REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 26, No. 1 DE 2000

ESTANDARIZACION Y VALIDACION DE UN METODO
PARA LA DETERMINACION SIMULTANEA DE VITAMINAS TIAMINA B,
RIBOFLAVINA B,, NIACINA B, Y ACIDO FOLICO B, UTILIZANDO HPLC

L. M, Moncada' y J. Ruiz”
Aprobado: Septiembre $/2000

Key words: Vitamins, Complex B, HPLC.

RESUMEN

En la separacion, identificacion y cuantifi-
cacion convencional de las vitaminas del
complejo B, se utilizan métodos fisicos, qui-
micos y microbiologicos para cada una de
ellas en forma independiente, lo que hace ne-
cesaria la preparacion diversa de la muestra
de analisis, incrementando el costo y el riesgo
de deterioro de las vitaminas durante la deter-
minacion. En este trabajo se utiliz6 la croma-
tografia liquida de alta eficiencia en fase
reversa (RP-HPLC), con una columna
Purospher RP-18 encapped y usando como
fase movil el gradiente acetonitrilo: buffer
fosfato en dos concentraciones (0,04 y 0,02
M) pH 2,8 ¥ deteccion en rango ultravioleta
261 y 267 nm en un tiempo de analisis de 30
minutos. Se obtuvo una separacion bien defi-
nida en la secuencia: tiamina, acido nicotini-
co, nicotinamida, acido f6lico y riboflavina.
El método fue validado en las condiciones del
laboratorio y se concluyd que los resultados
obtenidos para las diferentes vitaminas mues-
tran que el método se puede aplicar y repro-
ducir en forma adecuada y confiable con los
siguientes valores de referencia: precision en
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funcién del coeficiente de variacion: para
B1(0,087), B2(0,019), B3 dcido y amida(0,02
y 0,075), Be(0,015); exactitud en funcion del
porcentaje de recuperacion para Bi(100,7),
B2(99,9), Bs dcido y amida(84,7 y 96,2),
Bo(96,5); linealidad en funcién de la ecuacion
de regresion R’ Bi(0,984), B2(0,998), Bs éci-
do y amida(0,998 y 0,999), Bs(0,983); limi-
tes de deteccion en mg/1 Bi(3,25), B2(0,242),
Bs dcido(2,48 ), By(0,10) y limites de cuanti-
ficacion en mg/l Bi(13,76), B2(0,40), Ba dci-
do y amida(3,57 y 0,293), B«(0.41).

Este método fue aplicado para determi-
nar ¢l contenido de vitaminas B: y Bien 5
muestras de cereal de trigo fortificadas en
gjercicios de eficiencia con 25 laboratorios
miembros, obteniendo para la riboflavina
2,34 - 1,87 - 2,28 mg/100 g y para la niaci-
na 26,04 - 24,35 mg/100 g con respecto al
promedio del grupo 2,04 - 1,88y 2,79 para
riboflavina, 26,88 y 30,20 mg/100 g para
niacina respectivamente,

ABSTRACT

In the conventional separation, identi-
fication and quantification of vitamins of
the complex B, physical, chemists and
microbiology methods are used an inde-
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pendent form for each one of them. That
makes necessary the preparation of diver-
se the sample analysis, increasing the cost
and the risk of deterioration of the vita-
mins during the determination. In this
work the Reverse Phase High Performan-
ce Liquid Chromatography (RP-HPLC)
was used, with a column Purospher RP-
18 encapped and using as mobile phase
the gradient acetonitrile:Buffer phospha-
te in two concentrations (0,04 and 0,02
M) pH 2,8 and detection in an ultraviolet
range 261 and 267 nm in an analysis time
of 30 minutes. A very defined separation
was obtained in the sequence: thiamin, ni-
cotinic acid, nicotinamide, folic acid and
riboflavin. The method was validated in
laboratory conditions and concluded that
the results obtained for the different vita-
mins show that it could be applied and re-
produce in appropriated and reliable form
with the following reference values. Pre-
cision in function of the variation coeffi-
cient for Bi(0,087), B2(0,019), Bs acid
and amide(0,02 y 0,075), Bs(0,015);
accuracy in function of the recovery per-
centage for Bi(100,7), B2(99,9), Bs acid
and amide(84,7 v 96,2), Bs(96,5), linea-
rity in function of the regression R* for
Bi(0,984). B2(0,998), Bs acid and ami-
de(0,998 y 0,999), Bs(0,983), detection
limits in mg/L Bi(3.25), B:(0,242), B:
acid(2,48), B«(0,10) and quantification li-
mits in mg/L Bi(13,76), B2(0,40), B: acid
and amide(3,57 y 0,293), B«(0,41).

This method was applied to determine
the vitamins content for B2 and B3 in 5
samples of fortified wheat cereal in exer-
cises of efficiency with 25 laboratories
members, obtaining for the riboflavin
2,34 - 1,87 - 2,28 mg/100 g and for the
niacin 26,04 - 24,35 mg/100g with regard
to the average of the group 2,04 - 1 88
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and 2,79 for riboflavin; 26,88 and 30,20
mg/100 g for niacin respectively.

INTRODUCCION

Laincidencia de la desnutricion causa-
da por deficiencia de micronutrientes es
un problema de salud piiblica en Colom-
bia, lo que generd el desarrollo de una es-
trategia de prevencion y control mediante
la reglamentacion oficial (1) que estable-
cio la fortificacion de la harina de trigo
que se comercializa en el pais con hierroy
vitaminas (tiamina Bi, riboflavina Bz,
niacina B3, 4cido folico Be). Conel finde
brindar apoyo analitico al sector de la sa-
lud y de la industria molinera y modificar
el criterio de utilizacion de métodos tradi-
cionales para la determinacion de cada
una de las vitaminas (2, 3) en este trabajo
se valido el método para la aplicacion de
la cromatografia liguida de alta eficiencia
en fase reversa (RP-HPLC) para la deter-
minacién simultdnea de las 4 vitaminas
del complejo B. Se fundamenté en la me-
todologia descrita por Harvey (4) a longi-
tud de onda fija de 210 nm y un gradiente
acetonitrilo buffer fosfato. Para la valida-
¢ion se utilizaron estandares grado cro-
matogrifico de acido nicotinico, nicoti-
namida, tiamina. HCI, acido fdlico y
riboflavina. Para la determinacion de los
criterios de la validacion se aplicaron las
principales herramientas de la estadistica
basica (5, 6. 7) y las especificas descritas
para cromatografia liquida (8).

PARTE EXPERIMENTAL
Estandares

Se prepararon soluciones acuosas con-
centradas (100 mg/L) de patrones grado
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cromatografico de tiamina, dcido nicoti-
nico, nicotinamida, dcido fdlico y ribofla-
vina y a partir de ellas, mezclas de los 5
componenies en rangos de concentracion
entre 1y 60 mg/L, durante un tiempo de
andlisis de 36-48 horas. Para la evalua-
cion de estabilidad se mantuvieron todas
las soluciones en refrigeracion (4°C) en-
vasadas en recipientes de vidrio, debida-
mente tapadas y protegidas de la luz.

Para la determinacion de estabilidad
de las soluciones acuosas de las diferentes
vitaminas se realizaron inyecciones suce-
sivas durante un periodo de varios dias,
encontrando en todos los casos un tiempo
de andlisis adecuado dentro de las prime-
ras |2 horas de preparada la solucion, ya
que posteriormente se disminuyd la con-
centracion entre 5 v 20% dependiendo de
cada vitamina. Para evaluar la precision y
exactitud se realizaron inyecciones suce-
sivas de 7 a 10 réplicas de soluciones de
las vitaminas independientes y sus mez-
clas dentro de las primeras 12 horas de
preparadas. Las series de datos obtenidas
permitieron aplicar los criterios estadisti-
cos necesarios (promedio, desviacion es-
tandar, coeficiente de variacion). El por-
centaje de recuperacion se evalud en
funcién de la exactitud de cada medicion
con relacion al promedio de la serie. Una
vez obtenida esta informacién y funda-
mentados en la respuesta lineal de la de-
terminacion aplicando ajuste por regre-
sion R y R (y = mx + b) para cada
vitamina, se procedié a calcular paracada
vitamina los limites de deteccion
(0,10-3,25 mg/L) vy los limites de cuanti-
ficacion (0,29-13,75 mg/L), en funcién
de los interceptos y la desviacion estdndar
de los blancos.

Para la extraccion de las vitaminas pre-
sentes en mezelas multivitaminicas y harina
de trigo se utilizo solucién de bicarbonato
de sodio 1% con el fin de solubilizar el 4ci-
do folico, y posteriormente se adicion6 HCI
0,1 N con agitacion permanente y sonicado
para eliminar por completo la efervescen-
cia por el CO: residual en la solucion; luego
de aforado se agitd y filtro o centrifugo an-
tes de pasarlo por membrana de 0,5 pum an-
tes de la inyeccion.

Condiciones cromatogrificas

Se usd un cromatografo liquido Merck
Hitachi con bomba cuaternaria Lachrom
L-7100, detector UV-VIS Lachrom
7400, registrador D-7500, automuestrea-
dor Lachrom 7200; como fase estaciona-
ria una columna Lichocart 250-4 Pu-
rospher RP-18 encapped 5 um, con
precolumna Lichorcart 4-4- Lichrospher
100 RP-18 5 mm y como fase movil un
gradiente con los siguientes solventes: A:
Acetonitrilo; B: Buffer fosfato 0,04 M
pH 2,8; C: Buffer fosfato 0,02 M pH 2.8
en la siguiente composicion: A/B/C de 0
a2 min 0/100/0: de 2 a 3 min 2/0/98: de
3 a8 min 12/0/88; de 8 a 16 min 17/0/83;
de 16 a 20 min 50/0/50; de 20 a 30 min
0/100/0; flujo de 1 mL/min; con inyec-
ciones de 20 ml; la longitud de onda utili-
zada fue de 261 nmen el intervalo 0 a 8
minutos v de 267 nm de 8 a 30 minutos.

RESULTADOS Y ANALISIS

Con base en los espectros de absorcion
obtenidos en las condiciones de ensayo
contra blanco de fase movil en el tiempo
de retencion de cada una de las vitaminas,
se establecié un programa de andlisis a
longitud de onda de mdxima absorbancia,
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261 nm para tiamina y niacina dcida y
amida, y 267 nm para acido folico y ribo-
flavina. Los resultados obtenidos en la
validacién del método RP-HPLC en este
trabajo (tabla 1), mostraron que la deter-
minacion simultinea de cuatro de las vita-

las que se presentd interferencia de ma-
triz, en particular para la tiamina y el
icido folico. Se han adelantado algunas
elapas para optimizar el proceso de ex-
traccién y cuantificacion en harinas de
trigo fortificadas por legislacion oficial

Tabla 1. Validacion del método RP-HPLC para la determinacion simultdnea de las Vi-

taminas Bl, B2, B3, B9

Vitamina | Vitamina Vitamina Vitamina
Bl B2 B3 B9
| Tiamina_| Riboflavina_Nicatinico Nicotinamida | Ac. Félico
Longitud de onda (nm) 261 267 261 261 267
|| Tiempo de rerencion (min) 2,835 15,9-16.5 48-5.5 8.3-9.0 13,5-14
Precision (CV) 0.087 0,019 0,02 0,075 0,015
Exacritud 1.007 0,999 0,847 0.962 0,965
Linealidad (Y = mx b)
Pendiente (m) 35423 70555 33233 3815 32892
Intercepto (b) 2858 719.8 23836 6675 6324
| Ecuacion de regres!én R 0,9843 0,998 0.998 0,999 0.9825
| Ecuacion de regresion R 0,991 0),9989 0,999 0,999 0.9912
Limite de deteccion (mg/l) 3,25 0,242 2,48 — 0,10
Limite de cuantificacion {mg/) 13.76 0.40 3.57 0,293 0,41
Estabilidad solucion % 90 98 81 85 80

minas del complejo B, tiamina, niacina,
acido félico y riboflavina por el método
RP-HPLC y la deteccion UV presenta
una calidad analitica confiable para los di-
ferentes criterios estadisticos y graficos
tenidos en cuenta.

Como resultado de la determinacién
por RP-HPLC se obtuvo un cromatogra-
ma (figura 1) cuyas caracteristicas y tiem-
pos de retencion permitieron identificar
con muy buena resolucién cada una de las
vitaminas.

El mérodo fue aplicado en mezclas

multivitaminicas con excelentes resulta-
dos, no asi en muestras de alimentos en
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con estas cuatro vitaminas con resultados
prometedores principalmente para la ri-
boflavina y la niacina. El método valida-

Tabla 2. Valor promedio en mg/100 ¢ de
niacina y riboflavina, obtenidos en ejerci-
cios interlaboratorio con muestras de ce-
reales industrializados fortificados.

Vitamina Laboratorios Nuestro I
participantes | laboratorio
Niacina 26,88 26,04
30,20 24,35
2.04 234 |
Riboflavina 1,88 1.87 .|
2,79 2,28 ;I
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Figura 1. Cromatograma de vitaminas obtenido por RP-HPLC con columna RP-18 en-
capped, gradiente acetonitrilo buffer fosfato, deteccion ultravioleta.

do se ha utilizado en ejercicios de eficien-
cia interlaboratorio a nivel internacional,
con 25 laboratorios y utilizando muestras
de formulacion de cereales de trigo para
desayuno fortificados. Los resultados ob-
tenidos fueron comparables con el pro-
medio del grupo para estas dos vitaminas
como se ilustra en la tabla 2.
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