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Resumen

Introduccién: La necesidad de evaluar el cumplimiento del Plan Nacional de enriquecimiento por parte de la Industria
alimentaria, para asi garantizar los nutrientes para la poblacién venezolana, ha conducido a obtener métodos
analiticos confiables, precisos, rapidos y validados. En el presente trabajo se optimizé y validé un método analitico
por HPLC en fase reversa para la identificacion y cuantificacién de las vitaminas B1 y B2 en un producto de alto
consumo de los venezolanos como es la harina de maiz precocida y enriquecida con esos micronutrientes. Objetivo:
Validar un método analitico por cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (HPLC) para la determinacién
de vitaminas B1 (tiamina) y B2 (riboflavina) en cereales. Materiales y métodos: La muestra utilizada fue harina
de maiz precocida, adquirida en un supermercado local en la ciudad de Caracas. Se us6 el equipo HPLC, marca
Waters, con una columna Symetry C18. El método inicial para la validacién fue el establecido por la Farmacopea
de los Estados Unidos (USP) 42 NF 37, seccién de suplementos dietéticos y vitaminas hidrosolubles, ensayos para
tiamina y riboflavina. Resultados: Se optimizé y validé el método por HPLC para determinar las vitaminas B1 y B2,
verificando que el procedimiento cromatografico genera resultados consistentes y fiables, con desviaciones estandar
relativas menores al 2%. Los parametros de linealidad, selectividad, precisién, exactitud, limite de deteccién y limite
de cuantificacién son conformes con los valores establecidos por las normas ISO. Se extrajeron las vitaminas en
estudio en dos muestras de harinas comerciales de cereales enriquecidos, permitiendo comparar con lo declarado
por el fabricante. Conclusiones: Se demostré que el método HPLC optimizado puede ser aplicado para el analisis
de productos derivados de cereales enriquecidos. Proporcioné una linealidad y precision comparables al método
de referencia establecido por la USP. El método propuesto tiene la ventaja de determinar rapida y simultaneamente
ambas vitaminas en una sola corrida cromatografica, a una misma longitud de onda, en un tiempo total de 10 min.

Palabras clave: Validacion, método analitico, HPLC, fase reversa, tiamina, riboflavina, harinas de cereales
enriquecidas

Abstract

Introduction: The need to evaluate compliance with the National Enrichment Plan by the industry to guarantee
nutrients for the Venezuelan population has led to the obtaining of reliable, precise, rapid, and validated analytical
methods. In the present work, an analytical method by HPLC in reverse phase was optimized and validated for
identifying and quantifying vitamins B1 and B2 in a product of high consumption by Venezuelans, such as precooked
corn flour enriched with those micronutrients. Objective: Validate an analytical method by reversed-phase high-
performance liquid chromatography (HPLC) for the determination of vitamins B1 (thiamine) and B2 (riboflavin) in
cereals. Materials and methods: The sample used was precooked corn flour purchased at a local supermarket in
Caracas. Waters HPLC equipment was used with a Symmetry C18 column. The initial method for validation was
established by United States Pharmacopeia (USP) 42 NF 37, the section on dietary supplements and water-soluble
vitamins, and assays for Thiamine and Riboflavin. Results: It was possible to optimize and validate the HPLC method
applied to determine vitamins B1 and B2, verifying that the chromatographic procedure generates consistent and
reliable results with relative standard deviations less than 2%. Parameters of linearity, selectivity, precision, accuracy,
detection limit, and quantification limit were obtained within the values established by ISO standards. The vitamins
under study were extracted in two samples of enriched commercial cereal flours, allowing for a comparison with
what was declared by the manufacturer. Conclusions: It was demonstrated that the optimized HPLC method can
be applied to analyzing products derived from fortified cereals. It provided linearity and precision comparable to
the reference method established by USP. The proposed method has the advantage of quickly and simultaneously
determining both vitamins in a single chromatographic run at the same wavelength, with less time in the assay.
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HPLC EN FASE REVERSA PARA LA DETERMINACION DE VITAMINAS B1 Y B2 EN CEREALES

Introduccion

Los cereales son considerados la principal
fuente de alimentos a nivel mundial (FAO,
2002). Los productos a base de cereales,
ademas de proporcionar energia, proteinas,
vitaminas del grupo B y minerales como
fosforo, potasio y magnesio, y compuestos
bioactivos como lignanos son beneficiosos
para la salud. Resultan econémicos de
producir, faciles de almacenar y transportar,
y mantienen su calidad por mas tiempo si
se conservan en un ambiente seco. Son
plantas cultivadas principalmente por sus
semillas comestibles altamente nutritivas,
las cuales son comunmente conocidas
Como granos.

El arroz, el maiz y el trigo representan
aproximadamente el 60 % de la energia
obtenida de los alimentos en todo el
mundo, lo que los convierte en alimentos
basicos para mas de 7000 millones de
personas (McKevith, 2004). En Venezuela,
la harina de maiz precocida representa
el principal alimento consumido por la
poblacion (Zambrano y Sosa, 2018), usada
en la preparacion de la arepa y otros
productos similares; siendo esta la razén
por la cual es seleccionada como vehiculo
ideal para el enriquecimiento con algunas
vitaminas y minerales. La harina de maiz
precocida (HMP) se obtiene industrialmente
a partir del endospermo del grano de maiz,
el cual ha sido desprovisto del germen
y de la cuticula, proceso que se lleva a
cabo por medio de la molienda humeda.
Este producto es considerado un alimento
estratégico de produccion centralizada y
de consumo masivo, siendo el ingrediente
principal de la popular arepa. Ademas,
la HMP también es un elemento esencial
en la elaboracion de la tradicional hallaca
navidena. En su forma original, la HMP

contiene pequenas cantidades de vitaminas
del complejo B, menos de 4 mg de hierro
y ninguna actividad de vitamina A. Debido
a estas caracteristicas, la HMP se convierte
en un vehiculo ideal para enriquecerse con
hierroy vitaminas, como la B1 y B2 (Gaceta
oficial, 1992).

La molienda es el principal proceso
tecnolégico relacionado con los cereales.
Existen diversas técnicas de molienda
adaptadas a cada tipo de cereal, asi como
otros procesos como la extrusion y la
fermentacion que pueden ser utilizados
en la elaboracion de productos derivados
de los cereales. Estos procesos, ademas
de tener implicaciones técnicas, también
modifican el contenido nutricional de los
cereales. Muchos alimentos a base de
cereales son sometidos a procesos de calor
que pueden afectar la biodisponibilidad
de minerales como hierro, calcio y zinc.
Durante procesos de ebullicion, se pueden
perder alrededor del 40% de las vitaminas
B, con mayores pérdidas en folato. Por otro
lado, las pérdidas durante el horneado
suelen ser menores, excepto en el caso del
folato (McKevith, 2004).

La riboflavina (vitamina B2) funciona
en conjunto con las otras vitaminas
del complejo B. Es importante para el
crecimiento corporal y la produccion de
glébulos rojos. La tiamina (vitamina B1)
ayuda a las células corporales a convertir
los carbohidratos en energia (Martin, 2000).
Estos dos compuestos son sensibles al
calor, la luz y otros factores, ocasionando
que los procesos tecnologicos en los granos
de cereales puedan llegar a destruirlos
parcialmente. Por tanto, muchos productos
de cereales industriales son enriquecidos
con vitaminas del grupo B para restablecer
sus niveles adecuados.
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Los alimentos ricos en tiamina incluyen
el cerdo, las visceras, levadura de cerveza,
carnes magdras, huevos, vegetales de
hoja verde, cereales y legqgumbres. La
deficiencia de tiamina puede ser causada
por una ingesta inadecuada, aumento en
la demanda de la vitamina, problemas de
absorcion o metabolismo, y el alcoholismo
cronico (Pardo, 2004). La falta de esta
vitamina en la dieta puede llevar a la
aparicion de Beriberi, una enfermedad que
se manifiesta con sintomas como neuritis,
atrofia muscular, falta de coordinaciéon
y, en casos graves, paralisis. La muerte
generalmente se produce por falla cardiaca
(Fernandez y col., 2013).

La riboflavina es una vitamina que juega
un papel crucial en la oxidacion tisular y en
la liberacion de energia de los alimentos
(Pérez Rios y Ruano, 2004). Se encuentra en
alimentos como la leche, carne, pescado,
hortalizas verdes y huevos. Es una sustancia
cristalina de color amarillo que resulta
ser mucho menos soluble en agua y mas
resistente al calor que la tiamina. La falta
de vitamina B2, también conocida como
arriboflavinosis, se caracteriza por la
presencia de sintomas en la piel, mucosas,
0jos y sistema nervioso. Algunos de estos
sintomas incluyen lesiones en la piel, ulceras
en la comisura de los labios, fotofobia,
cataratas, tlceras en la cOrnea y problemas
nerviosos. Es importante destacar que
la deficiencia de vitamina B2 suele ser
mas comun en personas que consumen
cantidades insuficientes de alimentos ricos
en esta vitamina, como los bebedores,
fumadores y vegetarianos estrictos. Por lo
tanto, es importante asegurarse de incluir
fuentes de riboflavina en la dieta diaria
para prevenir su carencia y los sintomas
asociados (Pérez y Ruano, 2004%).

Para contrarrestar las pérdidas durante el
procesado de los cereales y sus derivados,
ademas de ser una estrategia nutricional,
en varios paises se han implementado
medidas de restauraciéon (anadido de
nutrientes perdidos durante el proceso
tecnologico), fortificacion (anadido de
nutrientes no naturalmente presentes
en alimentos o presente en cantidades
muy pequenas) O enriquecimientos
(mejoramiento del valor nutritivo de
un alimento mediante el agregado de
nutrientes); segin sea el caso, para los
cereales y sus derivados (COVENIN, 1997).
En Venezuela se dict6 una medida para
compensar la deficiencia de vitaminas en la
poblacion (Chavez, 2020). Asi, mediante el
Decreto 2.492 del ano 1992, se establecio
en su Articulo 6 (Gaceta Oficial, 1992), la
férmula presentada por el Instituto Nacional
de Nutricion (INN) para enriquecer 1 kg de
harina de maiz precocida, convirtiéndose
en un requisito obligatorio, con el fin de
compensar la carencia de vitaminas en la
poblacion y prevenir consecuencias graves
en la salud, como retraso en el desarrollo
mental y mayor riesgo de infecciones
(Scrimshaw, 2005). Es importante resaltar
que el Decreto también establece que
esta formula de enriquecimiento sea
ajustada de acuerdo con los criterios de las
Normas Venezolanas COVENIN. El perfil de
enriquecimiento de la Norma Venezolana
COVENIN para harina de maiz precocida
(COVENIN, 1996), incluye vitaminas y
minerales como vitamina A, tiamina,
riboflavina, niacina y hierro, de caracter
obligatorio por 100 g: vitamina A 270 ER
(900 UI); tiamina 0,31 mg; riboflavina 0,25
mg; niacina 5,1 mg y hierro 5,0 mg, para
toda la HMP producida y comercializada en
Venezuela. Por tanto, es crucial que en la
industria, entes regulatorios y laboratorios
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acreditados por la Contraloria Sanitaria
realicen evaluaciones de los componentes
nutricionales de este alimento para
garantizar el cumplimiento de los valores
establecidos.

Tanto la vitamina B1 como la B2 pueden
ser facilmente cuantificadas en productos
farmacéuticos a través de métodos HPLC-
UV. Varios autores, han sugerido a la
cromatografia liquida de alta resolucion
en fase reversa (RP-HPLC) como técnica
de separacion para detectar y cuantificar
la tiamina y riboflavina (Rodriguez y col.,
2011; Trinidad, 2020). A pesar de esto,
cada método analitico propuesto que
utilice equipos distintos debe ser validado
para garantizar su desempeno de acuerdo
con los requisitos establecidos para este
proposito (PAHO, 2008).

Se han propuesto varios métodos
analiticos para determinar tiamina y
riboflavina, dependiendo de la precision
y sensibilidad requeridas, asi como de
posibles interferencias en la muestra.
En productos farmacéuticos, se pueden
cuantificar facilmente mediante técnicas de
HPLC-UV, pero en alimentos se necesitan
métodos mas especificos debido a las
interferencias y diferentes matrices (Lynch,
2000). El analisis espectrofluorométrico es
sensible y recomendado para alimentos, ya
sea directamente o acoplado a HPLC (AOAC,
2011). Se prefieren columnas C18 en HPLC
de fase inversa, pero también se pueden
usar columnas de intercambio ionico. El uso
de soluciones tampoén (buffers) y reactivo
de par idnico mejora la resolucion de picos
y condiciones reproducibles.

Rodriguez y col. (2011), desarrollaron un
método para la determinacion de tiamina
y riboflavina en productos comerciales de
cereales complejos utilizando UV-HPLC

Isocratico. Se utilizé una columna C18 con
deteccion UV a 268 nm y reactivos de pares
iOnicos para la separacion de las vitaminas.
Se compar6 con el método de referencia
de la AOAC y se demostré que el método
propuesto es menos sensible pero mas
preciso, con una rapida determinacion
simultanea de ambas vitaminas en una sola
corrida cromatografica. El método también
permite un menor tiempo empleado y
un menor uso de reactivos, con un costo
inferior. Vizuete (2015) validoé una técnica
analitica por HPLC para la cuantificacion de
vitamina B1 en harina de trigo fortificada
mediante hidrolisis y oxidacion para formar
un compuesto fluorescente. Se utilizaron
diversas sustancias quimicas y condiciones
cromatograficas especificas, logrando
resultados analiticos satisfactorios y una
buena recuperacion del micronutriente.
Moncada y Ruiz (2000), validaron un
método para la determinacion simultanea
de vitaminas (B1, B2, B3 y B9) en cereales
utilizando HPLC con una columna RP-
18 y una fase movil de acetonitrilo y
buffer fosfato. Se logré6 una separacion
clara de las vitaminas y se utilizé6 una
solucion de bicarbonato de sodio para
la extraccion. El método fue validado y
demostré ser reproducible y confiable
para la determinacion de las vitaminas en
estudio.

La validacion de un método analitico
consiste en confirmar que se llevo a
cabo adecuadamente y cumplié con
las especificaciones establecidas. Es
fundamental para garantizar la calidad de
los resultados y su uso en las diferentes
industrias, farmacéutica, alimentaria,
cosmeética, entre otras. La norma ISO 17025
(2005) establece los requisitos para la
validacion, incluyendo pruebas objetivas y
registros detallados. Antes de usar métodos
nuevos, se deben realizar las verificaciones
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y ajustes necesarios. La validacion debe
incluir parametros como (ISO 17025,
2005; ICH, 1994): Selectividad, que es la
capacidad del método para identificar de
manera clara el analito en presencia de otros
componentes; Linealidad, que se refiere a su
capacidad de proveer resultados de pruebas
que sean proporcionales a la concentracion
del analito en la muestra dentro de un
rango especifico; Precision: que es el nivel
de concordancia entre los resultados de
pruebas individuales al realizar el mismo
procedimiento analitico en varias muestras
de una misma muestra homogénea;
Exactitud: que trata de la discrepancia entre
el resultado obtenido y el valor real; Limite
de deteccion (LOD): nivel mas bajo de analito
que se puede detectar en una muestra en
las condiciones dadas, aunque no se pueda
determinar exactamente la concentracion;
Limite de cuantificaciéon (LOQ): nivel mas
bajo de analito que se puede medir con
precision y exactitud en las condiciones
establecidas.

Por lo antes expuesto, en la presente
investigacion se pretende establecer un
protocolo que integre sistemas de extraccion
y separacion compatibles, mediante HPLC
con el fin de lograr la sensibilidad, precision
y exactitud necesarias para analizar con
éxito las vitaminas B1 y B2 en la harina de
maiz precocida, asi como en otras harinas
de cereales. Esto se logra mediante la
obtencion de picos de analitos limpios,
separados y con una resolucion adecuada,
todo ello con la utilizacion de un solo rango
de longitud de onda durante la separacion
simultanea. Por ello, en este estudio se
empled el método de analisis de las
vitaminas B1 y B2, tomando como referencia
lo descrito en la Farmacopea de los Estados
Unidos de América (USP 42 NF 37, 2018)
para los ensayos de tabletas, optimizando y
validando el mismo para aplicar en muestras

de harinas enriquecidas que contienen las
vitaminas antes senaladas.

Por ello, se plante6 como objetivo validar
un método analitico por cromatografia
liquida de alta resolucion en fase reversa
(HPLC) para la determinacioén de vitamina
B1 (tiamina) y vitamina B2 (riboflavina) en
cereales. Para eso se procedio a 1. Optimizar
las condiciones del método de ensayo por
HPLC, partiendo de lo establecido en la USP
42 NF37; 2. Evaluar las separaciones de las
vitaminas B1 y B2 utilizando los parametros
de adecuacion del sistema; 3. Establecer el
tratamiento adecuado de la muestra, para la
extraccion y cuantificacion de las vitaminas
en estudio; 4. Disenar un protocolo de
validacion para identificar y cuantificar las
vitaminas B1 y B2 en la harina de maiz
precocida; 5. Validar el método de ensayo
desarrollado por HPLC en Fase Reversa para
la determinacién de tiamina y riboflavina y
6. Aplicar la metodologia validada para la
identificacion y cuantificacion de vitaminas
B1 y B2 en harina de maiz precocida.

Materiales y Métodos

Las muestras tanto de harina de maiz
precocida como de harina de arroz fueron
adquiridas en el mercado local. Se utilizo
un cromatografo HPLC, marca Waters (USA).

Optimizacion de las condiciones del
método de ensayo por HPLC, partiendo
de lo establecido en la USP 42 NF37

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS INICIALES PARA LA
DETERMINACION DE VITAMINAS Bl Y B2 EN HARINA DE
MAiZ PRECOCIDA

Se efectuaron pruebas preliminares
teniendo en cuenta las condiciones
mencionadas por la USP 42 (2018), Tabla I.
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Tabla I.
Condiciones cromatograficas iniciales

Parametros Condiciones

Detector uv

Columna Symetry®C18 5 ym, 4.6 x 150 mm

Velocidad de flujo 1mL/min

Volumen de inyeccion 10 uL

Fase Movil Metanol grado HPLC, acido acético glacial y
agua grado HPLC (27:1:73)
140 mg de 1-Hexanosulfenato de sodio/100
mL

Temperatura Ambiente

HPLC Isocratico

Diluyente Acetonitrilo grado HPLC, acido acético glacial

y agua grado HPLC (5:1:94.)

PREPARACION DE LOS ESTANDARES

Los estandares de vitaminas B1 y B2
se prepararon por separado, para obtener
una solucion madre de 100 ng/mL de cada
uno. Se hicieron tres soluciones de trabajo
a partir de la solucion madre una con 3
png/mL para B1, otra con 2 ug/mL para B2
y una mezcla de los estandares bajo estas
mismas concentraciones, representando el
punto intermedio con una concentracion
del 100%.

OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DEL
METODO

Se realizaron modificaciones para
optimizar las condiciones del ensayo (Tabla II).

Tabla II.
Modificaciones de los parametros
de ensayo

Fuerza del solvente Cambio de metanol por acetonitrilo,
manteniendo las mismas proporciones

Composicion de la Fase Mdvil (FM) Aumento del 10% en metanol

Disminuciondel 10% en metanol

AumentoapH 3.5 conNaOHO0,1 N
Disminucionde pH a 2.5 con HCLO,1 N

De10uLa20uL

Cambio de pH

Cambio de volumen de inyeccion

Cambio de flujo De 1 mL/mina 1.2mL/min

EVALUACION DE LAS SEPARACIONES DE LAS
VITAMINAS Bl Y B2 UTILIZANDO LOS PARAMETROS
DE ADECUACION DEL SISTEMA

Se procedio a inyectar los estandares
preparados en el equipo, para evaluar cada
uno de los parametros cromatograficos
(Numero de platos tedricos o eficiencia,
asimetria, selectividad, factor de retencion).

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA PARA LA
EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE LA VITAMINA
DE ESTUDIO

Se realizaron varios tratamientos a la
muestra a fin de evaluar la mejor extraccion
de las vitaminas en estudio (Tabla III).

DISENO DE UN PROTOCOLO DE VALIDACION PARA
LA IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE VITAMINA
Bl Y VITAMINA B2 EN HARINA DE MA{Z PRECOCIDA

El diseno del protocolo de validacion
se basé en las pautas establecidas
por la Conferencia Internacional
de Armonizacién (ICH, 1994) y otros
documentos relacionados. Se detallaron
los procedimientos necesarios para llevar
a cabo la validacion, junto con los criterios
de aceptacion para cada prueba realizada.

VALIDACION DEL METODO DE ANALISIS PARA LA
DETERMINACION DE VITAMINAS Bl Y B2 EN HARINA
DE MAIZ PRECOCIDA

Se evaluaron los parametros aptitud del
sistema, especificidad, linealidad, precision,
exactitud, limite de deteccion y limite de
cuantificacion.
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Tabla III.
Protocolo del tratamiento de la muestra

Protocolo | Tratamiento

Enzimas

Incubacién | Agitacién Centrifugacién

Hidrolisis H25040,1N a-Amilasa 18h, 37°C
dcida .lu:Na 25  Amiloglucosidasa
™ 500 mg cifu
2 Hidrdlisis HCLO, TN 4.5 a-Amilasa 18h, 37°C -
dcida AcMa 25 Amiloglucosidasa
M 500 mg c/u
3 Ulrasonido Solucion 2.5 - 1hcon 3500 rpm
acuosa mMagneto en Por 10 min
plancha sin

AcNa: Acetato de sodio

APTITUD DEL SISTEMA

Para evaluar la aptitud del sistema
se prepardé una mezcla de estandares
inyectandose 6 veces bajo las condiciones
cromatograficas optimizadas. Se determino
el nimero de platos tedricos (N), factor
de cola (T) y el factor de capacidad (k")
mediante el programa Breeze®. Criterio de
aceptacion: desviacion estandar relativa
menor a 2%, N>2000, k” 1-20y T<2 (ICH,
1994).

EsPECIFICIDAD

Se inyect6 la mezcla de estandares
punto intermedio (6 veces), fase movil y
muestra, (en ambos casos por triplicado)
bajo las condiciones optimizadas. Criterio
de aceptacion: la especificidad en un
procedimiento analitico se logra cuando
las fases moviles no interfieren con la
lectura de los estandares y la muestra, y las
senales cromatograficas coinciden entre los
estandares y la muestra (ICH, 1994).

LINEALIDAD

La determinacion de la linealidad se
realiz6 usando una mezcla de estandares
a 5 niveles de concentracion.

calentamiento

Se inyecto en el equipo cromatografico,
siguiendo las condiciones Optimas, de la
siguiente forma: se inyectaron cinco veces
en cada nivel, excepto en el nivel 3 (100%),
que se inyectd seis veces (Tabla IV). Se
elaboro una curva de calibracion utilizando
las areas de los picos cromatograficos de
cada componente (concentracion vs area).
Criterio de aceptacion: El coeficiente de
correlacion entre la concentracion real de
las soluciones estandares y la senal del
equipo para cada una de ellas debe ser
mayor que 0,990 (Miller y Miller, 2002).

Tabla 1V.
Niveles de concentracion de los estandares

Estandares |
Nivel1

Tiamina 1

Riboflavina 0.5

Concentracionasen pg/mL(ppm)
Nivel 2 Nivel3 Nivel4
2 3 4
1 2 3

Nivel 5
]
4

PRECISION

Precision del sistema: Se considero la
coincidencia de la senal de la mezcla de
estandares dentro de un periodo de tiempo
corto, bajo las condiciones cromatograficas
optimizadas. Para ello se prepar6 la mezcla
de los estandares (100%), obteniéndose
una solucioén con 3 ug/mL de tiamina y
2 ug/mL de riboflavina. Para la precision
del sistema, las soluciones de la mezcla

Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 87 - ° 3 - 2024

271



HPLC EN FASE REVERSA PARA LA DETERMINACION DE VITAMINAS B1 Y B2 EN CEREALES

de estandares fueron analizadas para 6
réplicas en un dia. Criterio de aceptacion: El
valor del porcentaje de desviacion estandar
relativa debe ser menor a 2,0% (ICH, 1994%).

Precision del método: Se realizaron
dos ensayos, llevados a cabo en dos
dias consecutivos y se determiné el
porcentaje de desviacion estandar relativa.
La solucion de la mezcla de estandares
al 100%, fue evaluada para 6 réplicas
en 2 dias consecutivos, al igual que dos
muestras de harina de maiz precocida. La
precision se expres6é como el porcentaje
de desviacion estandar relativa (%DER).
Criterio de aceptacion: %DER debe ser <2%
(Conferencia Internacional de Armonizacion,
ICH, 1994).

ExactiTup

Se prepararon tres (3) muestras de
10 mL, se le anadi6 80%, 100% y 120%
de las cantidades de vitamina B1 y B2,
segun lo declarado por el fabricante en la
HMF, bajo los parametros cromatograficos
optimizados. Se inyect6 por triplicado
cada muestra y la mezcla de los estandares
seis (6) veces. Se obtuvo cada uno de los
cromatogramas correspondientes y se
determino el porcentaje de recuperacion de
los analitos para cada caso (Tabla V). Criterio
de aceptacion: El % R debe estar entre 70
hasta un 120% en alimentos (ICH, 1994).

Tabla V.
Ecuaciones de exactitud

Cantidad recuperada del Porcentaje de recuperacion de
analito aditivos

CR=CMX%-CMX %R=CR x100
CReal

Donde: CR: cantidad recuperada
en pg (diferencia entre la
muestra con % agregado y la
muestra sin % agregado).
CMx%: cantidad de muestra con
% agregado (ug)

Donde: %R: porcentaje de
recuperacion

CReal: cantidad real (ug)
inyectada de muestra con %
agregado.

LimMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION

Se prepararon tres mezclas de estandares
con concentraciones conocidas (por debajo
del nivel 1 de concentracién) (Tabla VI).

Tabla VI.
Concentracion de los estandares

Concentraciones en pg/mL (ppm)

Punto 1 Punto 2 Punto 3
Tiamina 0.25 0.5 0.75
Riboflavina 0.2 0.3 0.4

Se inyect6 por triplicado cada una de
las mezclas, bajo las condiciones 6ptimas y
se determinaron ambos limites de manera
estadistica usando la ecuacién de Miller
y col. (2010) para Limite de deteccion
(LOD): LOD=3,3xDE/m t para el Limite
de Cuantificacion (LOQ): LOQ=10xDE/m,
donde DE es la desviacion estandar de la
respuesta y m la pendiente de la curva de
calibracion.

METODOLOGIA VALIDADA PARA LA IDENTIFICACION
Y CUANTIFICACION DE VITAMINAS Bl Y B2 EN HARINA
DE MAIZ PRECOCIDA

Una vez validada la metodologia, se
aplicé no solo a la muestra de HMP, sino
también a una harina de arroz para uso
infantil (6 meses a 1 ano), enriquecida con
tiamina y riboflavina. Se prepararon dos
muestras pesando exactamente alrededor
de 7,5 g, se le anadi6é 15 mL de agua grado
HPLC para mezclar, y luego se llevé a un
volumen de 25 mL. A la muestra 2 se le
ajusto el pH a 2,5 con HCI 0,1 N. Se sonico
por 10 minutos y posteriormente se filtro
a través de un papel de filtro Whatman No.
42. A continuacion se filtr6é a través de un
acrodisc de 0,45 um antes de inyectar en
el equipo HPLC.
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Resultados y Discusion

Optimizacion de las condiciones del
método de ensayo por HPLC, partiendo
de lo establecido en la USP 42 NF37

VERIFICACION DE LOS MODULOS QUE CONFORMAN
EL EQuiro HPLC

Antes de las pruebas, se verificaron los
modulos del equipo HPLC y se comprob6 que
funcionaban correctamente. Se utilizaron
los médulos acoplados al Software Breeze®
y se demostro la eficiencia de las bombas
y el buen funcionamiento de los modulos
segun las especificaciones del proveedor
Waters (2002). También, se determiné la
eficiencia de la columna Symetry C18 para el
analisis de acuerdo con las especificaciones
del proveedor.

OPTIMIZACION DEL METODO

Una vez inyectados los estandares de
acuerdo con las condiciones iniciales, se
obtuvo que el tiempo de retencion (RT) para
la riboflavina fue 6,935 minutos y 13,431
minutos para la tiamina, por lo que se
continu6 optimizando los parametros para
lograr la separacion en un tiempo menor a
10 minutos (Figura 1).
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Figura 1.Cromatograma de la mezcla de estandares con las
condiciones iniciales

Al modificar la fuerza del solvente
sustituyendo metanol por acetonitrilo, no
fue posible separar ambos picos, por lo que
se regreso a la FM con metanol. Luego se
procedi6 al cambio en la composicion de
la fase organica (10% mas y 10% menos de
MeOH), disminucion del pH, aumento del
volumen de inyeccion y aumento del flujo.
En la Tabla VII se muestran los resultados
Optimos en los parametros de adecuacion.

Tabla VII.
Condiciones optimizadas para
el método de ensayo

Detector uv

Columna Symetry® C18 5 ym, 4.6 x 150 mm
Velocidad de flujp 1.2 mUmin

Vo\umgp de 200

inyeccidn

Fasa Mavil 10% mas de metanal grado HPLC, acido acético glacial y agua grado HPLC

(29 4:1:69 60) mas140 mg de 1-Hexanosuffonato de sodio/100 mLpH=2.5
Ambiente
lsocratico
Acetonitrio grado HPLC | Acido acético gladaly agua gradoHPLC (5:1:94)

Temperatura
HPLC
Diluyente

EVALUACION DE LAS SEPARACIONES DE LAS
VITAMINAS Bl Y B2 UTILIZANDO LOS PARAMETROS
DE ADECUACION DEL SISTEMA

Una vez optimizado el método de
ensayo, se inyecto la mezcla de estandares
para evaluar la separacion de los estandares
(Figura 2).
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Figura 2. Cromatograma de la mezcla de estandares con las
condiciones 6ptimas
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Estas condiciones generaron resultados
conformes en la separacion de los
estandares con valores para RT, N, Ty kK’
adecuados (Tabla VIII).

Tabla VIII.
Resultados al optimizar el método

| pnalito | RT_[skhreal N KT

Riboflavina 4,693 61,10  4508,478 3,692764 0,9980968

Tiamina 6,495 3890 6169,593 5,494835 1,067066

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA, PARA LA EXTRACCION
Y CUANTIFICACION DE LAS VITAMINAS EN ESTUDIO

La hidrdlisis con acido clorhidrico o acido
sulftirico, respectivamente, acompanados
con enzimas, no resultaron adecuados,
lo que se reflej6 en los resultados de las
areas obtenidas al inyectar las muestras
con esos tratamientos. Quizas la naturaleza
de la muestra, al ser una HMF, en la que
se encuentra el almidéon pregelatinizado,
ademas del uso de temperatura para la
actuacion de las enzimas, impidieron la
liberacion de los analitos de vitaminas B1
y B2 presentes en la muestra. Mientras
que el tratamiento de la muestra,
empleando agitacion, ultrasonido, filtracion
y centrifugacion, arrojé los mejores
resultados.

DISENO DE UN PROTOCOLO DE VALIDACION PARA
IDENTIFICAR Y CUANTIFICAR LAS VITAMINAS Bl Y B2
EN LA HARINA DE MAIZ PRECOCIDA

Una vez optimizados cada uno de los
parametros que garantizan un menor
tiempo de ensayo con las mejores
condiciones, se aplico el diseno de protocolo
de validacion del método a través de las
pautas establecidas por la Conferencia
Internacional de Armonizacion (ICH,1994).

Validacion del método de analisis para
la determinacion de vitaminas B1 y B2
en harina de maiz precocida

APTITUD DEL SISTEMA

Una vez realizadas las seis inyecciones
consecutivas de la mezcla de patrones (3
ppm de vitamina B1 y 2 ppm de vitamina B2),
seguin las condiciones Optimas reflejadas en
la Tabla VIII, se calcularon los promedios,
desviaciones estandar y desviaciones
estandar relativas de cada parametro
(tiempos de retencion y areas) (Tabla IX).

Tabla IX.
Aptitud del sistema para el tiempo
de retencién y area, bajo las
condiciones 6ptimas establecidas

Parimetios | ___Riofiavina__ Tiaing

Area RT (min) Area RT (min)
Promedio 64401,83 467 41453,00 6.47
DESVSTD 52748 0.0019 89,31 0,017
% DER 0,82 0.41 0.2 0.2

Esto indica que el método cromatografico
utilizado genera resultados consistentes y
fiables, con desviaciones estandar relativas
que son menores al 2%.

En resumen, los valores obtenidos para
los platos teodricos y el factor de capacidad
en la cromatografia de riboflavina y tiamina
cumplen con los estandares aceptables
segun la bibliografia. Ademas, los picos
cromatograficos presentan una simetria
adecuada y no tienen colas pronunciadas,
lo que indica un método valido para la
determinacién de estos analitos (Tabla X).

EsPECIFICIDAD

Al estudiar los cromatogramas generados
al inyectar la fase movil, se pudo verificar
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Tabla X.
Aptitud del sistema para los parametros RT (tiempo de retencion), N (nimero
de platos teodricos), k™ (factor de capacidad), T (factor de cola) y Rs (resolucion),
bajo las condiciones Optima

RTmin) | _N__| k| T | Rs |

Riboflavina
Tiamina

4,69
6,50

4.508,48
6.169,59

que no hubo interferencias que afectaran
los picos de la mezcla de estandares, lo
que confirma que el método utilizado para
la determinacion de vitaminas B1 y B2 no
es influenciado por los componentes de las
fases moviles.

Al inyectar la mezcla de los estandares
(6 réplicas) y la muestra (3 réplicas) bajo
las condiciones 6ptimas, se generaron
cromatogramas que facilitaron la
comparacion de los tiempos de retencion
de cada pico cromatografico relacionado
con cada compuesto. Los resultados,
revelaron una coincidencia en las senales
cromatograficas de los estandares y la
muestra (Tabla XI).

Tabla XI.
Tiempos de retencion de los estandares
y de la muestra de harina de maiz
precocida inyectada

Promeadio RT (min)

Compuestos

Mezcla de Muestra de hanna

estandares de maiz precocida
Riboflavina 4,693+0,18 4675+0,16
Tiamina 6,495+0,16 6,415+0,11

Ademas, se logré una buena separacion
de los dos compuestos en menos de 10
minutos a una longitud de onda de 280 nm,
obteniendo picos estrechos y simétricos
con una resolucién éptima. Los resultados
demostraron una selectividad satisfactoria
en el sistema de HPLC, basados en la
identificacion de los picos de las vitaminas
analizadas.

3,69 1,00 5,80
5,49 1,07 5,96
LINEALIDAD

Se construy6 una curva de calibracion
utilizando la senal cromatografica de los
compuestos analizados en diferentes
niveles de concentracion en partes por
millén (ppm), como se muestra en la
Tabla IV. Los niveles de concentracion
de los estandares abarcan desde 1
a 5 ppm para la tiamina y de 0,5 a 4
ppm para la riboflavina. Se realizaron
multiples inyecciones de cada nivel de
concentracion de la mezcla de solucion
estandar, siguiendo las condiciones
optimizadas.

La calibraciéon estandar externa
demostré ser efectiva para aplicaciones
cuantitativas, con resultados lineales en un
rango de concentraciones y coeficientes de
determinacion (R2) dentro de los limites
aceptables (> 0,990) (Figuras 3y 4).
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Figura 3. Curva de calibracién para linealidad de la tiamina
(Concentracién vs. Area
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Figura 4. Curva de calibracién para linealidad de la
riboflavina (Concentracién vs. Area

PRECISION

Se evalud la precision del método
analitico a través de la reproduccion de
resultados en un mismo dia (precision del
sistema) y en dias diferentes (precision
del método). Se realizaron seis réplicas en
un dia utilizando soluciones de mezcla de
estandares y se obtuvieron los promedios
de las areas en las inyecciones.

PRECISION DEL SISTEMA

La desviacion estandar relativa (DER)
obtenida de las inyecciones realizadas
es inferior al 2%, lo que demuestra que
cumple con el criterio de aceptacion para el
parametro de repetibilidad establecido. Estos
resultados confirman la precision, donde el
area para la Riboflavina fue de 67892,5 +
78,1 (% DER: 0,12) y para la Tiamina fue de
41896 * 511,22 (% DER: 1,22).

En el cromatograma correspondiente se
pueden observar la Precision del Sistema
(Figura 5), con concentraciones de tiamina
3 ppm Yy riboflavina de 2 ppm, bajo las
condiciones optimizadas.

PRECISION DEL METODO

Se evalu6 la precision interdiaria del
método mediante pruebas realizadas
en diferentes dias, el mismo analista
y con el mismo equipo. Se realizaron
determinaciones en dos dias consecutivos
utilizando soluciones estandar con 6
réplicas cada una, bajo las condiciones
cromatograficas optimizadas.

Se puede observar en la Tabla XII como
todas las desviaciones estandar relativas se
encuentran por debajo del 2%, cumpliendo
con el criterio de aceptacion.

Los resultados de la precision del método
para la muestra de harina de maiz precocida,
bajo condiciones optimizadas, arrojaron
para la tiamina una desviacion estandar
relativa de 0,40% y para la riboflavina 0,53%,
lo que indica que las inyecciones realizadas
(estandares y muestra), cumplen con el
criterio de aceptacion para la repetibilidad,
menor al 2% de desviacion estandar relativa,
demostrando que el método es preciso.
Donde el area para la Riboflavina fue de
60158,5 = 329 (% DER: 0,53) y para la
Tiamina fue de 30765 = 138 (% DER: 0,40).
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Figura 5. Cromatograma de las 6 inyecciones de la mezcla de estandares en el punto medio (100%), tiamina
3 ppm y riboflavina 2 ppm, para el ensayo de la Precision del Sistema
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Tabla XII.
Precision del método para los estandares
de tiamina y riboflavina

_punto . Riboflavina Tiamina
intermedio
Dia 1 Dia2 Dia1 Dia2
Promedio 62792 67892 5 3739567 41896
DESV STD 2911 78.71 108 83 51122
% DER 046 012 029 122
ExacTiTUD

Los porcentajes de recuperacion
obtenidos se encuentran en el rango
de aceptacion establecido (70-120%),
siendo el valor mas bajo (81,42%) para la
riboflavina en la muestra con un agregado
del 100%, y el mas alto (115,02%) para
tiamina, con valores de desviacion estandar
relativa inferiores al 2%, resultando entre
0,43y 1,57 %, lo que indica que el método
es exacto para los analitos evaluados (Tabla
XIII).

Limite DE DETECCION (LOD) Y LIMITE DE
CUANTIFICACION (LOQ)

Se determind la sensibilidad del método
para detectar y cuantificar los analitos
utilizando los datos de concentracion y
areas obtenidos al inyectar las tres mezclas
de estandares a concentraciones conocidas
(Tabla VIII), siguiendo las condiciones
oOptimas establecidas.

Tabla

Los resultados obtenidos, aplicando
la Ecuacion de Miller, para Riboflavina
fue y=32500x-1070 y para Tiamina fue
y=14900x-1620, esto indica que la LOD
para riboflavina y la tiamina se detectan a
0,16 ppm Yy 0,19 ppm, sin necesariamente
ser cuantificados. La minima concentracion
en que se pueden cuantificar los analitos
en estudio (LOQ) es 0,48 ppm para la
riboflavina y 0,56 ppm para la tiamina. El
valor de R2 para la Riboflavina fue 0,9931
y la Tiamina de 0,9915.

Aplicacion de la metodologia validada
para la identificacion y cuantificacion
de vitaminas B1 y B2 en harina de maiz
precocida y harina de arroz

Enla Figura 6, se muestra el cromatograma
de los resultados obtenidos de las vitaminas
B1 y B2 en harina de maiz precocida.
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Figura 6. Cromatograma de la identificacion y cuantificacién
de las vitaminas B2 y B1 en harina de maiz precocida

XIII.

Exactitud del método para las vitaminas B1 y B2 en harina de maiz precocida,
bajo las condiciones optimizadas

Riborlavina

80% 100%

% Recuperacion 115,02 105,438
DESV 5TD 144 1,54
% DER 1.26 1.46

120% 80% 100% 120%
103,93 90,96 81,42 102,27
0,48 0,39 040 1.61
0,47 0,43 049 157
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Con respecto a la harina de maiz
precocida, se encontré en la muestra
tratada valores para las vitaminas B1 y B2,
similares a lo que declara el fabricante
(Tabla XIV).

Tabla XIV.
Comparacion de los valores de vitaminas B1 y
B2 en harina de maiz precocida

Vitaminas Declarado por el Encontradoen el
fabricante ensayo

Riboflavina 0,24 mg/100 g de 0,222 mg/100g de
producto producto

Tiamina 0,31 mg/100 g de 0,316 mg/ 100 g de
producto producto

En el caso de la harina de arroz, se
encontré en la muestra tratada valores
para las vitaminas B1 y B2 muy cercanos al
reportado por el fabricante (Figura 7 y Tabla

XV).
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Figura 7. Cromatograma de la identificacién y cuantificacion
de las vitaminas B2 y B1 en harina de arroz

Tabla XV.
Comparacion de los valores de vitaminas
B1 y B2 en Harina de arroz

Vitaminas Declarado porel Encontradoen el
fabricante ensayo

Riboflavina  0,14mg/30gde producto  0,12mg/30 ¢ de producto

Tiamina 0,3mg/30 ¢ de producto 0,2 mg/ 30g de producto

Los valores declarados por el fabricante
se basaron en los requerimientos diarios
establecidos por el Instituto Nacional de
Nutricién para ninos de 6 a 11 meses de
edad.

Conclusiones

* Se desarroll6 y optimizé un método
para la separacion, identificacion y
cuantificacion simultanea de vitaminas
B1 y B2, tomando como punto de
partida el método establecido por
la USP, cambiando la composicion
de la Fase Movil, aumentando el
10% de la concentracién de
metanol, disminuyendo el pH a
2.5, incrementando el volumen de
inyeccion a 20 uL y modificando el
flujo a 1,2 mL/min.

* El método propuesto proporciona una
linealidad y precision comparables al
método de referencia establecido por
la USP.

* Elmétodo propuesto tiene la ventaja de
determinar rapida y simultaneamente
ambas vitaminas en una sola corrida
cromatografica, a una misma longitud
de onda, siendo menor el tiempo
consumido en el ensayo.

* Se demostr6 que el método HPLC
desarrollado puede ser aplicado para
el analisis de productos derivados de
cereales enriquecidos.

* Se determiné que la muestra de
harina de maiz precocida tiene un
contenido de vitaminas B1 y B2 similar
al declarado por el fabricante.

* En general, las vitaminas analizadas
revelaron valores de nimero de
platos teoricos (N), factor de cola (T) y
factor de capacidad (K’) dentro de los
criterios de aceptacion establecidos
para la aptitud del sistema.

* Se disend un protocolo de validacién,
de acuerdo con la ICH 1994, para
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la identificacion y cuantificacion de
tiamina y riboflavina, logrando tener
las instrucciones detalladas de las
operaciones, orden en la ejecucion del
trabajo y los criterios de aceptacion.

* Laevaluacion de la linealidad demostr6
que hubo un coeficiente de correlacion
para cada analito mayor a 0,990.

* Elmétodo cromatografico desarrollado
es preciso, al presentar Desviaciones
estandar relativas menores al 2% para
la precision del sistema (areas) en un
dia y para la precision del método
(areas) en dias consecutivos.

Recomendaciones

* Evaluar otros métodos de extraccion
para las vitaminas B1 y B2 en muestras
de harina de maiz y arroz.

e Aplicar el método de ensayo en otras
muestras de harina de maiz precocida,
para comprobar el contenido de
vitaminas B1 y B2.

* Estudiar otras vitaminas del complejo
B, que pudieran estar presentes en
harinas de cereales
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