valor medio de la corriente en la ultima fase de la vida de la gota; eliminandose
las agudas oscilaciones de la componente no faradica de la corriente. La
polarografia Tast tiene un limite deteccion hasta 10® mol/L, lo que representa una
mejora en comparaciéon con la polarografia clasica. Cuando se emplea un
electrodo estatico, se produce una disminucion significativa de la corriente
capacitiva [2].

Segun la literatura se han desarrollado muchos métodos polarograficos para el
ensayo de la tiamina. Probablemente el mas usado es la oxidacion anddica con el
electrodo de gota de mercurio en el cual se forma una sal de mercurio y tiene un E
Y2 DE -0.40 V/ESC. El limite de deteccidn por ese método es de 20 mg/L [3].

Para este analisis se utiliz6 un equipo MDE 150 polarographic stand (Figura 2)
con un sistema TraceMaster 5 que consta de:
E =f(Eo, n, [Ox]/[Red]) (3)

e Electrodo auxiliar de pt: La corriente fluye entre el electrodo auxiliar y el
electrodo de trabajo.

e Electrodo de referencia de Ag/AgCI/KCI 3 mol/L: Proporciona un potencial
de referencia estable.

e Celda electrolitica

¢ Potenciostato: sirve para controlar el potencial (E), pueden hacerse barridos y
medir la intensidad de corriente.

e Capilar de 5 micras

o Utilizando una presion de 5 Bar con nitrégeno jig).



Ag/Ag/ KNOz 3 mol/lL

Electrodo de referencia

Electrodo de
trabajo de gota de
Hg

Electrodo
auxiliar de Pt

Figura 2 Stand MDE 150

Experimentacién

e Los electrodos y la celda electrolitica se enjuagan cuidadosamente con agua

destilada antes y después cada analisis.

e Se anaden 10 mL de electrolito soporte con una mosca magnética (LiClIO4 0.2
mol/L, KNO3s/ HNO3 0.5, CH;COOH/acetatos 0.5 apH 4 Y 0.2 mol/L y pH 5.8)

e Se prepara el sistema operativo del equipo

e Se van haciendo pequefias adiciones en uL del analito a investigar (clorhidrato

de tiamina)

Resultados y discusion
Se realizaron pruebas a la gota para observar si se podia formar algun complejo

con la tiamina se probaron cationes tales como Pb*?, Ni*?, Fe*?, Cu*?, Ag*? y Zn*?

afiadiendo gotas de NaOH.

Observandose que la tiamina forma complejos con plomo y cobre. Tomando esto

como base de hizo una prueba del complejo Fe-Tiamina, Cu-Tiamina y finalmente

Pb-Tiamina por polarografia.




Fe

NaOH

Tiamina

Cu

NaOH

Tiamina

Ag

NaOH

Tiamina

Zn

NaOH

Tiamina

Zn
NaOH

Tiamina

Cobre

NaOH

NaOH

Tiamina

Figura 3. Pruebas a la gota.

Polarografia clasica y diferencial de impulsos para el

clorhidrato de tiamina 1x10 ' (0.1 mol/L) en LiCI0, 0.2 mol/L

Se analizé un estandar de clorhidrato de tiamina pesando 0.337 g de clorhidrato
de tiamina aforando a 10 mL (concentracion real 0.0999 mol/L) afadiendo 10, 20,
40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, y 300 L. teniendo una concentracion

final en disoluciéon en la celda electrolitica de 1x10 mol/L

Polarografia clasica

Se observan 3 senales de reduccion a potenciales de pico E =-1850 mV, E = -

1200 mV y E = -1050 mV y 2 en la oxidacién a potenciales de pico de E = 315

mV y E =400 mV en medio LiClO4 0.2 mol/L

estandar de



Polarografia clasica de Tiamina a distintas
concentraciones en medio LiClO,0.2mol/L acuoso

F00E-06
Sefial de 2 DDE-06
reduccion
1.00E-06
= 1= or -
71.10E+00 -6.00E-01 -1.00E-01 aoopg1 | Sefialde
100505 oxidacidn
-2.00E-06
-3.00E-06
residual —— [Tiamina] 9.9umol ~—— [Tiamina] 19.9umaol [Tiamina] 39.8umol
= [Tiamina] 59.6umol = [Tiamina] 79.3umaol [Tiamina] 2&.9umol [Tiamina] 11&pmal
—[Tiaming] 138umaol  =———[Tizgmina] 157umol  =——[Tiamina] 177pumol  =————[Tiamina] 196pumol

[Tiamina] 291pmaol

Figura 4 Polarografia clasica de Tiamina en medio LiCIO4

Polarografia Diferencial de impulsos de Tiamina en LiClIO,
0.2mol/L acuoso

-3.00E-06
-2.50E-06
-2.00E-06

-1.50E-06

-1.00E-06

-5.00E-07

-1.00E-20
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[Tiamina] 59.6pmaol [Tiamina] 79.3umol [Tiamina] 98.9umol [Tiamina] 118umaol

[Tiamina] 138umol [Tiamina] 157 pmol [Tiamina] 177umol [Tiamina] 196umaol

[Tiamina] 291pmol

Figura 5 Polarografia Diferencial de Impulsos de Tiamina en LiClO4



Se observo que al afiadir NaOH a un potencial de E = -1850 mV disminuye lo

cual nos indica que es la seial de protones del clorhidrato de tiamina.

Polarografia Diferencial de impulsos de reduccion de
Tiaminaen LiCLO4 0.2mol/L acuoso

-5.00E-07

Y senal de H* del

-4 00E-07 Y clarhidrato de
A . .
4 tiamina sefial de reduccidn de
-3.008-07 | clorhidrato de tiamina
II
-2 .00E-07 I';;::-._
-1.00E-07 N/‘\
-1.008-21 S~
-2 -1.8 -1.6 -1.4 -1.2 -1 -0.8
residual [Tiamina] 19.9umol — [Tiamina] 32.8umol — [Tiamina] 98.2umol

Figura 6 Polarografia Diferencial de impulsos de reduccion de tiamina en LiClO4

0.2 mol/L acuoso.

La senal de CI" aparece normalmente a un E de entre 250 y 300 mv dependiendo
del electrolito soporte y en el analisis se observa ademas de esta sefal se observa

una adsorcion que se cree puede ser del clorhidrato de tiamina.



Polarografia Diferencial de impulsos de oxidacion de
Tiamina en LiClO,0.2mol/L acuoso

3 00E-06
- Sefial de CI
Ge0Eae clorhidrato de
tiamina
2. .00E-06
-1 50E-06 sefial de adsorcidn
de tiamina
-1.00E-06
-5.00E-07
-1.00E-20
0.2 reaiggal o= [Tiamina]gl &2 umol Figmina] 39.8pumals 05

[Tiamina] 9&.9umal [Tiamina] 138 umaol [Tiamina] 157 umol

[Tiamina] 291pmol

Figura 7 Polarografia Diferencial de impulsos de oxidacion de Tiamina en LiClO,
0.2mol/L (ac)

Polarografia clasica de oxidacion de Tiamina a distintas
concentraciones en medio LiClQ,0.2mol/Lacuoso

2.00E-06
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Potencial (Valtios)
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residual = [Tiamina] 3%9_8umol [Tiamina] 157umol [Tiamina] 196umaol

Figura 8. Polarografia clasica de oxidacion de Tiamina a distintas concentraciones
en medio LiClO4 0.2 mol/L (Ac).



Polarografia clasica dereduccion de Tiaminaa distintas
concentraciones en medio LiClO,0.2mol/L acuoso

oo S0

JA0E+00 -9.00E-01 -7.00E-01  -5.00E-01
-5-00E-07
I'.
Sefial de -1.00E-06
clorhidrato
tiamina
Y -1.50E-06
Sefial de H* de
clorhidrato de -2.00E-06
tiamina
-2.50E-06
—residual =—[Tiamina] 39 8umol [Tiamina] 118umaol [Tiamina] 157umol [Tiamina] 196umol

Figura 9 Polarografia clasica de reduccién de Tiamina a distintas concentraciones en
medio LiClO,4 0.2mol/L acuoso.

Polarografia clasica para el estandar de clorhidrato de tiamina 1x10 ™ (0.1)
en LiCl04 0.2 mol/L con Cu*?(0.225 mol/L).

Se realiz6 el analisis por polarografia clasica de clorhidrato de tiamina con Cu*?

obteniendo sefiales de reduccién y oxidacion de la tiamina apareciendo también
las sefiales de Cu*? libre observando que las sefiales del clorhidrato de tiamina no
se ven afectadas por este ya que no se le ainadié NaOH por lo tanto no se formo el

complejo esperado.



Polarografia clasica de Tiamina con Cu(ll)

4 00E-06&

2 .00E-06
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o
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E Senal de
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residual [Tiamina] 291pumal

[Tiamina] 291pumal + [Culll)] 43 .6pumol [Tiamina] 291pmal + [Cu(ll)] 87.0pumaol

[Tiamina] 291pmal + [Cufll)] 130pmol

Figura 10 Polarografia clasica de Tiamina con Cu(ll).

Polarografia de impulsos para el estandar de clorhidrato de tiamina 1X10™

mol/L en medio CH;COOH/NaCH;CO, con Pb 1X10? mol/L a pH 5.8

Se analizé clorhidrato de tiamina en medio acido con HNO3/KNO3 pero en este
analisis no se observo una reaccion de la tiamina.

En la figura 11 se puede observar la celda electrolitica del stand donde se
encuentran en disolucién el clorhidrato de tiamina en medio acido con HNO3/KNO3
y Pb.

Figura 11 Celda electrolitica.



CONCLUSIONES

En conclusidén de puede decir que posible determinar clorhidrato de tiamina por
polarografia y mediante pruebas a la gota se pudo observar que el clorhidrato de
tiamina se puede acomplejar con los cationes de pb, y hierro y se pudo observar la
sefal de tiamna a un potencial de E =-1850 mV, se pensé que la tiamina también
podia acomplejarse con cobre pero mediante el estudio polarografico se pudo

observar que no era asi.
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Introduccién

La tiamina (vitamina B1l) es esencial para la salud de todos los organismos vivos, su
deficiencia se ha asociado durante mucho tiempo con enfermedades en animales como
peces, aves, lagartos y mamiferos domesticados. La tiamina también esta implicada en
varias enfermedades humanas incluyendo Alzheimer, diabetes, demencia, depresion vy,
mas notablemente, sindrome de Wernicke-Korsakoff y enfermedad de Beriberi. Sin
embargo, sigue siendo un desafio analitico encontrar un método de deteccién altamente
sensible y especifico para tiamina, ya que se requiere su cuantificacion a niveles de pM
(pico molar) a nM (nhano molar) en muestras de diferentes procedencias, y la deteccién
rapida en el sitio seria altamente deseable [1]. Existen métodos analiticos basados en la
ventaja de la carga catidnica de la tiamina a través del intercambio i6nico para técnicas
de aislamiento y separacion [2], su deteccion basada en su actividad en la regién del
ultravioleta (UV) [3], y en la capacidad de ser oxidada y ser detectada por fluorescencia
y quimioluminiscencia [4,5]. Otros métodos por HPLC son utilizados usando gradiente o
derivatizacion postcolumna [6]. La Food Agriculture Organization (FAO por sus siglas en
inglés) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomiendan consumir 0.4 mg por
cada 1000 kcal de ingesta, para la mayoria de las personas [7]. La Ingestion Diaria
Recomendada (IDR) ponderada para la poblacion mexicana de acuerdo a la NOM-247-
SSA1-2008 es 800 pg [8].

El objetivo de este trabajo es determinar el contenido de tiamina presente en una muestra
comercial de leche aplicando el método modificado en la NMX-247-SSA1-2008 [8],
aplicando un disefio factorial mixto 3x2 con tres puntos centrales de resolucién V para
optimizar el volumen del ferricianuro alcalino con el fin de incrementar sefal de
fluorescencia en la muestra analizada.

Experimentacion

Equipos: Equipo Fluorometro (Turner Quantech IR Fluorometer) Balanza analitica
(Mettler Toledo), Centrifuga (IEC Centra CL2), Micropipetas Epperndorf (10- 100 pL y
100-1000pL).

Reactivos: Acido clorhidrico (J.T. Baker), Clorhidrato de tiamina (Eastman), Ferricianuro
de potasio (J.T. Baker) Hidroxido de sodio (productos quimicos de Monterrey) Alcohol
isopropilico (Fermont), Sulfato de Sodio Anhidro (Sigma-Aldrich), Cloruro de Sodio
(Sigma-Aldrich).

Metodologia: Primeramente se realizaron cinco curvas de calibracion con el estandar de
clorhidrato de tiamina en diferentes dias para verificar la respuesta de la sefial analitica
en un intervalo de 20 a 320 ug L y se obtuvieron los datos mostrados en la tabla 1.
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Tabla 1. Curva de calibracién para Clorhidrato de Tiamina

Tiamina
(ugL™h FIU
20 590.7
40 1092.7
60 1646.7
80 2144.7
100 2651.9
140 3663.7
180 4869.9
200 5704.8
320 8967.7

Procesamiento de muestra

Para eliminar las proteinas se utilizo 50 mL de muestra y se le adiciono 20 mg acido
citrico, se separaron las fases y se filtrd y el sobrenadante se utilizé para realizar el disefio
de experimentos.

Posteriormente se utilizd un disefio factorial mixto 3x2 con tres puntos centrales, con 4
grados de libertad y resolucion V, en la Tabla 1 se muestra la sefial analitica obtenida en
FIU (unidades de intensidad de fluorescencia), el volumen adicionado en pL de muestra
procesada y de ferricianuro alcalino, los cuales fueron aforados en matraces volumétricos
de 10 mL con agua desionizada.

Tabla 1. Disefio factorial mixto 3x2 con tres puntos centrales

Muestra procesada L Ferricianuro alcalino (Fa) pL FIU
200 200 158
1700 600 1104
3200 1000 1852
1700 600 1100
1700 600 1107
1700 1000 1230
1700 200 380
200 1000 180
3200 200 510

Resultados y Discusion

La cuantificacion se basa en la reaccion descrita en la NMX-247-SSA1-2008, en la cual
la tiamina se transforma en tiocromo, las variantes propuestas son eliminar la extraccion
con disolvente organico y el HPLC, utiizando directamente el fluorémetro.
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La tiamina no posee fluorescencia nativa por lo cual se le afiade Fa para oxidarla a
tiocromo como se muestra en la figura 1, este dltimo produce una luz azul fluorescente
que es medida con una Aexcitacion = 360 NM y una Aemisisn = 430 nm.

OH OH

N N

X \
NH, N K,Fe(CNy) 2\ .
—>

NaOH

| T

Figura 1. Reaccion de oxidacion de tiamina a tiocromo usando ferricianuro bajo
condiciones alcalinas [1].

En la figura 2 se muestra el efecto que tiene el volumen adicionado del Fa en el volumen
de muestra procesada, a mayor volumen de Fa mayor sefial fluorescente (FIU).

Main Effects Plot for FIU

//

200.0 3200.0 200.0 1000.0

1500

1200
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300

Muestra Ferricianuro

Figura 2. Gréfico de efectos principales

Con el disefio factorial se obtiene la ecuacion de regresion lineal multiple (1) con la cual
se puede predecir la intensidad de fluorescencia si se cambia el volumen adicionado de
Fa con un coeficiente de determinacion de r? = 0.9552

FIU = 21.0831 + 0.474569*Muestra - 0.0125*Fa - 0.000137422*Muestra”2 + 0.00055*Muestra*Fa (2)

En la figura 3 se muestra el grafico de superficie de respuesta que predice el cambio de
intensidad de fluorescencia.
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Figura 3 Gréfico de superficie de respuesta para FIU

Para realizar la linealidad del sistema [9] se prepararon estandares de clorhidrato de
tiamina con concentraciones descritas en la tabla 1, utilizando 1000 pL de la disolucion
de Fa aforando a 10 mL, obteniendo la siguiente ecuacion de regresion lineal (2) con un
coeficiente de determinacion de 0.9990:

FIU = 26.458*tiamina pg L] + 36.650 )

En el figura 4 se muestran los resultados obtenidos para la linealidad del método con su
respectiva ecuacion de regresion y coeficientes.

200.0 - Linealidad del método
180.0 -

160.0 -
140.0 -
120.0 -
100.0 -
80.0 -
60.0 -

Cantidad recuperada (ppb)

40.0 - Cantidad recuperada = Cantidad adicionada + 4E-14
r2=0.9991
20.0 1 r =0.9995

00 T T T 1
0.0 50.0 100.0 150.0 200.0
Cantidad adicionada (ppb)

Figura 3. Linealidad el método
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Aplicacion del método a muestras de leche, se analizaron 3 diferentes lotes y los
resultados se muestra en la tabla 5, previamente se realizé la eliminacion de proteinas
como se aprecia en la figura 4 y descrito en el procesamiento de muestra.

Figura 4. Eliminacion de proteinas en la leche

Tabla 5. Determinacion de tiamina en leche (Nutri Leche)

NUTS{S de Fecha de caducidad | Cantidad encontrada pg/250mL
J10S5ESYA 07 Feb 2018 201.9
TM1GNORAB 13 Jun 2018 213.7
BO956ERAD 09 Jun 2018 212.6

Conclusiones
Se logré cuantificar tiamina a partir de muestras de leche comerciales de 3 diferentes

lotes cuyo nombre es Nutri Leche la cual indica en su etiqueta que contiene 230 pg por
cada 250 mL de leche por fluorescencia mediante la oxidacién de tiamina a tiocromo. Los
valores obtenidos estan por debajo de lo indicado en la etiqueta pero dentro de lo
establecido por la OMS y la FAO.
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