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Propésito y Método del Estudio: El acido fdlico es una vitamina del complejo B, la cual se
adiciona a la harina de maiz (0.59 mg/kg) con la finalidad de restaurar las
concentraciones de AF que se pierden durante el proceso de nixtamalizacion.
Actualmente los métodos oficiales para cuaniificar esta vitamina son los
microbiolégicos, les cuales son muy tardados y no diferencian el AF adicionado de los
folatos endogenos gue para fines de control de calidad, los valores obtanidos de AF por
estos métodos no representan un dato real de las concentraciones de AF que se
adicionan en proceso. En el presente estudio se desarrolld y valido un método por
CLAR de fase reversa para cuantificar el AF en harina de maiz, tortillas y tostadas,
usando un sistema de elucién en gradiente y deteccion en el UV a 280 nm. La
extraccién del acido félico adicionado se realizé con buiier de fosfatos a pH 8.5, seguida
de una hidrélisis enzimatica con una amilasa bacieriana para facilitar el paso de
filtracion y posterior purificacion por cromatografia de afinidad. Se realizd una
comparacion estadistica de las concentraciones obtenidas de AF en harina, tortilla vy
tostada con la finalidad de evaluar el porcentaje de pérdida de AF al procesar la harina
de maiz para la elaboracion de tortillas y tostadas.

Contribuciones y Conclusiones: El método desarrollado por CLAR empleando cromatografia
de afinidad en el paso de purificacién del extracte, presenté un L.D. de 20 ng/ml
usando un loop de 20 ul, un r® > 0.9998 en un intervalo de concentraciones de 0.05
pg/ml - 1 000 pg/ml, se obtuvo un L.P.C. de 0.16 mg/kg en la muestra. E| tiempo de
andlisis cromatografico fue de 12 min usandoe un sistema de elucion en gradiente. Los
porcentajes de recuperacién de AF en harina de maiz fueron mayores al 89% con un
CV < 5%, mientras que los porcentajes de recuperacion del AF en columnas de afinidad
fueron > 99%. No se encontrarcn diferencias significativas en las concentraciones de
AF en harina y tortilla de diferente formulacién pero si en harina y tostada, este debido
al proceso de freido. El método desarrollado ofrece ventajas sobre los ya reportados,
sobre todo en cuanto al tiempo de andlisis y sélo as aplicable para medir el AF
adiclonado.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1Caracteristicas generales del acido folico

El nombre de acido fdlico (acido pteroil-L-glutamico)} fue usado por primera
vez por el grupo de Snell en estudios de factores de crecimiento para
Lactobacillus casei y Streptococcus lactis, su nombre se deriva del latin "folium"
por hoja. Quimicamente el acido félico esta constituido por acido glutamico
unido covalentemente por el grupo a-amino al grupo carboxilo del acido para-
aminobenzoico y éste a su vez unido covalentemente al 2-amino-4-
hidroxipteridina. Los términos folato y 4cido félico son usados para
pteroilglutdmato y acido pteroilglutamico respectivamente (recomendacion 2.4
IUPAC-IUB). El término genérico "folato" se refiere a la clase de compuestos
heterociclicos que tienen como base la estructura del acido pteroico conjugado
con uno 6 mas L-glutamatos unidos a través del enlace covalente y-carboxilico
del aminocacido y ademas tienen actividad nutricional simitar a la del &écido félico
(ver figura 1).

El acido félico existe en la naturaleza soclamente en cantidades de trazas, la
"mayoria de las formas de folato se encuentran en vegetales, leguminosas,

animales y fuentes microbioldgicas. El acido félico es la forma sintética mas
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comunmente -usada“ para la forlificacion de alimentos y preparaciones
farmacéuticas.

El acido félico fue identificado como un agente eficaz en el tratamiento de la
anemia megaloblastica ocurrida en 1945. Desde entonces la deficiencia del
folato es reconocida como una de las mas prevalentes deficiencias vitaminicas
gue ocurren comunmente en todo en mundo. La deficiencia marginal produce
sintomas generales como fatiga, irritabilidad y disminucién del apetito.

Deficiencias severas producen anemia megaloblastica o la produccion de
células rojas inmaduras. La deficiencia aﬁtes y después de la pregnancia
provoca nacimientos prematuros o defectos de nacimiento, la deficiencia antes
del parto causa defectos del tubo neural y estudios recientes demostraron que

el consumo de acido fdlico previene enfermedades coronarias.

1.2 Adicion de nutrimentos en harina de maiz

La fortificacién de cereales fue iniciada en EUA en enero de 1988 para
contrarrestar la deficiencia vitaminica. Los productos de cereales enriquecidos
son adicionados con 140 pg/100 g. El nivel de adicién es estimado para
incrementar la dosis entre mujeres de 19 - 50 afios de edad a niveles
ligeramente bajos de la Dosis Diaria Recomendada (RDI) de 400 pg. La
Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) en EUA aprobé ese nivel de
adicion, ya que posiblemente dosis mas altas de folato, en la poblacion en
general, podria enmascarar la deficiencia de la vitamina B12. En México la

deficiencia marginal de algunas vitaminas, dentro de las cuales se incluye €l



acido f6lico y minerales, afecta la salud y la funcionalidad de un nimero elevado
de mexicanos, aunque las consecuencias de dichas deficiencias no son
evidentes desde el punto de vista clinico; sin embargo son importantes en la
funcionalidad de los individuos y se manifiestan en un retraso en el crecimiento,
una mayor susceptibilidad a padecer enfermedades o en una disminucion de la
capacidad neurocognoscitiva. La Secretaria de Salud en colaboracién con el
Instituto Nacional de Nutricidn Salvador Zubiran, iniciaron un programa para
promover la adicién de nutrimento a la harina de trigo y maiz, los cuales son
productos que se incluyen en la canasta basica de los mexicanos y de hecho a
diferencia de EUA, el maiz constituye la base de la alimentacidn vy la principal
fuente de energia de la poblacién mexicana. El objetivo primordial de la adicién
de nutrimentos es restaurar las vitaminas y minerales que se pierden durante el
procesamiento de los granos para la obtencidn de las harinas de trigo y maiz.
Ademas de los nutrimentos incluidos en la restauracién, se considerd
benéfica la adicidn de acido idlico en la harina de trigo a un nivel de 2 mg/kg
(NOM-147-SSA1, 1996), considerado como €l mas adecuado para contribuir a
prevenir el riesgo de defectos del cierre del tubo neural. Este nivel de &cido
félico seria excesivo para la harina de maiz dado que se consume como tortilla,
en general, en mucho mayor cantidad. Por lo tanto el nivel propuesto fue de 0.5
mg/kg. A causa de su baja concentraciéon en la harina de maiz fue necesario
implementar una metodologia lo suficieniemente sensible y répida con la cual
se pudiera cuantificar la cantidad de acido félico adicionada, ya que para fines
de control de calidad del producto es importante verificar que la dosificacion

durante el proceso sea real y eficiente.



Existen varios métodos de analisis para la cuantificacién de acido félico. A la
fecha la mayoria de los laboratorios de servicio en Meéxico y EUA realizan el
andlisis tradicional microbiolégico (NOM-131-SSA1, 1995 (8) - AOAC 944.12,
1997; AOAC 992.05 (9)) con los cuales aparentemente se estima sodlo el
contenido de &acido félico, sin embargo se obtienen valores por arriba del nivel
de adicidon, a pesar de que en estos métodos no se involucran tratamientos
trienzimaticos (aprobados por la FDA;SOP N/AM/4/0/94). En el método de la
NOM sdlo se emplea una enzima (amilasa) y en el método de la AOAC se
emplea sdlo una conjugasa. De cualquier forma, en el caso especifico de la
harina de maiz y productos derivados sé obtiene una sobreestimacion de los
niveles del acido fdlico, que para fines de control de calidad no son validos.

Los métodos quimicos y fisicoquimicos son usados para determinar
principalmente el acido fdlico en preparaciones farmacéuticas y plemezclas
vitaminicas, particularmente en las cuales el acido fdlico es el principal
ingrediente activo y se encuentra en altas concentraciones, siempre y cuando
no haya interferencias por aminas aromaticas.

Las técnicas potencialmente disponibles para medicién de folatos en
alimentos incluyen: Bioensayos, métodos micrabiclégicos, cromatografia de
liquidos, enlace-ligando, radicinmunoensayos, espectrofotométricos y métodos
polarogréficos.

Desde finales de los 70°s a la fecha se han realizado numerosos estudios
para optimizar las metodologias que involucran el uso de la cromatografia de
liquidos de alta resolucién (CLAR), sobre todo cuando se pretende distinguir

entre las diferentes formas de folatos presentes en los alimentos (Seyoum,



Selhub (5)) o entre el acido félico adicicnado y los folatos enddgenos, ya que
con los métodos microbiologicos se detentan todas las formas de folatos (L.D. 2
ng/ml), consumen mucho tiempo de analisis, la precision es muy pobre
(Gregory et al. (3,4); Reingold and Picciano. 1982) y requiere de analistas con
mucha experiencia. Los ensayos microbiolégicos estan basados en los
requerimientos nutricionales de microorg_anismos como Lactobacillus casei,
Pediococcus cerevisiae y Estreptococcus hiriae. El microorganismo mas usado
es Lactobacillus casei que responde a todas las formas de folatos presentes en
alimentos (AOAC 992.05). Por lo tedioso del anélisis microbioldgico y su falta de
especificidad nace el gran interés de desarrollo y validacion de métodos
rapidos, como lo son los cromatograficos.

En la actualidad los estudios publicados que involucran CLAR para
determinar las distintas formas de folatos en cereales involucran extracciones
en soluciones buffer con agentes estabilizantes, pretratamientos enzimaticos y
purificacion del extracto que requieren largos periodos de incubacion.

La adicidn de agentes estabilizantes es importante durante el procedimiento
de extraccién ya que los folatos son sensibles a la oxidacién, calor, acidos
fuertes, presencia de metales como Cu™ y a la luz. Esto hace que existan
pocos métodos por CLAR disponibles que puedan ser aplicados de forma
general al analisis de alimentos. En general los procedimientos de extraccion
que involucran tratamientos trienzimaticos, que la mayoria de los investigadores
usan con el objetivo de obtener los folatos totales, consumen mucho tiempo y

son laboriosos para ser usados como procedimientos de rutina.



Por estudios anteriores realizados en el Laboratorio Central de Constructora
Industrial y Agrobecuaria (CIASA) se tenia la certeza de que el acido félico se
podia cuantificar perfectamente por CLAR de fase reversa, con elucién
isocratica y deteccién en el UV, pero seria necesario optimizar las condiciones
de extraccién del 4cido folico y concentrarlo ya que la deteccién por ultravioleta
es suficientemente sensible soclamente en productos fortificados a altos niveles
de acido félico. Rouseff (1979) demostré que el &cido félico contrario a los
reportes publicados no fluorece, se tiene que realizar una oxidacién post-
columna con hipoclorito, para ser convertido a un derivado pterin fluorescente.
Solo las formas reducidas (di- y tetrahidrofolatos) pueden ser detectadas por su
fluorescencia nativa cuyos limites de deteccién estan en el intervalo 0.3 - 2.3
pmol/ml. Gregory et al. (4). Day et al. (1) en su metodologia emplearon
derivatizacion post-columna con hipoclorito de calcio, procedimiento que a la
fecha no es muy usado ya que se requiere de un aditamento extra entre la
salida de la columna analitica y el detector, para el paso de derivatizacion, lo
cual hace mas laborioso el método.

En el presente estudio se realizé6 una adaptacién de otras metodologias
usadas por varios investigadores para cuantificar folatos endégenos y se validé

el método desarrollado.



1.3 Objetivo general

Validar un método para la cuantificacion de acido félico en harina de maiz
vitaminada y productos derivados empleando cromatografia de liquidos de alta
resolucién.

1.4 Objetivos especificos

1. Optimizar los pardmetros cromatograficos del analisis de acido fdlico por
CLAR

2. Evaluar la repetibilidad y reproducibilidad en el analisis cualitativo de acido
félico por CLAR

3. Evaluar la repetibilidad y reproducibilidad en el andlisis cuantitativo de acido
folico por CLAR.

4. Evaluar la linealidad del métedo de analisis de acido félico por CLAR.

5. Optimizar la metodologia de extraccién de acido félico en harina de maiz.

6. Evaluar la exactitud del analisis en muesiras de harina de maiz de
concentracion conocida de acido félico.

7. Evaluar la repetibilidad y reproducibilidad en muestras de _harina de
concentracion conocida de Acido fdélico.

8. Aplicar el método desarrollado de acido félico a muestras reales

9. Comparar estadisticamente los resultados obtenidos de acido félico en las

muestras reales.



CAPITULO 2
MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO
2.1 Matei'iales

Frascos actinicos con tapén dé 100 mi

Embudos de filiracién de plastico de 6 - 7 mm de diametro
Matraces de aforacion actinicos de 1000 ml, 500 ml, 100 ml, 10 ml
Matraces de aforacién Pyrex de 5 ml

Pipetas volumétricas Pyrex de 20 ml, 5ml, 2 ml, 1 mi, 0.5 ml
Pipetas automaticas con capacidad de 50-5000 uly 1-10 ul

Papel filtro Whatman No. 41 libre de cénizas

Pipetas graduadas de 10 mi

Probetas graduadas de 100 ml, 50 ml

Econocolumnas de vidrio de 10 X 0.7 cm (Biorad)

Embudos (Econofunnels) de plastico de 250 ml

Unidades de filtracion Millipore Millex Hydrophifilic PVYDF de 0.45 um |
Membranas Durapore {Millipore) de 0.45 pm.

Papel aluminio

Papel encerado comercial

Jeringa de 3 ml de plastico

Aguja para inyector manual con punta plana



Vasos de precipitado de 100 mi
Soporte para columnas

Barras magnéticas para agitacion.

2.2 Reactivos

Acido clorhidrico 1 N, para andlisis

Fosfato de potasio dibasico para andlisis (J.T. Baker,Xalostoc, Méx.)
Fosfatoc de potasio monobasico para analisis (J.T. Baker,Xalostoc, Méx.)
Fosfato de potasio dibégico grado HPLC {(Fluka, St. Louis Mo, USA.)
Fosfato de potasio monobasico grado HPLC (Fluka, St. Louis Mo, USA.)
Hidréxido de sodio en lentgjas para analisis

Acido fosférico para anédlisis (Merck, Darmstadt, Alemania)

Acido trifluoroacético para espectroscopia (Merck, Darmstadt, Alemania)
Acido ascérbico para andlisis (Productos Quimicos Monterrey)

Carbonato acido de sodio (Merck, Darmstadt, Alemania)

Acetato de sodio anhidro (J.T. Baker, Xalostoc, Méx.)

Etanolamina (Merck, Darmstadt, Alemania)

Affigel 10 (Biorad, Hercules CA. USA.)

Proteina de unién a folato FBP (USP, Sigma Aldrich Co, St.Louis Mo.,USA)
Azida de sodio (Merck, Darmstadt, Alemania)

Cloruro de sodio {(Merck, Darmstadt, Alemania)

Acido Folico (USP, Sigma Aldrich Co, St.Louis Mo., USA)

Alfa amilasa de Bacillus subtillis (ICN Pharmac.,Inc., Ca., USA
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Metanol grado HPLC ( Merck, Darmstadt, Alemania)

- Agua grado HPLC (Merck, Darmstadt, Alemania)

2.3 Equipo

Balanza analitica Sartorius

Planchas de calentamiento con agitacion magnética

Estufa de conveccién a vacio

Cromatégrafo de liquidos de alta resolucion, Hewlett Packard SERIE 1100
Detector de arregio de diodos DAD G1315A, Hewlett Packard

Columna Hypersil C18, 3 ym, 100 mm x 2.1 mm

Columna de guardia Hypersil C18, 3 yum, 20 mm x 2.1 mm

Unidad de filtracién Millipore

Potenciémetro
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CAPITULO 3

PREPARACION DE REACTIVOS

3.1 Preparacién de la fase movil de trabajo y soluciones para la extraccién
del AF en la muestra

Fase mdvil A: Se pesaron 2.4400 g de fosfato de potasio dibasico y 4.9000
g de fosfato de potasio monobasico grado HPLC en un vaso de precipitado de
1000 ml, se mezclaron con agua grado HPLC hasta disolucion completa, el pH
se ajustd a 6.8, se fransvasd cuantitativamente a un matraz volumétrico de
1000 ml, y se aforé hasta la marca. Posteriormente, s& mezclé perfectamente y
filtro a través de una unidad de filtracién Millipore, utilizando un membrana
Durapore de 0.45 um. La solucion se transvasé a un frasco Schott de 1000 ml,
el cual estaba completamente limpio.

Fase movil B: Metanol grado HPLC.

Solucion de extraccién de buffer de fosfatos 0.1 M, pH 8.5 con acido
ascérbico 0.1%: En un vaso de precipitado se pesaron 17.4180 g de fosfato de
potasio dibasico y se disolvieron en 800 ml de agua destilada. Posteriormente
se pesaron 10.0000 g de acido ascérbico y se adicionaron a la solucion buffer,
el pH se ajustd a 8.5, la solucién se transvasd a un matraz volumétrico actinico
de 1000 ml, y se aforé hasta la marca con agua destilada. La solucion se

preparé siempre al momento de usarse.
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Solucion de hidréxido de sodio 4 M: En un vaso de precipitado se pesaron
56.1100 g de rhidréxido de sodio, se disolvieron completamente con agua
destilada transfiriéndose cuantitativamente a un matraz volumétrico de 500 ml, y
se aforé con agua destilada. La soluciéon se mezclé y se guardé en un recipiente
de plastico Nalgene (polietileno de alta densidad) en un lugar fresco por un

periodo no mayor a quince dias.

3.2 Preparacidn de reactivos para el acoplamiento de FBP-Affigel 10

Solucion de acetato de sodio 10 mM, pH 4.5. En un vaso de precipitado de
100 mi se pesaron 0.0820 g de acetato de sodio anhidro (CH3:COO Na) y se
disolvieron completamente con 80 ml de agua destilada. El pH de la solucién se
ajustd a 4.5 con HCI 1 N, posteriormente se transfirié cuantitativamente a un
matraz volumétrico de 100 ml. La solucién se mantuvo en refrigeracion a 4°C
hasta su uso.

Etanolamina 1 M, pH 8: Se pesaron 6.1000 g de Etanolamina en un vaso de
precipitado de 100 ml, se adicionaron 80 ml de agua destilada y se mezcld
hasta disolucién completa. El pH se ajusté a 8.0 con KOH 4 M. La solucion se
transfirié cuantitativamente a un matraz volumétrico de 100 ml y se aford coh
agua destilada, la solucién se mantuvo en refrigeraciéon a 4°C hasta su uso.

Solucion de carbonato acido de sodio 0.1 M, pH 6.5: En un vaso de
precipitado se pesaron 0.8400 g de bicarbonato de sodio (NaHCQg3) y se
adicionaron 80 ml de agua destilada, la solucidn se agitd hasta disolucién

completa, posteriormente el pH de la solucién se ajusté a 6.5 con HCI 1 N,
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transfiriéndose cuantitativamente a un matraz velumétrico de 100 ml y aforando
con agua destilada hasta la marca, la solucién se mantuvo en refrigeracion a
4°C hasta su uso.

Reconstitucion de la proteina de unién a folato (FBP) de leche de
bovino: 4 mg de FBP se reconstituyeron en 4 ml de agua destilada (1mg/ml).
Una vez en solucion se agité cuidadosamente y se guardd en refrigeracion a
4°C hasta su uso.

3.3 Preparacion de reactivos para la purificacién y concentracion por
cromatografia de' afinidad

Buffer de fosfato de potasio monobasico 0.1 M: En un vidrio de reloj se
pesaron 6.8045 g de KH,PO, y se disolvieron completamente en 400 ml de
agua destilada, la solucion se fransvasé a un matraz volumétrico de 500 ml y se
aford con agua destilada. |

Buffer de fosfato de potasio dibasico 0.1 M: En un vidrio de reloj se
pesaron 8.7090 g de K;HPO, y se disolvieron completamente en 400 ml de
agua destilada, la solucion se transvasd a un matraz volumeétrico de 500 ml y se
aforé con agua destilada.

Buffer de fosfato 0.1 M, pH 7.0: Se mezclaron 50 ml de Ila solucién de
KH2PQ4 con 80 mi de la solucion KzHPO, y el pH se ajusté a 7.0 con KOH 4 M
yHCI4 M.

Buffer de fosfatos 0.025 M, pH 7.0 conteniendo NaCl 1 M. De la soluciéon
de buffer de fosfato 0.1 M, pH 7.0, se tomaron 25 ml, se diluyeron en 100 mi de

agua destilada y el pH de [a solucién se ajustd a 7.0 con KOH4 M y HCi 4 M.
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Posteriormente se adicionaron 5.8500 g de NaCl a los 100 ml de buifer de
fosfato pH 7.0. _

Buffer de fosfato 0.025 M, pH 7.0: De la solucion de buffer de fosfato 0.1M,
pH 7.0, se tomaron 25 ml, se diluyeron en 100 ml de agua destilada y el pH de
la solucion se ajusté a 7.0 con KOH 4 My HCI 4 M.

Solucion de acido trifluoroacético (TFA) 0.02 M: En un matraz volumétrico
actinico de 100 ml, se colocaron 50 ml de agua grado HPLC y se adicionaron
153 w1 de acido trifluorcacético concentrado y se aforé a la marca con agua
grado HPLC.

Solucion de acido ascdérbico (AA) al 10%: En un vaso de precipitado de 50
ml, se pesaron 2.500 g de acido ascorbico, se adicionaron 20 ml de agua grado
HPLC, agitando hasta disolucién completa, la solucion se transvasé
cuantitativamente aun matraz de aforacion de 25 ml y se aford con agua grado
HPLC. Posteriormente la solucién se transvasé a un frasco ambar con tapa y se
guardoé en refrigeracion hasta su uso. La solucidon no se almacend, se prepard

antes de usarse.
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CAPITULO 4

METODOLOGIA

__Validar Método

Validacion del andlisis CLAR <‘,‘ﬁ——i{> Tratamiento de la muestra

de Acido Félico

Evaluacion de la Precision

Etapa | Etapa 2

WV P J/
Repetibilidad Reproducibilidad Purificacién y
Extraccion concentracion

del extracto

Analisis Cualitativo P- 1 P-o
Analisis Cuantitativo

J N _F—r‘ P-2 || P-3

Andlisis CLAR _
Evaluacién de Linealidad Tl
\]/ Analisis CLAR
Evaluacion del L.D. \l/
Cualitativo
Cuantitativo -% Recuperacién
W

Exactitud método Evaluacién del L.P.C.

Método validado
_

Aplicacidon en muestras reales Comparacion estadistica

Figura 2. Estrategia experimental, P: Procedimiento; L.D: Limite de deteccion; L.P.C.: Limite
practico de cuantificacion.
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4.1 Optimizacién de los parametros cromatograficos para el analisis de AF
por CLAR

Para optimizar las condiciones cromatogréficas, se realizaron pruebas en
condiciones isocraticas (ver :l'_/-\BLA l) v en gradiente (ver TABLA Il), en el
primer caso se madificaron el flujo y la propaorcion dg la fase movil Ay B, siendo
la fase mavil A; Buffer de fosfatos 50 mM, pH 6.8 y la fase mdvil B: Metanol. Se
utilizé una columna de fase reversa Hypersil de C18 de 2.1 x 100 mm, 3 um, la
columna de guardia con las mismas caracteristicas de 2.1 'x 20 mm, un locop de
inyeccidn de 20 ul, temperatura ambiente y deteccién en el UV a 280 nm. Los
flujos a prueba fueron de 0.2 y 0.3 ml/min. Para las pruebas de elucién en
gradiente, se mantuvo un flujo de 0.2 mi/min y se modifico la proporcion de la
fase moévil B desde un 5% - 40% como se indica en la tabla Il. La proporcién de
B se mantuvo constante de 1-2 min para regresar a las condiciones originales
de un 100% de la fase mdvil A. En pruebas posteriores y con la finalidad de
reducir ¢l tiempo de analisis, ¢! flujo se aurnentd al doble es decir 0.4 ml/min,
manteniendo la proporcién de B en un 40%. La eleccion de las mejores
condiciones se realizé en base a la simetria, ancho del pico cromatografico y el

tiempo de analisis.
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TABLAI

Ensayos en Condiciones de Elucién Isocréticas para la Optimizacién de los
Parametros Cromatograficos en CLAR

Ensayo Flujo Fase mévil
mli/min A:B
1 0.2 90:10
2 0.3 92:8
3 0.3 93.7
4 0.2 92:8
5 0.2 91:9
TABLA I

Ensayos en Condiciones de Elucion en Gradiente para la Optimizacion de los
Parametros Cromatograficés en CLAR

Ensayo Flujo Fase mdvil Ensayo Flujo Fase mdévil
ml/min %B Min ml/min %B Min
1 0.2 0 0-2 2 0.2 0 0-2
0-5 2-4 0-10 2-7
5-10 4-8 10 7-10
10 8-10 10-0 10-15
10-5 10-12
5-0 12-15
3 0.2 0 0-2 4 0.2 0 0-2
0-20 2-7 0-25 2-9
20 7-9 25 9-11
20-0 9-14 25-0 11-16
5 0.2 0 0-2 6 0.2 0 0-2
0-28 2-9 0-40 2-9
28 9-11 40 9-11
28-0 11-16 40-0 11-16
7 0.4 0 0-1
0-40 1-4.5
40 4.5-5.5
40-0 5.5-10
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4.2 Evaluacion de la repetibilidad y reproducibilidad en el
analisis cualitativo de AF por CLAR

Una vez seleccionadas las condiciones cromatograficas se procedid a
evaluar la precisiéon del método en el andlisis cualitativo, evaluando los
coeficientes de variacion de los tiempos de retencion generados a partir de la
elucién por triplicado de tres soluciones estandar con concentraciones de 200
ng/ml, 100 ng/ml y 50 ng/ml preparadas a partir de un stock de acido félico de
100 pg/ml, el cual se prepard pesando 10 mg de un estandar de acido fdlico de
99% de pureza, mantenido en refrigeracién libre de humedad, posteriormente
se disolvié en 80 ml buffer de fosfatos 0.1 M pH 8.5 conteniendo 1% de AA y el
pH se ajusté 6.8 con HsPO, concentrado (conc) y KOH 4 M. La solucién se
transvasd a un matraz volumétrico actinico y se aford a 100 m! con buffer de
fosfatos 50 mM, pH 6.8. A partir de este stock se tomé una alicuota de 1 mly se
transvasé a un matraz volumeétrico actinico de 100 ml, aforando hasta la marca
con buffer de fosfatos 50 mM, pH 6.8. A partir de este estandar se tomé una
alicuota de 2 ml y se vertid sobre un matraz volumétrico actinico de 10 ml,
aforando hasta la marca con el buffer de fosfatos 50 mM, pH 6.8, a partir de
este estandar se tomé una alicuota de 5 ml y se vertid en otro matraz
volumeétrico actinico de 10 ml, aforando a la marca con buffer de fosfatos 50
mM, pH 6.8. De cada uno de lcs estdndares preparados se tomo6 1 mi con una
jeringa de plastico de 3 ml y se adapté una unidad de filtracion de 0.45 ym,
posteriormente cada estédndar se cargo en el inyector manual con un loop de 20
uly el andlisis se realizé bajo las condiciones descritas en el ensayo 7 (TABLA

I). La evaluacion de la repetibilidad se realizé de los tiempos de retencidn
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obtenidos por la elucion por triplicado de cada una de las tres soluciones
estandar preparadas en un sélo dl’é. La reproducibilidad se evalud en tres dias
diferentes por elucion de las tres soluciones estandar, preparadas de la forma
antes mencionada. Los célculos del promedio de los datos obtenidos, la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion se realizaron por medio del

paquete computacional Excel.

4.3 Evaluacion de la repetibilidad y reproducibilidad en el analisis
cuantitativo de AF por CLAR

La evaluacién de la repetibilidad del método en el andlisis cuantitativo se
realizé de la elucidon por triplicado de tres soluciones estdndar de diferentes
concentraciones en un solo dia, éstas ée prepararon de igual manera que en el
analisis cualitativo y se evaluaron las areas y alturas obtenidas de cada nivel de
concentracién. La reproducibilidad se evalud de la elucidn por triplicado de tres
soluciones estandar de diferenies concentraciones preparadas en tres dias
diferentes a los niveles de concentracion indicados en el andlisis cualitativo y se
evaluaron los coeficientes de variacion de las areas y alturas de cada nivel de
concentracién. La media, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion de

las areas y alturas se calcularon en la hoja de calculo de Excel.

4.4 Evaluacion de la linealidad del método de analisis de AF por CLAR

De los estandares de tres niveles de concentracién preparados para evaluar
la precisién en el anélisis cualitativo y cuantitativo, se graficé cada nivel de

concentracion del estandar de AF contra areas y alturas correspondientes y se
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determind el coeficiente de correlacion (r°) de cada curva de calibracién. El
calculo fue realizado por medic del HP chemstation del equipo cromatografico.

4.5 Optimizacion de la metodologia de extraccién de AF en harina de
maiz

Metodologia de Extraccion de AF en Harina de Maiz Vitaminada y
sin Vitaminas

Extraccion alcalina

Solucién acuosa de Buffer de fosfatos
NH,OH pH 8.5
\l/ Andlisis por CLAR

Andlisis por CLAR

y

Purificacién y concentracion del extracto

SPE C18 SPE SAX Cromatografia de Afinidad
Fraccion Fracciones de: Fraccion de:
de: Elucion Extracto de muestra Elucién
Lavado
Elucién

Analisis por CLAR

Figura 3. Estrategia experimental de la metodologia de exiraccion del AF. SPE:
Extraccion en fase sdlida; C18: Octadecil silano; SAX: Intercambio anidnico fuerte.
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4.5.1 Pruebas iniciales para la extraccién del AF en harina de maiz
vitaminada v sin vitaminas.

4.5.1.1 Procedimiento de extraccidn en solucion alcalina diluida de hidréxido
de amdnio

Como prueba preliminar se utilizé una modificaciéon del procedimiento de
extraccién empleado en el método microbilégico turbidimétrico (6). En el método
se pesaron 2.0000 + 0.0003 g de muestra y se adicionaron 60 ml de agua
destilada, 1.8 ml de NH4OH conc y 0.6 ml de ascorbato de sodio al 2%. La
muestra se homogenizé en bafio de agua con agitacion a 45°C durante 45 min.

El pH se ajustd 2 4.5 con HCI 1 N. Posteriormente se adicionaron 5 ml de la
enzima claradiastasa al 10% en agua y se incubé a 45°C durante 1 h. El pH de
la solucion se ajusté a 7.0 con NaOH 1 N y se filtré en papel Whatman # 41 libre
de cenizas sobre un matraz volumétrico actinico 100 ml, aforando con agua
destilada. El extracto obtenido se pasd por una unidad de filtracion Millipore de
0.45 uym y se inyecté en el equipo cromatografico. La evaluacion de la
concentracién del AF en el extracto se realizdé por el método de estandar
externo con una curva de calibracion de tres niveles de concentracion siendo
estos: 1.00 pg/ml, 0.10 pg/ml y 0.01 yg/ml. Los cuales se prepararon a partir de
un stock de acido félico de 100 pg/ml. La elaboracién de la curva de calibracion
se realiz6 graficando [a altura de cada estandar contra el nivel de concentracion

correspondiente por medio del HP chemstation del cromatdgrafo.
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4.5.1.2 Procedimiento de extraccion en solucién buffer a pH alcalino.

El segundo procedimiento involucré la extracciéon del AF en 5.0000 + 0.0003
g de muestra, a los cuales se adicionaron 60 ml de K;HPO, 0.1 M, pH 6.8,
posteriormente la suspensién se colocé sobre una plancha con agitacion
magnética durante 30 min. El pH se ajustd a 6.9 con H3PO4 conc.y KOH 4 M,
para llevar a cabo la hidrdlisis enzimatica, adicionando 0.5000 + 0.0003 g de a-
amilasa bacteriana e incubando en bafio de agua a 42°C durante 30 min,
enseguida la temperatura se subié gradualmente a 90°C para inactivar la
enzima, posteriormente el extracto se retiré del barfio de incubacién se enfrid
con agua de la llave y posteriormente en bafio de hielo durante 5 min. El pH del
extracto hidrolizado se ajustoé a 7.5 con KOH 4 M y H3PQO, conc. Posteriormente
se filtré en papel plisado Whatman # 41 libre de cenizas, y el filtrado se recogid
directamente sobre un matraz de aforacion actinico de 100 ml, y .se aforé a 100
ml con agua destilada y se mantuvo a la temperatura ambiente por no mas de 3

h hasta el paso de purificacion.
4.5.2 Purificacion y concentracion del extracto de harina de maiz
4.5.2.1 Purificacién en fase sélida (SPE) de C18

Los cartuchos de SPE se adaptaron a una jeringa de plastico de 3 ml y éstas
a su vez se adaptaron a un soporte para columnas para su facil manejo. Se
preparé un estandar de AF de 25 ng/mi, el cual se elaboré a partir de un stock

de 100 pg/ml y las diluciones se realizaron segun lo descrito en el punto 4.2,
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excepto que a partir del estandar de 1.00 pg/ml de AF se tomaron 2.5 ml y se
colocaron en un matraz volumétricd actinico de 100 ml aforando con buffer de
fosfatos 50 mM, pH 6.8.

Se realizaron pruebas por triplicado para determinar la proporcién de los
solventes de elucion que proporcionaran buenos porcentajes de recuperacién
de AF en los cartuchos SPE C18, usando una proporcion de 90:10, 80:20 y
70:30 de los solventes de elucion (buffer de fosfatos 50 mM, pH 6.8 : MeOH).
Los cartuchos SPE C18 primeramenie se acondicionaron con 2 mi de MeOH, 2
ml de agua, 2 ml de buffer de fosfatos 50 mM, pH 6.8, se adicionaron 2 ml del
estandar de AF, posteriormente el cartﬁcho se lavdé con 1 ml de buffer de
fosfatos 50 mM, pH 6.8 y se eluyd con la proporcion de sclventes a prueba, el
eluato se recogié en un matraz voluméfrico de 1 ml y se aforé a la marca con
buffer de fosfatos 50 mM, pH 6.8, posteriormente se pasd a traveés de un
cartucho de filtracion Millipore de 0.45 uym y se inyectdé en el sistema
cromatografico, tanto en condiciones de elucién isocraticas segun ensayo 4
(TABLA 1) como en gradiente, ensayo 5 (TABLA II). El célculo de las
cencentraciones de AF se realizé por el método de estandar externo. Los
porcentajes de recuperacién se calcularon segin la formula 2 (APENDICE A).
Una vez determinada la proporcion de solvente de elucion se aplicd la misma
metodologia de purificacidn y condiciones cromatograficas a un extracto de
harina de maiz con vitaminas y sin vitaminas, siguiendo el procedimiento de

extraccién del AF descrito en el punto 4.5.1.2,

4.5.2.2 Purificacién en fase sdlida (SPE) SAX
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4.5.2.2.1 Procedimiento de prueba-1 de SPE SAX. Como primera prueba se
siguid el procedimiento descrito por Osseyi ef al. (7) haciendo una modificacion,
en el acondicionamiento de los cartuchos, en lugar de usar hexano se usaron 3
ml MeOH como paso inicial, enseguida se adicionaron 5 ml de K.HPO, 0.1 M,
pH 8-9 conteniendo 0.05% de AA, posteriormente se adicionaron 4 ml del
extracto de harina de maiz con vitaminas diluido en 2 ml de buffer de fosfatos
20 mM, pH 8.5, enseguida el cartucho se lavd con 2 ml de KoHPQ4 20 mM, pH
8.5 ¥ la elucion se realizd adicionando 4 ml de NaOAc 0.1 M, pH 4.5,
conteniendo 5% de NazHPO, vy 0.05% de AA. El eluato se recibié en un matraz
volumétrico de 5 ml y se aford con buffer fosfatos 50 mM, pH 6.8. El eluato se
purifico en una unidad de filtracion de 0.45 pm, para posteriormente ser
analizado en el sistema cromatografico bajo las condicio_nes establecidas en el
ensayo 6 (TABLA Il). El mismo procedimiento se aplicd a un ex'tracto de harina

de maiz con vitaminas.

4.5.2.2.2 Procedimiento de prueba-2. Analisis de las fracciones de SPE SAX.

Los cartuchos de SPE SAX se acondicionaron con 20 ml de HxO grado
HPLC, enseguida se adicionaron 4 ml del extracto de harina de maiz sin
vitaminas diluidos en 2 ml de H,O grade HPLC, a esta fraccién obtenida
después de pasar la muestra por el cartucho SPE SAX se le llamo eluato (E1) y
se colectd en un tubo de ensayo para su analisis cromatografico,
posteriormente el cartucho se lavé con 8 ml de K:HPO, 20 mM pH 7.5, a esta

fraccion de lavado se le denomind eluato (E2) y se colecté en un tubo de
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ensayo para su andlisis cromatografico. La elucién del analito se realizé sélo
con NaOAc 0.1 M, pH 4.5, a esta fraccién se le llamé eluato (E3), se colectd en
un matraz volumétrico de 5 ml y se aforé a la marca con buffer de fosfatos 50
mM, pH 6.8, posteriormente se analizé por CLAR.

Todas las fracciones fueron analizadas bajo las condiciones cromatograficas
descritas en el ensayo 7 (TABLA Il). La evaluacién de las concentraciones
obtenidas se realizé por el método de estandar externo por medio de una curva
de calibracibn de tres niveles de concentracion contra las aluras

corréspondientes a cada estandar elaborada por medio del software del

cromatografo de liquidos.

4.5.2.2.3 Procedimientc de prueba-2a. Andlisis de las fracciones de SPE
SAX. Los cartuchos de SPE-SAX se acondicionaron con 20 ml de H>O grado
HPLC, enseguida se adicionaron 4 ml del extractlo de harina de maiz sin
vitaminas diluidos en 2 ml de HO grado HPLC, el eluato obtenido se colectd en
un tubo de ensayo para su andlisis cromatografico, posteriormente el cartucho
se lavo tres veces con porciones de 6 ml de K:HPO4 20 mM, pH 7.5, a cada
fraccion de lavado obtenida se le denominé E2a, E2b y E2¢c, cada una de las
fracciones se colecté en un tubo de ensayo para su analisis cromatografico. La
elucién del analito se realizé con 4 ml de NaOAc 0.1 M, pH 4.5 denominandose
E3. Esta fraccién se colecté en un matraz volumétrico de 5 ml y se aford a la
marca con buffer de fosfatos 50 mM, pH 6.8. Enseguida se realizé una segunda
elucion con 4 ml NaOAc 0.1 M, pH 4.5. Posteriormente ambos eluatos con el

analito se analizaron por CLAR. Todas las fracciones fueron analizadas bajo las
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condiciones cromatograficas descritas en el ensayo 7 (TABLA ll). La evaluacién
de las concentraciones obtenidas se realizd por el método de estandar externo
graficando la concentracién contra la altura correspondiente de cada estandar,
elaborada por medio del software del cromatégrafo de liquidos. EI mismo
procedimiento se aplicé a un estandar de acido félico de 0.997 pg/ml, pero
aplicando un volumen d;; 3 mi del estandar y siguiendo las mismas condiciones
de acondicionamiento y lavado del cartucho de SPE SAX. Este procedimiento

se realizd para evaluar el porcentaje de recuperacién de acido folico siguiendo

el procedimiento descrito anteriormente.

4.5.2.2.4 Procedimiento-2b. Porcentaje de recuperacion con estandar de AF.

Los cartuchos de SPE-SAX se acondicionaron con 20 ml de H.O grado
HPLC, enseguida se adicionaron 12 ml de un estandar de acido félico de 0.025
ug/ml preparado a partir de un stock de AF de 100 pg/ml, del stock se tomé 1 ml
con pipeta volumétrica y se colocé en un matraz volumétrico actinico de 100 ml
y se aforé a 100 ml con buffer de fosfatos 50 mM, pH 6.8 para obtener un
estandar de 1.0 ug/ml, a partir del cual se tomé una alicuota de 2.5 ml y se
vertié sobre un frasco de 100 ml actinico y se adicionaron 80 ml de buifer de
fosfatos 0.1 M, pH 8.50, el pH se ajustdé a 7.5 con HzPO, y KOH 4 M,
posteriormente se transvaso a un matraz volumétrico actinico de 100 ml y se
aforé a 100 ml con agua grado HPLC. El cartucho se lavé con 18 ml de KoHPO4
20 mM, pH 7.5. La elucién del analito se realizé con 4.5 ml de NaOAc 0.1 M, pH

4.5, se coloctdé en un matraz volumétrico de 5 ml y se aford a la marca con
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buffer de fosfatos 50 mM, pH 6.8, posteriormente se analizé por CLAR, bajo las
condiciones cromatograficas descritas en el ensayo 7 (TABLA ).

El procedimiento se realizé por triplicado para evaluar los porcentajes de
recuperacion del acido félico. La evaluacion de las concentraciones obtenidas
se realizé por el metodo de estandar externo por medio de una curva de
calibracién de tres niveles de concentracién contra las alturas de cada estandar,

elaborada por medio del software del cromatografo de liquidos.

4.5.2.2.5 Procedimiento-2¢. Porcentaje de recuperacion con estandar de AF.

Los cartuchos de SPE-SAX se acondicionaron con 18 ml de KoHPQ, 20 mM,
pH 7.5, conteniendo 0.05% de AA, enseguida se adicionaron 12 ml de un
esiandar de acido félico de 0.025 pg/ml preparado segun el procedimiento
descrito en el punto 4.5.2.2.4. El cartucho se lavé con 18 ml de KoHPO4 20 mM,
pH 7.5. La elucién del acido félico se realizé con 4.5 ml de NaQAc 0.1 M, pH 4.5
conteniendo 0.05% de AA. Se colecté en un matraz volumeétrico de 5 ml y se
afor6 a la marca con bufier de fosfatos 50 mM, pH 6.8 posteriormente se
analizo por CLAR bajo las condiciones cromatogréficas descritas en el ensayo 7
(TABLA Il). El procedimiento se realizé por triplicado para evaluar los
porcentajes de recuperacion del AF. La evaluacion de las concentraciones
obtenidas se realizé por el método de estandar externo por medio de una curva
de calibracion de tres niveles de concentracion elaborada por medio del
software del cromatégrafo de liquidos. El mismo procedimiento se aplicd a un
extracto de harina de maiz sin vitaminas obtenido segun el procedimiento

descrito en el punto 4.5.1.2.
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45226 Procediﬁiento-2d. Balance de materia en las fracciones obtenidas
por SPE SAX. Para evaluar la cantidad de interferencia que estaba co-eluyendo
con el acido félico en el analisis cromatografico de cada una de las fracciones
obtenidas de la SPE SAX, tanto de los extractos de la muestra asi como de un
estandar de AF, ademdas de evaluar que volumen de lavado seria requerido
para eliminar las interferencias. Se analizaron directamente por CLAR extractos
de harina de maiz con y sin vitaminas, obtenidos segun el procedimiento
descrito en el punto 4.5.1.2 y un estandar de AF de 0.30 ug/ml.

Posteriormente se analizaron cada una de las fracciones obtenidas por SPE
SAX de los extractos de harina de maiz con y sin vitaminas y el estandar de AF.
Para obtener las fracciones se realizé el siguiente procedimiento.

L.os cartuchos SPE-SAX se acondicionaron con 2 ml de MeOH, 2 ml de H.O
grado HPLC y 18 ml de KoHPO, 20 mM, pH 7.5, conteniende 0.05% de AA, se
adicionaron 5 ml de un extracto de harina de maiz sin vitaminas, el eluato
obtenido (F-1) se colectd un tubo graduado y se completd a un volumen de 6 ml
para su analisis por CLAR. El cartuchc se lavé con porciones de 6 ml de
K:HPO, 20 mM, pH 7.5, repitiéndose n veces el nudmero de lavados vy
colectandose cada fraccidon de lavado en tubos graduados para completar a un
volumen medido, cada fraccidn de lavada se analizd por CLAR. La elucién del
analito en el cartucho se realizé con 4.5 ml de NaOAc 0.1 M, pH 4.5. Se colecto
en un matraz volumétrico de 5 ml y se aford a la marca con buffer de fosfatos
50 mM, pH 6.8, posteriormente se analizé por CLAR bajo las condicicnes

cromatograficas descritas en el ensayo 7 (TABLA [l). El procedimienio antes
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descrito también se aplict a extractos de harina de maiz con vitaminas, ademas
de repetirse el ensayo en extractos de 12 ml harina de maiz con y sin vitaminas
y un estandar de AF. E| procedimiento se realizé por duplicado, en el caso del
estandar se adicionaron 1 ml de AF de 0.30 ug/ml, que equivale a los 12 mi de
un estandar de AF de 25 ng/ml. La evaluacion de las concentraciones obtenidas
se realizé por el método de estandar externo por medio de una curva de
calibracién de tres niveles de concentracion elaborada a traves del software del
cromatografo de liquidos. Cada una de las concentraciones obtenidas se
muitiplicé por el volumen de cada fraccién para obtener la cantidad de materia
presente en dicha fraccion. En el caso del extracto analizado directamente por
CLAR sin pasar por los cartuchos de SPE SAX, la concentracion obtenida se
mulfiplicd por el volumen de extracto (& ml y 12 ml) usados en el procedimiento

para el andlisis de las fracciones.
4.5.2.3 Purificacion y concentracién de AF por cromatografia de afinidad

4.5.2.3.1 Acoplamiento de la FBP a Affigel-10. Una vez reconstituida la
proteina de unidn a folato (FBP) (ver procedimiento en el punto 3.2), 2 mi de la
solucién se mezclaron ¢on 6 ml de NaHCO3 0.1 M, pH 6.5 frio, en un frasco
actinico de 100 ml, la solucién se guardé en refrigeracion hasta la combinacién
con Affigei-10, el cual se agitdé cuidadosamente y se tomd 4 ml del gel para ser
transferidos a un filtro Gooch adaptado a un sistema de vacio, para eliminar el
solvente en el cual estaba suspendido el gel, éste se lavo con 12 ml de NaOAc
10 mM, pH 4.5 a 4°C, sin dejar secar el gel y ¢on la ayuda de un agitador se

transfirid cuantitativamente a la solucion de FBP-NaHCQ3en un lapso no mayor
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a 20 min y se agitd hasta obtener una suspensidon uniforme. Inmediatamente se
incubd en un bafio de agua con agitacién constante, el cual se mantuvo a una
temperatura entre 3-4°C durante 12 h. Posteriormente se adicionaron 0.4 ml de
etanolamina 1 M, pH 8 y se continué incubando por un periodo de 1 h a la
misma temperatura. El gel unido a la proteina se mantuvo en refrigeracion hasta

SU uUso.

4.5.2.3.2 Preparacion de columnas de afinidad. Una vez completado el
acoplamiento, 2 ml de Affigel-FBP se distribuyeron en cuatro columnas de vidrio
para cromatografia. Cada columna se lavé dos veces con 5 ml de NaHCO; 0.1
M, pH 6.5 y otras dos veces con 5 ml de buffer de fosfato 0.1 M, pH 7.0. A las
columnas se les adicioné buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.0 conteniendo 0.2% p/iv

de azida de sodio y se guardaron en refrigeracion hasta su uso.

4.523.3 Evaluacion de los porcentajes de recuperacion de AF por
cromatografia de afinidad. Se preparé un estandar de 1.0 pyg/mi de acido félico
a partir de un stock de AF de 100 ug/ml, del stock se tomé 1 ml con pipeta
volumétrica, se colocé en un matraz volumétrico actinico de 100 ml y se aforé
conh buffer de fosfatos 50 mM, pH 6.8. Una de las columnas preparadas se
equilibré con 10 ml de buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.0, se adicionaron 1 ml del
estandar de AF, la columna se lavo con 5 ml de buffer de fosfatos 25 mM, pH
7.0 conteniendo NaCl 1 M, enseguida se adicionaron 5 ml de buffer de fosfatos
25 mM, pH 7.0, se eluy6 con 4.6 ml de una solucion de TFA/ditiotreitol 20 mM y
el eluato se colecté en un matraz volumétrico de 5 ml que contenia 30 pl de

KOH 4 M y 25 pl de AA al 10%, se aford 5 ml con buffer de fosfatos 50 mM, pH
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6.8. La solucion obtenida se filtré en una unidad de filiracién de 0.45 yum vy
posteriormente el ﬁltr.;:ldo obtenido se inyectd en el sistema cromatografico, se
analiz6 un blanco de reactivos de elucién, un blanco de TFA y ditiotreitol por
separado, bajo las condiciones descritas en el ensayo 6 (ver TABLA ).
Posteriormente se evaluaron los porcentajes de recuperacion del cido félico
en las columnas de afinidad. Se preparé un estandar de acido félico de 25 ng/ml
a partir de un stock de AF de 100 ug/ml, del stock se tomé 1 ml con pipsta
volumeétrica y se colocd en un matraz volumétrico actinico de 100 ml y se aforé
a 100 ml con buffer de fosfatos 50 mM, pH 6.8 para obtener un estdndar de 1.0
pg/ml, a partir del cual se tomé una alicuota de 2.5 mi y se vertié sobre un
frasco de 100 ml actinico y se adicionaron 80 ml de buffer de fosfatos 0.1 M, pH
8.5, el pH se ajustd a 7.5 con HsPQ4 y KOH 4 M. Posteriormente, se transvasé
a un matraz volumétrico actinico de 100 ml y se aforé a 100 mi con agua grado
HPLC. Las columnas se atemperaron y se equilibraron con 10 ml de buffer de
fosfatos 0.1 M, pH 7.0 sin usar ningun sistema de bombeo, se adicionarcn 20 ml
del estAndar de AF, las columnas se lavaron con 5 ml de buffer de fosfatos 0.25
mM, pH 7.0 conteniendo NaCl 1 M, enseguida se adicionaron 5 ml de buffer de
fosfatos 25 mM, pH 7.0, se eluyo con 4.6 mi de TFA 20 mM, el eluato se colectd
en un matraz volumétrico de 5 ml que contenia 30 ul de KOH 4 My 25 ul de AA
al 10% y se aforé con buffer de fosfatos 50 mM, pH 6.8. Las fracciones
obtenidas en cada una de las cclumnas se filtraron en una unidad de filtracién
de 0.45 ym y posteriormente se inyectaron en el sistema cromatografico. El
procedimiento se realizé por triplicado para cada columna. La evaluacién de la

concentracion obtenida se realizé por el método de estandar externo por medio
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de una curva de calibracion de tres niveles de concentracién de 0.20 ug/mi,
0.10ug/mi y 0.05 pg/ml contra alturas elaborada por medio del software del

cromatégrafo de liquidos.

4.5.2.3.4 Purificacion y concentracion de exiractos de harina de maiz por
cromatogréﬁa de afinidad. La purificacion y concentrécién de los extractos
obtenidos segun el procedimiento en buffer de fosfatos a pH alcalino, se illevo a
cabo a temperatura ambiente en una muestra de harina de maiz vitaminada y
sin vitaminas.

Las columnas de afinidad se equilibraron con 10 ml de buffer de fosfatos 0.1
M, pH 7.0. Se adicionaron 20 mi del extracto de harina de maiz pH 7.5, la
columna se lavé con 5 mi de buffer de fosfatos 25 mM, pH 7.0 conteniendo
NaCl 1 M, enseguida se adicionaron 5 ml de buffer de fosfatos 25 mM, pH 7.0,
se eluyd con TFA 20 mM, el eluato se colectd en un matraz volumétrico de 5 mi
que contenia 30 yl de KOH 4 M y 25 ul de AA al 10% y se aforé con buffer de
fosfatos 50 mM, pH 6.8. La fraccion obtenida se filtré en una unidad de filtracion
de 045 ym y posteriormente se inyectd en el sistema cromatografico. La
evaluacion de la concentracidon obtenida se realizd por estandar exierno por
medio de una curva de calibracién de tres niveles de concentracion de 0.20
Hg/mil, 0.10 wg/mi y 0.05 pg/ml elaborada a través del software del cromatografo

de liquidos.
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4.6 Evaluacion de la exactitud del método de andlisis de AF en muestras
de concentracién conocida

Para evaluar la exactitud del método se prepararon cinco muestras de harina
de maifz sin vitaminas a las cuales se les adicioné una cantidad conocida de
estandar de acido fdlico. La evaluacién se realizé en un dia y en cinco dias
diferentes. Se pesaron 5.0000 = 0.0003 g de harina de maiz sin vitaminas por
quintuplicado, a cada muestra se le adicionaron 2.5 ml de un estandar de AF de
25 ng/ml {preparado segun el procedimiento descrito en el punto 4.5.2.2.4) y se
siguié el procedimiento de extraccién en buffer de fosfatos pH 8.5 y el
procedimiento de purificacion del extracto por cromatografia de afinidad. La
concentracién de AF en cada extracto se obtuvo por el método de estandar
externo a partir de una curva de calibracion de 0.20 gg/mi, 0.10 yg/mi y 0.05
ug/ml . La concentracion de AF en la muestra se calculé segln la formula 1
(APENDICE A). Los porcentajes de recuperacién se calcularon segin formula 2
(APENDICE A).

4.7 Evaluacion de la repetibilidad y reproducibilidad del método de
analisis de AF en harina de maiz

La repetibilidad y reproducibilidad se evalud de las cinco muestras de
concentracion conocida preparadas en un dia y en dias diferentes segun el
procedimiento 4.5.1.2, y que se emplearon para evaluar la exactitud y a las que
se les adiciond un estandar de concentracion conacida de acido fdlico. Se
célculo la media, la desviacidon estandar y el coeficiente de variacion de las

concentraciones obtenidas, usando el paquete computacional Excel.
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4.8 Evaluacion del limite practico de cuantificacién

Para evaluar el I__i[nite practico de cuantificacion (L.P.C.) se prepararon
muestras a tres diferentes concentraciones de AF, 0.500 ma/kg, 0.250 mg/kg,
0.125 mg/kg y se analizaron por ftriplicado cada una de las muesiras de
concentracion conocida. Todas las muestras se prepararon segun el
procedimiento de extraccidn en buffer de fosfatos pH 8.5 y los extractos se
purificaron por cromatografia de afinidad. Para preparar las muestras de 0.500
mg/kg, se adicionaron 2.5 ml de un estandar de AF de 1.0 ug/ml a 5.0000 =
0.0003 g de harina de maiz sin vitaminas. Para preparar las muestras de 0.250
mg/kg, se adicionaron 1.250 ml de un estadndar de AF de 1.0 ug/m} a 5.0000 =
0.0003 g de harina de maiz sin vitaminas y para preparar las muestras de
concentracion de 0.125 mg/kg, se adicionaron 625 ul de un estandar de AF de
1.0 pg/ml a 5.0000 + 0.0003 g de harina de maiz sin vitaminas y posteriormente
se siguieron los procedimientos antes mencionados para la extraccién vy
purificacion de los extractos obtenidos.

Una vez obtenidas las concentraciones, se calculd la media, la desviacién
estandar y el coeficiente de variacion. Se realizd un grafico de concentracion de
AF en mg/kg contra el coeficiente de variacion. Se determiné la minima
concentracién que puede ser cuantificable a un coeficiente de variacién del 5%
obtenido por la ecuacién de la recta que pasa por dos puntos {ver ecuacién 1

APENDICE A).
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;4.9 Evaluacion del limite de deteccidén

El limite de deteccion (L.D) se determind evaluando el ruido del sistema
analizando sélo [a fase movil, el dato se obtuvo directamente del software de
cromatografo de quuic_ibs, considerando el valor de ruido desde el maxime pico
al minimo pico (PtoP) obtenide en miliunidades de absorbancia (mAu),
multiplicado por 2 y extrapolando el valor obtenido en una curva de calibracion

de cuatro niveles de concentracion de 170.00 ng/ml, 84.70 ng/ml, 43.15 ng/ml,

7.54 ng/ml contra la altura obtenida de cada nivel. |

4.10 Aplicacion del método cromatografico en muestras de harina,
tortillas y tostadas de maiz

Método Validado

/\

_ Harina de maiz Harina de maiz vitaminada
vitaminada de un mismo de diferente formulacién de
tipo de lotes diferentes diferentes lotes
L1 || L2 L-3 A F-1 | | F2 F-3
3 Muestras
de cada lote
Tortillas Tostadas y producto Tortillas

|

Andlisis por CLAR

. . s 2 t
Figura 4. Estrategia de muestreo para la aplicacion del método por CLAR en muestras
reales. L: Lote; F: Formulacién.
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Se realizé un rﬁuestreo de tres lotes diferentes de harina de maiz vitaminada
de proceso de un mismo tipo, identificadas como; L-1, L-2 y L-3 y de tres lotes
de harina de maiz de diferente formulacién identificados como; F-1, F-2 y F-3.
Cada lote de harina de maiz se analizd por triplicado empleando el
procedimiento de extraccién en buffer de fosfatos a pH alcalino y usando
cromatografia de afinidad en el paso de purificacién (descritos en los
procedimientos 4.5.1.2 y 4.52.3.4). La concentracién del AF se evalué por el
método de estandar externo a partir de una curva de calibracion de tres niveles
de concentracion. Se calculd el promedio, la desviacion estandar y el
coeficiente de variacion de cada lote de harina de maiz.

Del lote de harina de un mismo tipo identificado como L-1 y de cada lote de
harina de diferente formulacion identificados como F-1, F-2 y F-3, se elaboraron
tortillas en una maquina Tortec bajo condiciones normales de operacién a
400°C y tiempo de coccién de 45 s. Cada tipo de tortilla se analizé por
triplicado. Para determinar la concentracién de AF en tortillas de maiz se uso el
procedimiento de extraccion en buffer de fosfatos a pH alcalino empleando
cromatografia de afinidad en el paso de purificaciéon (descritos en los
procedimientos 4.5.1.2 y 4.5.2.3.4), pero en lugar de pesar 5.0000 + 0.0003 g
de muestra se pesaron 10.0000 £ 0.0003 g de muestra. La concentracion de AF
se obtuvo por el método de estandar externo por medio de una curva de
calibracion. Se determino el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de

variacién por medio del paquete computacional Excel.
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Del lote de harina de maiz identificado como L-2 se elaboraron tostadas
siguiendo las condiciones normales de operacién a nivel piloto, deshidratacion
de la tortilla a 250°C durante 45 s por ambos lados de la tortilla, freido a 180°C
durante 32 s. La concentracion de AF se determindé en muestras de tostadas
desengrasadas empleando el procedimiento de extraccién en buffer de fosfatos
a pH alcalino y usando cromatografia de afinidad en el paso de purificacién
(descritos en los procedimientos 4.5.1.2 y 4.5.2.3.4). En cada uno de los lotes
de harina de maiz y tortilla se determind el porcentaje de humedad para
expresar los resuitados en base seca, la determinacion del porcentaje de
humedad se realizé segiin el método interno GRUMA HA, en estufa Brabender.

4.11 Comparacion estadistica de la concentraciéon de AF en las muestras
de harina, tortillas y tostadas de maiz

Comparacion Estadistica en Muestras Reales

Harina de maiz vitaminada Tortillas
L-1, L-2, L-3 L-1, F-1, F-2, F-3 L-1, F-1, F-2, F-3
\ \

ANOVA y Comparacién multiple de Tukey

Harina-Tortillas Harina -Tostadas

N N
L-1 F-1 F-2 E-3 L-2

Prueba F y de t-student

Figura 5. Estrategia para el analisis estadistico. L: Lote; F; Formulacion.
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La evaluacién estadistica de los resultados obtenidos de la concentracién de
AF se realiz6 con el paquete estadistico SPSS for windows 8.0 (SPSS Inc.), por
medio del cual se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y una comparacion
multiple de Tukey; para evaluar las diferencias significativas entre las
concentraciones de AF en las harinas del mismo tipo y las concentraciones de
AF en las harinas de diferente formulacién asi como sus respectivas tortillas.

Para comparar la concentracion de AF en la harina, las tortillas y las
tostadas de maiz de sus respectivos lotes, se realizé una prueba F para evaluar
la igualdad de varianzas y posteriormente una prueba t-student de igualdad de
medias asumiendo varianzas iguales o diferentes segun lo obtenido en la

prueba F.
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CAPITULO 5
RESULTADOS
5.1 Condiciones cromatograficas en CLAR

Las mejores condiciones de elucion isocraticas se obtuvieron a un flujo de
0.2 ml/min, con una proporcidon de fase mévil A y B de 92:8. Bajo estas
condiciones se obtuvo un pico a un tiempo de retencién de 5.07 min, una H de

26.6 mAu, con un valor de K" y N de 2.59 y 3 993 respectivamente (ver TABLA
Il y Fig. 8).

TABLA Il

Optimizacidn de los Parametros Cromatograficos en Condiciones de Elucién

Isocraticas
Ensayo Flujo Fase mévil tr H K’ N
ml/min min mAu
1 02 90:10 3.86 332 1.73 3438
2 0.3 92:8 3.28 17.9 248 2 387
3 0.3 93:7 3.33 244 2.53 3129
4 0.2 92:8 5.07 26.6 2,59 3993
5 0.2 91:9 5.34 20.0 2.78 3624

ir : tiempo de retencién, H: altura del pico cromatografico, mAu: miliunidades de absorbancia,
K’: Factor de capacidad, N: ntmero de platos tedricos.
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AR B, 5g=280,16 Helooll (/23050 TSr-5.0)
[

a0 Estindar de 4cido félico 1.0 gg/ml

tr 5.07 min.

s
&
0 AN

20

Figura 6. Cromatograma ensayo 4 en condiciones Isocraticas. Fase movil: Buffer fosfatos
50mM, pH 6.8:MeOH (92:8); Flujo: 0.2 mi/min; Columna: Hypersil C18 2.1X100 mm, 3 ym.

Las condiciones que se consideraron como dptimas en los ensayos de
elucién en gradiente, se obtﬁvieron al incrementar la proporcion de B hasta un
40%, y aumentando el flujo a 0.4 ml/min, para lograr un tiempo de analisis
cromatografico de 10 min y un tiempo de 12 min entre inyecciones
consecutivas. El gradiente empleado fue de 0% B durante 1 min, 0-40% B en
3.5 min, 40% B por 1 min, 40-0% B en 4.5 min, con el cual se obtuvo un pico
simétrico y estrecho a un tiempo de retencién de 5.22 min, con una H de 5.5
mAu, una K" de 6.40 y un valor de N de 39 114. La eleccién de estas
condiciones se hizo tomando como base el tiempo de andlisis, el cual se logré
reducir a la mitad del tiempo que el resto de las condiciones a prueba (ver
TABLA IV v Fig. 7) y considerando que atin bajo esas condiciones se obtuvo un
nimero de platos tedricos de 39 114. Anles de elegir los parametros
mencionados como Optimos algunas pruebas se realizaron segtin el ensayo 5

(TABLA II).
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Se descartd trabajar en condiciones de elucidn isocraticas, puesto que las
condiciones de elucién en gradiente proporcionaron picos mas estrechos y con
un mayor numero de platos teédricos. Por lo cual todos lo andlisis por CLAR

posteriores se realizaron bajo condiciones en gradiente.

TABLA IV
Optimizacién de los Pardmetros Cromatograficos en Condiciones de Elucidn en
Gradiente
Ensayo  Flujo Fase movil tr H K N
% B min
1 0.2 0 0-2 13.32 353 843 45687
0-5 2-4
5-10 4-8
10 8-10
10-5 10-12
5-0 12-15
2 0.2 0 0-2 1272 35.5 8.0 51671
0-10 2-7
10 7-10
10-0 10-15
3 0.2 0 0-2 11.01 55,0 6.79 70845
0-20 2-7
20 7-9
20-0 9-14

tr: tiempo de retencidn, H: altura del pico cromatogréfice, mAu: miliunidades de absorbancia,
K’: Factor de capacidad, N: nimero de platos tedricos.
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TABLA IV (Continua)

Ensayo  Flujo Fase mévil t  H K’ N

ml/min min mAu
min % B
4 0.2 0 0-2 11.36 49.9 7.04 57 009
0-25 2-9
25 9-11
25-0 11-16
5 0.2 0 0-2 1034 53.2 6.32 57644
0-28 2.9
28 9-11
280  11-16
5 0.2 0 02 992 4588 - 45615
0-40 2.9
40 911
40-0 11-16
7 0.4 0 0-1 5.22 5.5 6.40 39114
0-40 1-4.5
40 4.5-55
40-0 5.5-10

tr : tiempo de retencién, H: altura del pico cromatografico, mAu: miliunidades de absorbancia,
K’: Factor de capacidad, N: numero de platos tedricos.
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DAD1 B, Sig=280,16 Ref=off (300402\51-F.D)
mﬁ}U
Estiandar de 4cido félico 0.25 pg/ml
145

125

19

5.219 - folico

73

L® 2]

T T ‘ T lﬁ_[F LY ] 1 T7 |I VTT T i1 T 1 I T T I T 1 T l T v I T T
1 2 3 4 5 8 7 8 9 L1

Figura 7. Cromatograma ensayc 7 condiciones en gradiente. Fase mdvil A: Buffer
fosfatos 50 mM, pH 8.8; Fase mdévil B, MeQH;Flyjo: 0.4 mi/min; Columna: Hypersil G18

2.1x100 mm, 3 pm.
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5.2 Repetibilidad y reproducibilidad en el analisis cualitativo.

La evaluacion de repetibilidad y la reproducibilidad se realizé empleando las
condiciones de elucion en gradiente descritas en el ensayo 7 (TABLAIV)
consideradas como éptimas ya que se obtuvo un nimero de platos teéricos y
un tiempo de analisis aceptable. Al evaluar los tiempos de retencién de los
estandares de AF, se obtuvieron coeficientes de variacion menores al 1%, tanio

en las pruebas para evaluar la repetibilidad asi como en las de reproducibilidad.

Obteniendo una mayor variabilidad en dias diferentes (ver TABLAS V, VI).

TABLA V TABLA VI
Repetibilidad en el Anélisis Reproducibilidad en el Analisis
Cualitativo Cualitativo
Acido félico tq C.V. Acido félico tq C.V.
pg/ml pg/ml
0.05 5227 £ 0.001 0.02 0.05 5210x0.04 0.84
0.10 5224 +0.009 0.18 0.10 5210+£0.04 0.8
0.20 5.225 +0.004 0.07 0.20 5210004 0.80

tritiempo de retencién, C.V:coeficiente
de variacion, Los resultados se expresan
como la x + s (n=3)
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5.3 Repetibilidad y reproducibilidad en el analisis cuantitativo.

Al evaluar la repetibilidad en el analisis cuantitativo se obtuvo una mayor
variacion en alturas que en areas obteniendo coeficientes de variacion desde un
23 a 7.5, sie;ldo los coeficientes de variacidn mayores para las
concentraciones mas bajas. Sin embargo al evaluar la reproducibilidad en las

areas se observa el efecto opuesto para el estandar de mas baja concentracion

{ver TABLA V).
TABLA VII\
Repetibilidad en el Andlisis Cuantitativo
Acido félico AREAS C.V. ALTURAS C.V.
pglml

0.05 8.53 +0.29 3.4 2.03x0.15 7.5
0.10 2037046 2.3 470 £0.17 3.7
0.20 41+117 2.8 9.47 £ 0.29 3.1

tg: tiempo de retencién,C.V: Coeficiente de variacién, Los resultados se expresan
como lax s (n=3)

TABLA VIII

Reproducibilidad en el Andlisis Cuantitativo

Acido félico AREAS C.V. ALTURAS C.V.
Eglml
0.05 873 +0.15 1.7 2.08+0.06 29
0.10 17.56 + 0.36 2.0 407+0.06 1.5
0.20 35.48 £ 0.70 2.0 820+0.12 1.5

tgp: tiempo de retencion,C.V.: Coeficiente de variacion. Los resultados se expresan
como la x = s (n=4)
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5.4 Linealidad del método de analisis cromatografico

Se obtuvo una respuesta lineal con un coeficiente de correlacion >0.9998 en

un intervalo de concentraciones de 0.05 - 0.20 xg/ml, incluso la linealidad se

mantiene hasta 1.0 ug/ml (ver figura 8).

folico, DAD1 B
| Height = 41.8857143*Amt +0.06

Height Rel. Res%i(1}: 2.122

Correlation: 0.99987

‘ T . : . . I
[ 0.1 Amount[ug/ml]

Figura 8. Curva de calibracidn de acido folico. Niveles de conc. de 0.20 yg/ml,
0.10 pg/ml y 0.05 gg/ml. Ecuacién de la recta y = 41.88x + (0.06)

5.5 Metodologia de extraccion del AF en harina de maiz

5.5.1 Pruebas iniciales en extractos alcalinos de harina de maiz con y sin
vitaminas.
En las pruebas iniciales que se realizaron siguiendo el procedimiento de
extraccion en una solucion acuosa de hidréxide de amoénio (descrito en el punto
4.5.1.1) y al realizar el andlisis por CLAR, el estandar de AF eluy6 a un tiempo

de retencion de 2.152 min y en el cromatograma del extracto de harina de maiz
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sin vitaminas, se observé un pico al mismo tiempo de retencion que el estandar
de AF y al cuéntificarlo a 280 nm dic una concentracion de 31.20 mg/kg, puesto
que el acido fdlico también absorbe a 350 nm, los extractos de harina de maiz
sin vitaminas se cuantificaron a esa longitud de onda y el pico del AF no se
detectd. Mientras que en el extracto de harina de maiz con vitaminas se obtuvo
una concentracién de 36.75 mg/kg realizando la cuantificacion a 280 nm y a 350
nm se obtuvo una concentracidn de 2.48 mg/kg. Las concentraciones obtenidas
fueron muy altas ya que la harina de maiz se adicion¢ con 0.50 mg/kg de AF en
la muestra. Los resultados indicaron que algun analitc propio de la matriz de la
harina de maiz considerado como interferencia y con comportamiento quimico

similar al del AF estaba co-eluyendo junto con el acido fdlico (ver Figura 10).

| 1 Car =75 mg/ kg

‘ tg 1.88

’ —— 350 nm
Ly

g N it 1
| NOA" NN

.

e

' ] P P P M‘J

Figura 9. Co-inyeccién de un extracto de harina de maiz sin vitaminas con un estandar
de acido folico. Estandar de AF de 1.0 ug/ml. Fase movil: Buffer fosfatos 50 mM, pH 7.0 :
MeOH (90:10); Fiujo: 0.3 ml/min; Columna: Hypersil G18
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Figura 10. Cromatogramas de extractos de harina de maiz, deteccién a 280 y 350 nm.
Cromatograma de un exftracto de harina de maiz sin vitaminas. Detecciéon a 350 nm (A);
Deteccion a 280 nm (B). Cromatograma de un exiracto de harina de maiz con vitaminas.
Deteccién a 350 nm {C); Deteccidn a 280 nm (D) Fase movil: Buffer fostatos 50 mM, pH 7.0 :
MeOH (90:10). Fiujo: 0.3 ml/min. Columna: Hypersil C18 2.1 x 100 mm, 3 ym. C;
Concentracidn.

En la figura 9 puede observarse la distorsién del pico cromatografico por el
efecto de la co-inyeccion de un extracto de harina de maiz sin vitaminas con un
estandar de AF que al cuantificar dic una concentracién de 75 mg/kg. Esta

prueba se realizo para verificar que las interferencias del extracto de harina de
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maiz eluyen al mismo tiempo de retencion que el AF. También se observo como
el tiempo de retencién del AF cambio de 2.152 min a 1.87 min muy cerca del
tiempo muerto. El cambio en el tiempo de retencion se atribuyd a la
temperatura ambiente del laboratorio la cual estaba por arriba de ios 30°C.

En los extractos de harina de maiz obtenidos empleando el procedimiento en
solucién alcalina de hidroxido de aménio y que se cuantificaron a 350 nm, la
concentracion obtenida de acido félico en extractos de harina de maiz
vitaminada también fue mayor que la concentracién de AF que se adiciona en
proceso (0.5 mg/kg). Por lo tanto se descartd usar 1a deteccidn en el UV a 350
nm y todas las pruebas posteriores se realizaron a 280 nm (longitud de onda de
absorcion maxima del AF).

EL procedimiento de extraccion del AF en solucién acuosa de hidréxido de
ambnio se descarto ya que el paso de filtracién resulté muy tardado, es decir la
enzima claradiastasa usada en ese procedimiento no resultd adecuada para
hidrolizar el aimidén a la temperatura y pH empleados. Por tal motivo las
pruebas posteriores de extraccion del AF a partir de la muestra, se realizaron
empleando un buffer de fosfatos a pH alcalino y usando una enzima a-amilasa
para facilitar el paso de filtracion del extracto.

De acuerdo a los resuitados obtenidos en las pruebas iniciales se consider6
benéfico usar algun sistema de purificacién para eliminar las interferencias que

co-eluyen con el acido félico

5.5.2 Andlisis de extractos purificados por SPE C18
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Al evaluar los porcentajes de recuperacién del dcido félico por purificacién en
los cartuchhos de SPE C18, con la finalidad de determinar la proporcién de
solvente de elucion que proporcionara buenos porcentajes de recuperacién, se
selecciond una proporcidn de solvente de elucidn en los cartuchos de SPE C18
de 70:30 (Buffer fosfatos 50 mM, pH 6.8 : MeOH) con esta proporcién se obtuvo
un porcentaje de recuperacion de AF promedio de tres ensayos del 72%,
determinade por CLAR tanto con el método de elucién isocratico como en
gradiente (ver ensayo 5 TABLA Il y ensayc 4 TABLA |).

El analisis de los extractos de harina de mafz purificados por SPE C18 sdlo
se realizd por CLAR en condiciones de elucion en gradiente, obteniendo una
concentracion de AF (Car) en la harina de maiz sin vitaminas de 3.00 mg/kg y
una concentracién de AF en la harina de maiz con vitaminas de 3.01 mg/kg. Las
concentraciones obtenidas son parecidas ya que el pico cromatograiico de la
harina con vitaminas crecié en area pero no en alturas. Estos resuliados
indicaron que mediante ¢l us¢ de los cartuchos de SPE C18 la interferencia que
contiene la matriz de la muestra y que co-eluye con el &cido fdlico en el
cromatégrafo de liquidos no se eliminé empleando el sistema de purificacion a

prueba (ver figura 11).
5.5.3 Andlisis de los extractos purificados por SPE SAX

En el andlisis por CLAR de los extractos obtenidos del tratamiento de la
muestra en buffer de fosfatos a pH alcalino y purificados con SPE SAX segun el
procedimiento de prueba-1 descrito en el punto 4.5.2.2.1, bajo las condiciones

cromatograficas descritas en el ensayo 6 (TABLA II).

148981
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DAD B, Sig=280,15 Rel=off {E1120801W-TLA.D}

- Cap = 3.0 mgfkg

2
Q
T
2

T
4

DADY B, $ig=280,16 Ref=off (EA1 20601130

Car=3.01 mg/kg

Figura 11. Cromatogramas de extractos de harina de maiz purificados por SPE C18.
Cromatograma de un extracto de harina de maiz sin vitaminas (superior}. Gromatograma de un
extracto de harina de maiz con vitaminas (inferior).Fase mdvil A: Buffer fosfatos 50 mM, pH 6.8;
Fase movil B: MeOH; Fiujo: 0.2 ml/min; Gradiente: %0 B por 2 min, 0-28% B en 7 min, 28% B
por 2 min, 28-0% B en 5 min; Columpna: Hypersil C18 2.1x 100 mm, 3 ym. Car: Concentracion
de acido félico.
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El extracto purificado de harina de maiz sin vitaminas presentdé un pico al
tiempo de \retencién del AF, el cual fue de 5.22 min y al cuantificarlo se obtuvo
una concentracion de 3.95 mg/kg, mientras que en [a harina de maiz con
vitaminas se obtuvo una concentracién de 12.09 mg/kg. Esto indicd que con
este método de extraccidon no se eliminaba la interferencia que eluye al tiempo
de retencién del AF (ver Figura 12).

Al analizar por CLAR las fracciones del extracto de harina de maiz con
vitaminas obtenidas con el uso de los cartuchos de SPE SAX siguiendo el
procedimiento-2 descrito en el punto 4.5.2.2.2, en el que se aumento el volumen
de solucidon de lavado a 6 mi, en la fraccion del extracto denominada E-3 se
obtuvo un pico ancho al tiempo de retencidn del AF, que al cuantificarlo dio una
concentracion de 2.07 mg/kg de acido félico en la muestra (ver figura 13). Estos
resultados indicaron que se requeriria un mayor volumen de lavado para
eliminar por completo la interferencia que co-eluye con el 4cido fdlico.

Posteriormente ai aumentar el volumen de lavado como se indica en el
procedimiento- 2a descrito en el punto 4.5.2.2.3, y al analizar las fracciones de
ios mismos y la fraccion del reactivo de elucidn, se observé que después de
pasar 18 mi de la solucion de lavado no se detectd el pico de la interferehcia
que estaba co-eluyendo con el acido fdlico, puesto que no se detecté el pico al
tiempo de retencion del AF. El porcentaje de recuperacion de un estandar de

acido félico de 0.997 ug/mi fue del 63.99%.
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Figura 12. Cromatogramas de extractos de harina de maiz purificados por SPE- SAX.
Cromatograma de un extracto de harina de maiz sin vitaminas (A). Cromatograma de un
extracto de harina de maiz con vitaminas (B). Gromatograma de un estandar de Acido fdlico
{C). Fase movil A: Buffer fosfatos 50 mM, pH 6.8; Fase mévil B: MeOH; Flujo: 0.4 ml/min;
Gradiente: %0 B por 1 min, 0-40% B en 3.5 min, 40% B por 1 min, 40-0% B &n 4.5 min;
Cofumna: Hypersil C18 2.1x 100 mm, 3 um. Cpr : Concentracion de acido félico.
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Figura 13. Cromatogramas de las fraccionhes obtenidas por SPE SAX de un exiracto
de harina de maiz sin vitaminas. Procedimiento de prueba -2a. E-1: Fraccion del eluato
de la muestra; E-2: Fraccidn de favado; E-3: Fraccion de elucion con NaQAc 0.1 M, pH 4.5.
Fase movil A: Buffer fosfatos 50 mM, pH 6.8, Fase movil B: MeOH; Flujo: 0.4 ml/min :
Gradiente: %0 B por 1 min, 0-40% B en 3.5 min, 40% B por 1 min, 40-0% B en 4.5 min;
Columna: Hypersil C18 2.1x 100 mm, 3 um; Car: Concentracion de acide {dlico.
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Con la finalidad de evaluar el porcentaje de recuperacion de un estandar de
acido félico de menor concentracion, se preparé un estandar de AF de 0.025
ug/ml, es decir de una concentracion igual a la del acido idlico contenida en un
extracto de harina de maiz con vitaminas, obtenido segun el procedimiento de
extraccion_en buffer de fosfatos a pH alcalino, descrito en el punto 4.5.1.2. E!
porcentaje de recuperacion promedio de acido f{dlico fue del 33.9%,
determinado segun el procedimiento 2-b descrito en el punto 4.5.2.2.4.

Con el objetivo de evaluar si el porcentaje de recuperacion del acido fdlico
aumentaba al modificar el solvente de acondicionamienta del cartucho SPE
SAX, tal como se indica en el procedimiento-2¢ descrito en ei punto 4.5.2.2.5,
se obtuvo un porcentaje de recuperacion promedio para tres ensayos del 35.1%
de acido félico. Deépués de aplicar el mismo procedimiento de purificacion a un
extracto de harina de maiz sin vitaminas y después de un volumen de lavado en
el cartucho SPE SAX de 43.5 ml, en el analisis cromatografico de dicha fraccién
se obtuvo un pico casi al mismo tiempo de retencién del estandar de acido
félico con una concentracién de 8.87 x 10 ™ ug/mi. En la fraccidn del solvente
de elucién se obtuvo un pico al tiempo de retencién del acido fdlico (5.224 min)
obteniendo una concentracién de 0.0191 wg/mi en la fraccién' y una
concantracion de 0.152 mg/kg en la muestra (ver figura 14). Lo cual indicé que
al aumentar el volumen de exiracto (12 ml) como era de esperarse, también se
requiere un mayor volumen de la solucidon de lavado para eliminar la

interferencia que co-eluye con el acido félico.
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Figura 14. Cromatogramas de las fracciones obtenidas por SPE SAX

segun

procedimiento-2¢. Cromatograma de ia fraccion de lavado (superior). Cromatograma de la
fraccidn de elucién con NaOAc 0.1 M, pH 4.5 (inferior). Fase mdvil A: Buffer fosfatos 50
mM, pH 6.8; Fase mdvil B: MeOH; Flujo: 0.4 ml/fmin ; Gradiente: %0 B por 1 min, 0-40% B
en 3.5 min, 40% B por 1 min, 40-0% B en 4.5 min; Columna: Hypersil G18 2.1x 100 mm, 3

Hm.

57



En los ensayos realizados segin el procedimiento-2d para obtener las
fracéiones dei extracto de la muestra purificado con SPE SAX, cuando se
aplicaron al cartucho 5 ml del extracto de harina de maiz (obtenido segun el
procedimiento de extraccion en buffer de fosfatos), asi como las fracciones de
los lavados y de elucion del analito, para postetiormente ser analizadas por
CLAR y realizar un balance de materia en las fracciones analizadas, se observo
gue el mayor porcentaje del analito interferente, se pierde en la primera fraccién
de lavado (ver TABLA IX), los porcentajes de recuperacion total de materia
fueron menores al 100 %, esto indicd que en los cartuchos SPE SAX todavia
quedaba algo de materia retenida, pero fue evidente que al tratar de eliminar la
interferencia aumentando el nimero de lavados en la SPE SAX, también se
pierde el acido fdlico ya que al evaluar un estandar de AF se observé que enla
tercera fraccién de lavado (18 ml) se pierde casi el 58% de &cido félico
guedando retenido en el cartucho un 2.64 %, determinado después de una
segunda elucién con NaOAc. Al aumentar el volumen de extracto de muestra a
12 ml para ser fraccionado por SPE SAX, se observé que entre el 76-79% de
materia no fue retenida en los cartuchos y en la primera fraccion de lavado se
pierde el mayor porcentaje de materia, en el resto de las fracciones analizadas
el porcentaje disminuye. La suma de las fracciones analizadas fue de un 97-
109% esto se debid posiblemente a la elucidn de otros analitos interferentes de
la matriz que eluyen con el AF. E! volumen de exiracto aplicado al carfucho de
SPE fue alto (12 ml) pero se uso con la finalidad de concentrar el acido félico
presente en la harina de maiz vitaminada, sin embargo los resultados no fueron

satisfactorios (ver TABLA X).
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TABLA IX

Balance de Materia en las Fracciones de Extractos de Harina de Maiz con y sin
Vitaminas Purificadas y Concentradas por SPE SAX y Analizadas por CLAR

Fraccidn
Analizada Porcentaje de Recuperacion de Materia en las Fracciones
por Analizadas
CLAR
Extracto de harina de maiz Extracto de harina de maiz
sin vitaminas con vitaminas
e-1 e-2 e-1 e-2
F-18 29.47 46.69 38.21 37.33
F-Lav-1° 34.76 44.81 44.89 44.58
F-Lav-2° 0.57 1.39 . 0.85 0.96
F-Lav-3° 0.07 0.06 0.03 0.03
F-Elucion® 0.07 0.06 0.04 0.03
F-Total 64.93 93.02 84.11 82.93

e: Nimero de ensayos; F-1:Fraccion del extracto de la muestra; F-Lav-1,2 y 3. {fracciones de
lavado con buffer de fosfatos 20 mM, pH 7.5; F-Elucidn : Elucién con NaQAc 0.1M, pH 4.5; F-
Total: Porcentaje de recuperacion total. # Volumen de la fraccién analizada = 5 ml; ° Volumen de

la fraccion analizada = 6 ml.
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TABLA X

Balance de Materia en las Fracciones de Extractos de Harina de Maiz con y sin
Vitaminas Purificadas y Concentradas por SPE SAX y Analizadas por CLAR

Fraccion Porcentaje de Recuperacion de Materia en las Fracciones
Analizada Analizadas
por
CLAR Extracto de harina | Extracto de harina | Estandar de Acido
de maiz sin de maiz con Fdlico
vitaminas vitaminas
e-1 e-2 e-1 e-2 e-1 e-2
F-1 77.46°  79.13% | 76.16°  76.15° 0.00¢9 0.00°9
F-Lav-1 18.16° 20.20° 14.60° 12.21P 0.51 0.50
F-Lav-2 0.30°¢ 3.54° 11.04% 10.32° 9.52 9.51
F-Lav-3 0.21° 3.19° 2.81° 2.84° 56.45 57.77
F-Lav-4 0.25¢ 2.45° 2.01" 2.00° - -
F-Lav-5 0.23° 1.75° 1.64° 1.57° - -
F-Elucién 1 0.06° 0.99° 1.42° 1.30° 30.82°  29.78°
F-Elucién 2 0.36% 0.252 - - 2.72f 2.64"
F-Total 97.04 111.50 109.68 106.39 100.02 100.20

e: Namero de ensayos; F-1:Fraccion del extracto de la muestra; F-Lav-1,2,3,4 vy 5:
fracciones de lavado con buffer de fosfatos 20 mM, pH 7.5; F-Elucién : Elucién con NaOAc
0.1M, pH 4.5; F-Total: Porcentaje de recuperacion total. * Volumen de la fraccion analizada = 4
ml; ® Volumen de la fraccién analizada = 5 ml. “Volumen de la fraccion analizada = 6; ¢ Volumen
de la fraccion analizada = 12 ml: ® Volumen de la fraccion analizada = 55 ml. ' Yolumen de la
fraccion analizada = 2 ml. ? Volumen de la fraccion analizada = 1 mil.
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5.5.4 Porcentajes de recuperacién de AF por cromatografia de afinidad

Al analizar por CLAR el estdndar de AF de 1.0 wg/ml, purificado vy
concentrado praviamente por cromatografia de afinidad, se obtuvo un pico no
muy resuelto del AF a un tiempo de retencion de 9.980 min, el cual co-eluys con
ofro pico cercano, ademas de observarse en el cromatograma la presencia de
otro pico a un tiempo 'de retencion de 11.697 min. Para determinar el origen de
los picos que estaban co-eluyendo junio con el AF se analizé por CLAR el
reactivo de elucién usado en el paso de purificacion, el cual estaba constituido
por una mezcla de TFA y ditictreitol, también se analizdé por CLAR cada reactivo
de forma individual. Los resultados del analisis cromatografico mostraron que
los picos interferentes provenian del ditiotreitol, (reactivo usado como
antioxidante) puesto que al analizar el TFA por separado no aparece en el
cromatograma ningun pico que pudiera causar interferencia con el acido félico
(ver Figura 15).

Los porcentajes de recuperacion del acido fdlico se evaluaron en cuatro
columnas de afinidad, usando s6lo como solvente de elucion TFA, se

obtuvieron porcentajes de recuperacion mayores al 99% (ver TABLA XD .

61



DAD B, Sig=280,16 Bef=0ff (EA2D0B01\TFAD.D)

mAL 5
140 4
1201 A Estandar de 4cido félico
1.0 gg/ml
100+
B0H l
60 N o+
g &
4] 5
20+ m& J k =+ k
1 o 2
i ~ ol
g - 2 1 5 8 10 12 14 mi}
DADT B, 5ig=280,16 Ral=0f (€ \200801\TFA D) DADT E, Sig=280, 18 Fel=off (EAPC080TDIT10.D)
mAu rn?FJ
B C
P
15
2 1
8
' ! {’
(-
-4
-1
T T T T T 1 LS T T T T T T T
1] 2 4 3] a8 10 i2 14 _nl Q 2 4 B g 10 12 14 m

Figura 15. Cromatogramas de reactivos de elucién. Cromatograma del reactivo de
elucién TFA/Ditiotreitol 20 mM (A). Cromatograma de una solucién de TFA 20 mM. (B).
Cromatograma de una solucién de Ditiotreirol 20 mM (C). Fase mévif A: Buffer fosfatos 50
mM, pH 6.8; Fase mdvil B: MeOH; Fiujo: 0.2 ml/min; Gradiente: %0 B por 2 min, 0-40% B
en 7 min, 40% B por 2 min, 40-0% B en 5 min; Columna: Hypersil C18 2.1x 100 mm, 3 ym.
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TABLA XI

Porcentajes de Recuperacion de un Estandar de Acido Félico de 25 ng/mi en
Columnas de Afinidad

% Recuperacion

Columna1 Columnha?2 Columna3 Columna 4
992+025 99.7+0.12 1001138 997012

Los resultados se expresan como la x £ s, para (n =3).

5.5.5 Andlisis de los extractos purificados por cromatografia de afinidad

Al analizar por CLAR un estandar de AF se obtuvo un pico a un tiempo de
retencién de 5.22 min, al analizar un extracto de harina de maiz sin vitaminas y
un extracto de harina de maiz con vitaminas obtenidos segun el procedimiento
de extraccién en buffer de fosfatos a pH alcalino, y purificados por
cromatografia de afinidad, en el extracto purificado de harina de maiz sin
vitaminas no se detecté el pico de acido {dlico, miéntras que en el exiracto
purificado de harina de maiz con vitaminas se obtuvo un pico al mismo tiempo
de retencion que el AF {5.22 min) y al cuantificarlo se obtuvo una concentracién
de acido félico de 0.52 mg/kg en la muesira (ver figura 16j.

La concentracion de AF obtenida en la harina de maiz vitaminada

concuerda con la cantidad de acido félico que se adiciona en proceso la cual es

de 0.5 mg/kg de harina.
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Figura 16. Cromatogramas de extractos de harina de maiz purificados por
cromatografia de afinidad. Cromatograma de un extractio de harina de maiz vitaminada
{superior). Cromatograma de un extracto de harina de maiz sin vitaminas {inferior). Fase
movil A: Buffer fosfatos 50 mM, pH 6.8; Fase movil B: MeOH; Flujo: 0.2 mimin;
Gradiente: %0 B por 1 min, 0-40% B en 3.5 min, 40% B por 1 min, 40-0% B en 4.5 min;
Columna: Hypersil C18 2.1x 100, 3 um; Car: Concentracion de &cido fdlico.
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5.6 Exactitud del método con el uso de cromatografia de afinidad

La evaluacidon de método se realizé en muestras de harina de maiz de
concentracion conocida de AF, empleando el procedimiento de extraccién en
buffer de fosfatos (descrito en el 4.5.1.2), usando como método de purificacién
y concentracion cromatografia de afinidad. El pprcentaje de recuperacion
promedio obtenido en muestras de concentracién conocida evaluado en un sélo

dia fue de 89.2% y evaiuado en dias diferentes fue de 89.7%.
5.7 Repetibilidad y reproducibilidad del método de analisis

Al evaluar la variacion del método de andlisis en un dia se determino la
repetibilidad, obteniendo una menor variacién en un solo dia. Sin embargo al
evaluar el método de andlisis en dias diferentes para evaluar la reproduciblidad

, se obtuvo una mayor variacion la cual fue menor al 5% (ver TABLA XlI).

TABLA XII

Repetibilidad y Reproducibilidad del Método para
AF en Harina de Maiz por CLAR

Concentracion de AF C.V.

mg/kg
Repetibilidad 0.446 £ 0.004 0.85
Reproduciblidad 0.443 +0.018 4.04

Los resultados se expresan como ia X + s, para (n =5).

65



5.8 Limite préactico de cuantificacion y limite de deteccién

La minima concentracion de Acido fdlico que puede ser cuantificable (L.P.C.}
para un coeficiente de variacion del 5% fue de 0.16 mg/kg equivalente a 160

ng/mi (ver figura 17).

TABLA Xl

Datos para Determinacion del L.P.C.

Concentracion de AF C.v.
en la muestra mg/kg
0.125 8.20
0.250 1.93
0.500 023

Los resultados se expresan como el
promedio del coeficiente de variacién de
cada concentracién {n=3).

CURVA PARA DETERMINAR EL LPC

8
8
L
2
04 — . ‘ . ' .
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
CONCENTRACION (m g/Kg)

Figura 17. Grafico para determinacién del L.P.C. Coeficiente de variacion
contra concentracion de acido félico. CV ; Coeficiente de variacion.

66



El valor del limite de deteccion se determiné del valor de ruido obtenido de la
altura del maximo pico al minimo pico (PtoP), dando un valor de 0.0412 mAu
que multiplicado por 2 y extrapolado en la curva de calibracién dio un valor de 2

ng/ml (0.02 pg/ml = 2x10™ mg/kg) (ver figura 18).

DADH B, 5128016 Fel=aff [PEOEEZWAD) C_1 folico, DADT B
[ Height = 43.5462187"Amt +0.0084451
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¢ Gorrelation: 1.00000
2 Y 2e is ie 3 iz 34 m l‘:l O,It MM_J

Figura 18. Curva de calibracidn y nivel de ruido para determinar el L.D. Cromatograma
del nivel de ruido (PtoP) (izquierdo). Curva de calibracion de 0.1717ug/ml, 0.0847 ug/ml,
0.0432 pg/ml, 0.0075 pg/ml {(derecho).

5.9 Analisis de AF en harina de maiz vitaminada, tortillas y tostadas

Los coeficientes de variacidn de la concentracion de acido fdlico, en las
muestras analizadas de harina de maiz, tortillas y tostadas fueron de un 0.5 a

5.6%, para n=3 {(ver TABLA XIV),
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TABLA XIV

Concentracion de Acido Félico en Harina de Maiz, Tortillas y Tostadas

Harina de maiz de un mismo tipo Tortilla Tostada
L-1 L-2 L-3 L-1 L-2
(mg/kg)

0.50 +0.017 0.632 £0.003 0.560 £0.007 0.407+0.005 0.548 =0.003

Los resuliados se expresan como la m + 5 para n =3, en base seca; * Coeficiente de variacién.L-1,
L-2, L-3; Lotes de harina de maiz vitaminada de un solo tipo en presentacion de 1 kg; Tortilta L-1:
Tortilla elaborada con el L-1 de harina de maiz vitaminada . Tostada L-2; Tostada elaborada con el
lote de harina maiz L-2.

TABLA XV

Concentracion de Acido Félico en Harina de Maiz y Tortillas de Diferentes
Formulaciones.

Formulacién -) Formulacidén- 2 Formulacion -3
Harina Tortilla Harina Tortilla Harina Tortilla
(mg/kg)

0.452+0.008  0.440+0.003  0.48:0.028 0.428+0.001  0.420+0.003 0.474+0.009

Los resultados se expresan como la m + s para n =3 .en base seca. " coeficiente de variacion;
Formulacién -1; Harina de maiz vitaminada con conservadores; Formulacidn- 2; Harina de maiz
vitaminada con conservadores y lexturizante; Formulacién -3; Harina de maiz vitaminada con
conservadares y un blangueador.
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5.10 Comparacion estadistica de los resultados obtenidos en las muestras
de harina, tortillas y tostadas de maiz.

5.10.1 Analisis de varianza y comparacion multiple de Tukey

En el analisis de -ANOVA de las concentraciongs de AF para las harinas de
un mismo tipo y las harinas de diferentes formulacién asi como las tortilias
elaboradas con las respectivas harinas, se encontraron diferencias significativas
para p<0.05.

Los resultados de la comparacién multiple de Tukey se expresan en las

TABLAS XVI, XVII y XVill,

TABLA XVI.

Comparacién Multiple de Tukey en Harina de Maiz de
un Mismo Tipo

Lote Concentracion de AF
mg/kg
1 0.50 = 0.017°
2 0.632 + 0.0034°
3 0.560 = 0.0070°

Los resultados se expresan como la x £ $ (n=3). Literales diferentes
indican diferencias significativas para p<0.05.
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TABLA XVIL

Comparacion Muitiple de Tukey en Harina de Maiz de
un Mismo Tipo v de Diferentes Formulaciones

Lote Concentracion de AF
mg/kg
1 0.50 + 0.0172
F-1 0.452 = 0.0090°
F-2 0.48 = 0.028%°
F-3 0.490 + 0.0034%P

Los resultados se expresan como la X = s {n=3). Literales
diferentes indican diferencias significativas para p<0.05.
F: Formulacion

Entre todas las harinas de un mismo tipo se encontraron diferencias |
significativas, mientras que entre todas las harinas de diferente formulacién y un
mismo tipo, los lotes 1 y F-1 mostraron diferencias significativas entre si y con
los lotes F-2 y F-3 no mostraron diferencias significativas entre si y entre estos

dos dltimos no se encontraron diferencias significativas entre si.
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TABLA XVill

Comparacién Multiple de Tukey en Tortillas Elaboradas con Harina de Majz de
un Mismo Tipo y de Diferentes Formulaciones

Lote Concentracion de Acido
folico
mg/kg
1
0.407 + 0.0050%
F-1
0.440 + 0.0035°
F-2
0.428 + 0.0012°
F-3

0.474 + D.0095°

Los resultados se expresan como la x + s {n=3}.
Literales diferentes indican diferencias significativas
para p<0.05. F: Formulacioén
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El lote 1 mostré diferencias significativas con los lotes F-1, F-2 y F-3,
mientras que los lotes F-1 y F-2 no mostraron diferencias significativas, pero
ambos si presentaron diferencias significativas con los lotes 1 y F-3, el lote F-3
mostré diferencias con los lotes 1, F-1 y F-2.

5.10.2 Pruebas de t-student en harina, tortillas y tostadas de maiz

Al comparar la concentracién de AF de la harina de un mismo tipo y cada
una de las harinas de diferente formulacion con sus respectivas tortillas se
observd que para el caso de la concentracion de harina y tortillas del lote 1 no
hay diferencias significativas entre varianzas, pero al realizar la prueba de t-
student, si se encontraron d'iferencias significativas entre las medias de los dos
productos (ver TABLA XIX). En el caso de la concentracion de harina y tortillas
de la formulacidn 1, no se encontraron diferencias significativas entre varianzas,
y segun la prueba de t-student, el resultado indicé que entre la media de las

concentraciones de AF no hay diferencias significativas (ver TABLA XX).
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TABLA XIX TABLA XX

Comparacién de Medias Comparacién de medias
por la Prueba de t-Student para por la prueba de t -Student para
Harina y Torilla L-1 Harina y Tortilla F-1
Producto Concentracion Producto Concentracion
de AF mg/kg de AF mg/kg
Tortilla 0.407 + 0.005% Tortilla 0.440 = 0.0035°
Harina 0.50 + 0.017° Harina 0.452 + 0.0090
Los resultados se expresan como la x Los resultados se expresan como la x
+ 5 (n=3). Literales diferentes indican + s (n=3). Literales diferentes indican
diferencias significativas para p<0.05. diferencias significativas para p<0.05.
AF: Acido félico. AF: Acido félico.

En el caso de la concentracion de harina y tortillas de la formulacién-2 si se
encontraron diferencias significativas entre varianzas (F<0.05), pero al
comparar las medias de la concentracidn de los dos productos con la prugba de
t-student no se encontraron diferencias significativas entre la concentracion de
acido fdlico en harina y tortilla (ver TABLA XXI), y entre la concentracién de
harina y tortilla de la formulacién-3 no se encontraron diferencia significativas
entre varianzas (F>0.05), asi como tampoco se encontraron diferencias

significativas entre sus medias (p=>0.05) (ver TABLA XXII).
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TABLA XXI

Comparacién de medias
por la prueba de t -Student para
Harina y Tortilla F-2

Producto Concentracion
de AF mag/kg

TABLA XXII

Comparacion de medias
por la prueba de t -Student para
Harina y Torilla F-3

Tortilla 0.428 = 0.0012%

+

Harina 0.48 + 0Q.028°

+

Los resultados se expresan coma la X
+ 5 {n=3). Literales diferentes indican
diferencias significativas para p<0.05.
AF: Acido félico.

Producto Concentracién
de AF mg/kg
Tortilla 0.474 = 0.0095°

Harina 0.4900 + 0.00346%

+

Los resuitados se expresan como la x
+ s (n=3). Literales diferentes indican
diferencias significativas para p<0.05.
AF: Acido félico.

Al comparar la concentracion de AF de la harina de maiz del lote 2 con la de

las tostadas elaboradas a partir del mismo lote de harina, no se encontraron

diferencias significativas entre las varianzas (F >0.05), pero al comparar las

medias de la concentracion de Aacido folico por medio de la prueba de t-student

si se encontraron diferencias significativas (p<0.05) { ver TABLA XXIII).



TABLA XX

Comparacion de Medias por Medio de la Prueba de t-student para Harina de
Maiz y Tostadas L-2

Producto Concentracién de AF
mg/kg
Harina 0.632 = 0.003?
Tostada 0.548 + 0.003°

Los resultados se expresan como la x + s (n=3). Literales diferentes indican
diferencias significativas para p<0.05 ; AF. Acido fdlico.
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CAPITULO 6

DISCUSION DE RESULTADOS

EL método de analisis desarrollado para cuantificar acide félico en harina de
maiz y productos derivados por CLAR se basa en la extraccién del &cido félico
en buffer de fosfatos a pH alcalino en presencia de acido ascérbico como
antioxidante para prevenir la degradacion del AF dada la sensibilidad de esta
vitamina del complejo B a la oxidacion. Posterior a la extraccion del AF en la
muestra usando el procedimiento en bufter de fosfatos a pH alcalino, se realizé
una hidrdlisis enzimatica con alfa amilasa para facilitar la filtracion del extracto
por el alto contenido de almidén presente en la harina de maiz. Para purificar y
concentrar el acido féiico extraido se usé cromatografia de afinidad, cuya
metodologia fue desarrollada por Selhub et al. (13). El analisis cromatogréfico
se realizé en condiciones de elucién en gradiente usando como fase movil
buffer de fosfatos y metanol, un flujo de 0.4 ml/min con deteccion a 280 nm. El
método desarrollado por CLAR, presenté un rango lineal de 50 a 200 ng/ml
(incluso de 7.5 ng/ml- 1000 ng/mi) con un loop de inyeccién de 20 ul y un limite
de deteccién de 2 ng/ml, mientras que Koning s et al. (7) reportaron un rango
lineal de 0-100 ng/ml y un L.D de 1.0 ng/ml peroc con un loop de inyeccién de

100 ul.
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El tiempo de analisis del método fue de 10 min y enfre inyecciones
consecutivas de 12 min. Koning's et al. (7) reportaron 40 min entre inyecciones
consecutivas, casi similar a lo que reportaron Pfeiffer et al. (11) los cuales
obtuvieron un tiempo de analisis de 45 min enire inyecciones, Vahterisco et al.
(16), reportaron 32 min ademas de usar como solventes de elucion acido
fosférico y acetonitrilo, el primero usado a un pH muy bajo (2.3), lo cual pudiera
afectar la fase de la columna analitica, y el segundec tiene un costo mas
elevado que el metanol, solvente usado en el método desarrollade en el
presente estudio y en el cual ademas se empled una solucién de bufier de
{osfatos a pH 6.8.

El Acido fdlico presente en la harina de maiz, torilla y tostada
(desengrasada), se logré extraer en un medio buffer basico conteniendo acido
ascorbico como antioxidante (procedimiento 4.5.2.1), conirario a los buffer
organicos que describieron en sus métodos Koning's et al. (7), Vahterisco et al.
(16), Seyoum, Selhub (13), las cuales no se encuentran facilmente disponibles
en las casas comerciales sin colvidar su elevado costo. Ademas de utilizar sélo
acido ascorbico para prevenir la degradacién del Acido félico, a pesar de que
Vahterisco et al. (16) reportaron inestabilidad del 4cido ascorbico a pH alto,. lo
cual resulta cierto, ya que en el presente estudio se ohservd que después de
aproximadamente una hora de preparada la solucién de extraccion, el acido
ascorbico comienza a oxidarse, pero una vez terminado el paso de extraccion
que involucra un tiempo de 30 min, inmediatamente se disminuye el pH de la
solucién para continuar con la etapa de la hidrélisis enzimatica y aun asi se

logré obtener un porcentaje de recuperacién del acido folico en la muestra del
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89%. En tedria el acido folico presenta establilidad a pH 5-12. En la etapa de la
hidrdlisis ezimatica sélo se usd una amilasa bacteriana proveniente de Baciilus
subtilis, sin necesidad de usar sistemas trienzima, atmodsferas de N,
mercaptoetancl y ditiotreitol, los cuales se emplean cuando se requiere
cuantificar los folatos enddgenos totales (Tamura et al. (15), Pfeiffer ef al. (11},
Koning's et al. (7)). Osseyi et al. (10} emplearon una d-amilasa de Aspergillus
oryzae para facilitar la filtracién de la muestra empleando un tiempo de hidrdlisis
de 1 h, en este trabajo se obtuvieron extractos facilmente filtrables empleando
30 min en la hidrolisis enzimatica. En el método de extraccion en fase sdlida
SAX que propusieron estos investigadores mencionan que fue efectivo para
eliminar algunas sustancias que eluyen en la vecindad del AF con buenos
resultados en maiz y Corn flakes, en donde la concentracién de AF en este tipo
de productos es mayor de 3 mg/kg, mientras que para la harina de maiz es de
0.5 mg/kg, incluso mencionan que para el caso del Corn flakes no es necesario
purificar. Sin embargo de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo su
método de purificacién no es aplicable en harina de maiz y harina de trigo,
indudablemente esto es debido a las diferencias que existen en un maiz crudo
(sin procesar) y una harina de maiz la cual ha pasado por todo un proceso e'n el
cual la matriz del maiz experimenta varios cambios fisicoquimicos. Osseyi et al.
(10) reportaron un porcentaje de recuperacion de acide fdlico en los extractos
del 86-90% y en los cartuchos de SPE SAX de 97-99% mientras que bajo tas
condiciones de prueba utilizadas en este estudio, los porcentajes de

recuperacion en los cartuchos fueron de un 33- 35%. Vahterisco et al. (18)
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obtuvieron una recuperacion del 75% en los cartuchos SAX pero usaron NaCl
como contraién para aumentar los porcentajes de recuperacion.

En las pruebas realizadas en el presente estudio usando SPE SAX se
observo que después de una segunda elucidn todavia se recuperaba algo de
acido folico, sin embargo no se considerd prioritario el uso de NaCl puesto que
las pruebas se enfocaron a la eliminacion de la interferencia. Stokes et al. (14)
aplicaron un método para cuantificar AF en un cereal para el desayuno y usaron
como método de purificacion SPE de C18 y encontraron que contenia una
cantidad significativamente mas alta de AF gue lo que ellos esperaban, con un
porcentaje de variacion del 23%, pero usaron como método de deteccion
espectrometria de masas, en ol presente estudio al evaluar los cartuchos de
SPE C18 como método de purificacién también se encontraron cantidades de
AF en harina maiz significativamente mas altas que la cantidad de 4cido fdlico
que se adiciona en proceso (0.5 mg/kg) incluso en la harina de maiz sin
vitaminas razén por la cual la SPE C18 quedé descartada como método de
purificacion.

Por cromatografia de afinidad se logré la purificacion de los exiractos con
porcentajes de recuperacion de AF en las columnas mayores al 99% y én la
muestra de un 89.2-89.7%, usando en ei paso de elucion unicamente TFA lo
cual quiz4 mejoré el tiempo de vida util de las columnas ya que después de 29
extractos de harina de maiz purificados por cromatografia de afinidad se
evaluaron 10s porcentajes de recuperacidn de AF en las columnas y se logro
recuperar el 90% de AF, contrario a lo observado por Koning's et al. (7) los

cuales reportaron una disminucién de fa capacidad de enlace de las columnas
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hasta un 58% después de 18 extractos procesados, pero usaron una mezcla de
TFA, mercaptoetanol y ditiotreitol, al igual que Seyoum, Selhub (1993) pero en
su método de purificacién por cromatograffa de afinidad estos Gitimos recibieron
el extracto en piperazina para aumentar e pH, mientras que en la metodologia
desarrollada e_n este estudio, al igual que Koning’s et al. (7), se utilizé KOH 4 M.
El procedimiento de purificacion se realiz6 conforme a lo descrito por
Koning’s ef al. (7) y Pfeiffer et al. (11) excepto por ef volumen de solucién de
acondicionamiento de las columnas, el volumen de extracto y el reactivo de
elucion. La purificacion se realizé a temperatura ambiente sin control de la
velocidad de flujo por bomba peristaltica. Pfeiffer ef al. {(11) reportaron
porcentajes de recuperacion en productos a base de cereales de un 87.9-107%,
ademas de que mencionan que los agentes reductores ascorbato y
mercaptoetanol no interfieren en la separacién cromatografica, mientras que
bajo las condiciones cromatograficas empleadas en este trabajo, la presencia
de acido arcorbico no interfiic en la separaciébn cromatogréfica pero ia
presencia del ditiotreitol si causé interferencia en la separacion del AF, debido a
la co-elucion de impurezas del reactivo. El pH seleccionado para el
acoplamiento de la FBP-Affigel 10 fue muy adecuado tal como lo menciona
Koning’'s ef al. (7), la cantidad de FBP usada para el acoplamiento fue
determinada en base a las recomendaciones del proveedor, 1 mg de protefna
tiene la capacidad de enlazar 1-3 pg de acido félico a 25°C a pH 7.5.
La desventaja del uso de |a proteina de unién a folato es su dificil adquisicion
ya que se tiene que importar, su costo es elevado, la preparacion de las

columnas requiere de equipamiento a 4°C, en nuestro estudio se tuvo que
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controlar [a temperatura todo el tiempo de incubacién durante 12 h, lo cual
resultd algo tedioso. Sin embargo el tiempo de vida til de las columnas de
afinidad resulta adecuado, con 5 mg de FBP se pueden preparar 10 columnas,
suficientes para un afio o mas (lo cual dependera del nimero de muestras).

Sin duda alguna el método de purificacién por afinidad resulté ser el mejor a
comparacion de SPE de C18 y SAX ya que se eliminaron todas las impurezas
que estaban co-eluyendo con el AF al momento del andlisis cromatografico.

Una desventaja del método desarrollado es que los extractos de la muestra
después de la hidrélisis enzimatica, asi como los obtenidos por cromatografia
de afinidad no se pueden guardar en refrigeracion para analizarse otro dia ya
gue el acido folico comienza a degradarse, tal vez si se utilizara una atmésfera
de N> o mercaptoetanol (reactivo no usado dada su ioxicidad) se podsian
guardar los extractos para su analisis posterior pero eso tendria que evaluarse.

En este estudio los extractos obtenidos después de la hidrdlisis enzimatica
se mantuvieron a temperatura ambiente por un periodo no mayor a 3 h antes
del paso de puriticacion.

En cuanto al método de elucion cromatografico del AF, se presenta una
caida de la linea base, esto quiza se atribuya al reactivo usado en la fasé maovil
A, en un principio se penso que podria ser por impurezas del agua o MeOH, se
cambio de marca de agua y MeOH (grado HPLC), sin cambio en la linea base,
ademés se midieron las absorbancias del MeOH y agua en el UV pero no se
observaron diferencias en las absorbancias de ambos. Aun asi esto no afecté la
repetibilidad y reproducibilidad en el andlisis cualitativo y cuantitativo del AF por

CLAR.
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En los datos obtenidos de la comparacién estadistica de las concentraciones
de acido folico en muestras reales, se encontraron diferencias significativas
principaimente en la concentracion de acido félico en harina de maiz de un
mismo tipo y de diferentes lotes, las cuales se podrian atribuir al proceso de
dosificacion o quiza a la distribucion del acido folico en la premezcla vitaminica.

En estudios anteriores se han observado diferencias significativas en la
concentracion de vitaminas la cual se debe al proceso de la homogenizacion de
particulas diferentes y el tratar de mantener la relacion harina de maiz-vitaminas
presenta algo de dificultad, ya que en el proceso de mezclado continuo existen
fluctuaciones naturales del flujo de harina que normalmente se tratan de reducir
con un controlador de flujos, pero la aglomeracién de particulas puede formar
grumos debido a [as diferencias en humedades de los componentes de la
premezcla y a la humedad del aire y de transporte.

Por otro lado no se observaron diferencias significativas en la concentracién
de AF de harina a tortilla de diferentes formulaciones, mientras que de harina a
tostada si se observaron diferencias significativas en la concentracion de acido

félico lo cual se atribuye al proceso de freido a 180°C.



CAPITULO 7
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En el método de andlisis para cuantificar el acido félico en harina de maiz y
productos derivados por CLAR empleando cromatografia de afinidad, se logré
reducir el tiempo de andlisis con un nivel de deteccién de 2 ng/ml, un rango
lineal con *>9998. La metodologia desarrollada mostré un nivel de precisién <
4.04% y porcentajes de recuperacion en la muestra > 89%, puede ser aplicable
en un laboratorio de rutina cuando sdlo se requiera cuantificar el acido féiico
adicionado y ademds todos los reactivos se encuentran disponibles
comercialmente. El método de purificacion por cromatografia de afinidad resulié
ser adecuado, pero las columnas con la FBP no se encuentran disponibles de
forma comercial sin embargo la proteina de union a folato se encuentra
disponible comercialmente y las columnas se pueden elaborar en el laboratorio
y hacer el procedimiento aplicable en condiciones de rutina y tienen un buen
tiempo de vida (til hasta de 5 meses o quiz4 mayor. El método es aplicable a
todos ios productos derivados del maiz. La minima concentracion que puede
ser cuantificable en harina de maiz es de 0.16 mg/kg.

De acuerde a los datos proporcionados por el andlisis estadistico las
diferencias encontradas en la concentracién de acido félico en harina de maiz
de un mismo tipo y de diferentes formulaciones se podrian atribuir al proceso de

dosificacion o quiza a la distribucién del 4cido fdlico en la premezcla vitaminica.
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Por otro lade no se observaron diferencias significativas en la concentracion
de AF de harina y tortilla de diferentes formulaciones, por lo tanto la presencia
de conservadores y otros aditivos usados en harina de maiz para elaborar
tortillas, no afectaron la estabilidad del acido folico. Mientras que las diferencias
observadas en la concent_racién de acido félico de harina y tostadas en términos
de porcentajes de recuperacion es solo del 10%, es decir [a degradacion del AF
por efecto de la temperatura no llega al 50% por lo tanto podria ser benéfico
adicionar AF a las harinas para la elaboracion de tostadas incluso de frituras, ya
gue en la actualidad las harinas para frituras y tostadas no se fortifican con AF y
ambos son productos de aito consuma, incluso se podrian considerar parte de
la canasta basica del mexicano.

Por ofra parte el método desarrollado para acido félico es el mejor indicador
del proceso de dosificacion (en el caso especifico de Maseca) ya que para fines
de control de calidad se debe de cumplir con cierto rango de especificacion,
contrario a otras vitaminas del complejc B que también se adicionan a la harina
de maiz y las cuales se determinan por métodos que involucran la
cuantificacién de las vitaminas enddgenas (propias de la matriz de la muestra)
mas las que se adicionan en proceso las cuales no proporcionan un dato real
de las vitaminas gue se adicionan a la harina de maiz.

En un futuro seria recomendable evaluar si el hierro (Fe**) tiene un efecto
preservativo o degradativo sobre el 4cido fdlico, puesto que este mineral se
encuentra en una gran concentracién en la harina de maiz (30 mg/kg), va que
en algunas referencias se menciona que el Fe®* puede estabilizar el acido

félico, mientras que en otras se menciona el efecto opuesto (2). Entonces,
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existe la posibilidad de que la estabilidad del acido félico durante la metodologia
de extracciébn ademas de atribuirse al acido ascérbico también se podria
atribuir at Fe®*,

Posteriormente seria recomendable evaluar la robustez y el nivel de
incertidumbre del método.

La principal ventaja de la metodologia desarrollada por CLAR para cuantificar
AF reside en el tiempo de andlisis, en un solo dia se pueden procesar 7
muestras (0 mas segun el analista y la practica), obteniendo el resultado en ese
mismo dia mientras, que en otros métodos cromatograficos se emplean hasta
tres dias por los tratamientos trienzima y no se diga en los microbiologicos en
los cuales se requiere de toda una semana de andlisis 0 mas para obtener el
resultado, ademas de que los métodos microbiolégicos no diferencian el acido

félico adicionado de los folatos endégenos.
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El lote 1 mostro diferencias significativas con los lotes F-1, F-2 y F-3,
mientras que los lotes F-1 y F-2 no mostraron diferencias significativas, pero
ambos si presentaron diferencias significativas con los lotes 1 y F-3, el lote F-3
mostré diferencias con los lotes 1, F-1 y F-2.

5.10.2 Pruebas de t-student en harina, tortillas y tostadas de maiz

Al comparar la concentraciéon de AF de la harina de un mismo tipo y cada
una de las harinas de diferente formulacion con sus regpectivas todillas se
observd que para el caso de la concentracion de harina y tortillas del lote 1 no
hay diferencias significativas entre varianzas, pero al realizar la prueba de t-
student, si se encontraron diferencias significativas entre las medias de los dos
productos (ver TABLA XIX). En el caso de la concentracidn de harina y tortillas
de la formulacién 1, no se encontraron diferencias significativas entre varianzas,
y segun la prueba de t-student, el resultado indicé que entre la media de las

concentraciones de AF no hay diferencias significativas (ver TABLA XX).
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APENDICE A
FORMULAS Y ECUACIONES

FORMULA 1 -

CALCULO DEL CONTENIDO DE AF EN HARINA DE MAIZ Y PRODUCTOS
DERIVADOS

[Ci (0.25)] 100/ P = mg/kg de &cido folico en la muestra

Ci: Concentracion de AF obtenida de la curva de calibracién en ug /ml
P: Pesc de la muestra en gramos
100 : Volumen de aforacién del extracto

0.25 : Factor de dilucion

FORMULA 2

CALCULO DEL PORCENTAJE DE RECUPERACION DE AF

Porcentaje de recuperacién = C, (100) /Cq

C. : Concentracidn obtenida de AF obtenida de la curva de calibracidn

C; : Concentracién conocida de AF
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APENDICE A

ECUACION 1
ECUACION PARA DETERMINAR EL L.P.C PARA UN CV DEL 5%

1. Determinacion de la ecuacion de la recta que pasa por dos puntos
(x1, y1) (Xo, Yz)considerando la parte lineal de la curva.

M=yz2-Y1/ Xa X1 =Y - y1/X X1
Despejando:
X=Xy =[Xe-Xi /y2-y1}ly-v1]

Ecuacién para determinar la concentraciéon x aun CV del 5%

~

X=X1 + [Xe-X1/y2-y1 ][y - ¥l

2. Sustitucion de los valores de x, y en la ecuacion
x=0.25+0.125-0.250/6.20 - 1.93]) [y - 1.93]
x= 0.25-[0.02927] [y-1.93]

3. Sustitucion del valor de y en la ecuacién, dondey =5
x = 0.3065-0.0293 y
x = 0.3065-0.0293 (5 ) = 0.16

LPC =0.18 mg/kg = 160 ng/ml
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APENDICE B

FIGURAS
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Figura 19. Curvas de calibracién para determinar la concentracién de
acido félico en los extractos purificados por SPE C18 y SAX. Nivel 1: 10.0
wg/ml; Nivel 2: 1.0ug/ml; Nivel 3: 0.1 ug/ml (superior). Curva de calibracién para
determinar la concentracion de &cido félico en los extractos purificados por SPE
SAX. Nivel 1:0.495 ug/mi; Nivel 2: 0.248 pg/ml; Nivel 3: 0.124 yg/mi (inferior).
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Figura 20. Curvas de calibracién para determinar la concentracién de
acido folico en el procedimiento-2a y 2b. Nivel 1: 0.498 yg/mi; Nivel 2: 0.249
u#g/ml; Nivel 3: 0.125 ug/ml (superior). Curva de calibracién para determinar la
concentracion de acido fdlico en el procedimiento-2b. Nivel 1: 0.0499 yg/mi;
Nivel 2: 0.1996 pg/mi; Nivel 3: 0.0998 ug/mil (inferior).
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Figura 21. Curvas de calibracién para determinar la concentracion de
acido félico en el procedimiento-2c y Zd. Nivel 1: 0.0499 wg/mi; Nivel 2:
0.1996 wg/ml; Nivel 3: 0.0998 wpg/ml (superior). Curva de calibracién para
determinar la concentracion de acido félico en el procedimiento-2d. Andlisis de
las fraccicnes para el balance de materia. Nivel 1: 0.026 ug/ml; Nivel 2; 0.052

wg/mil; Nivel 3: 0.104 pg/ml. Nivel 4: 0.208 ug/ml. Nivel 5: 1.040 pg/ml (inferior).
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Figura 22. Curvas de calibracién para determinar la concentracién de
acido félico en el procedimiento-2d y por cromatografia de afinidad.
Andlisis de las fracciones para el balance de materia. Nivel 1: 0.0104 ug/ml;
Nivel 2: 0.1040 pyg/ml; Nivel 3: 10.4000 xg/ml. Nivel 4: 0.1.0400 ug/ml. Nivel 5:
0.2080 pg/ml (superior). Curva de calibracion para determinar la concentracion
de acido folico en extractos purificados por afinidad. Nive| 1: 0.05 ug/ml; Nivel
2: 0.20 ug/mi; Nivel 3: 0.10 ug/ml (inferior).
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Figura 23. Espectro de absorcién de acido félico. En Buffer de fosfatos 50 mM pH
6.8.
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Figura 24. Fotografias de los sistemas SPE SAX y de afinidad.
Sistema de extraccion en fase sdlida (SPE) SAX (superior). Sistema de
purificacién por cromatografia de afinidad (inferior).
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