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RESUMEN

Antecedente: el analisis de riboflavina es uno de los parametros mayormente referenciado en la determinacion del valor nutritivo
de algunos alimentos. Objetivo: estandarizar el método de analisis y determinar el contenido de riboflavina (vitamina B2) en
muestras de arroz blanco fortificado (A y B) y sin fortificar (C y D), comercializadas en el area metropolitana de Cucuta.
Métodos: la extraccion y analisis de dos lotes de cada muestra se realizo por triplicado. Las muestras sin fortificar se doparon
con el fin de determinar el porcentaje de recuperacion del método. Tres muestras de 5,0000 gramos de cada lote de arroz
fortificado y sin fortificar, fueron sometidas al proceso de extraccion de la vitamina mediante hidrolisis acida, previo tratamiento
enzimatico con papaina y takadiastasa a 45°C. Los extractos se purificaron filtrando por gravedad con papel filtro, y nuevamente
por filtros de jeringa de celulosa regenerada de 0,20pm. Se determiné por triplicado la concentracion de riboflavina en cada
extracto, mediante HPLC en un cromatografo liquido UFLC SHIMADZU Prominence. El anélisis estadistico de los datos se
realiz6 con el software R version 3.2.2. Resultados: las concentraciones promedio, en mg de riboflavina/kg de arroz, en las
muestras de arroz A, B, C y D fueron de 0,4121, 2,3741, 0,3208 y 0,3217, respectivamente para el lote 1 y para el lote 2 de
2,3831, 1,0552, 0,4022, y 0,3246, respectivamente. Los porcentajes de recuperacion de riboflavina en las muestras dopadas
estuvieron alrededor del 91,00%. Conclusiones: se observa que entre diferentes lotes de arroz fortificado de la misma marca se
presenta variacion en el contenido de la vitamina. En las muestras de arroz no fortificado, la concentracion hallada corresponde
al contenido natural de riboflavina en el arroz, con valores muy similares en todas las muestras.

ABSTRACT

Background: Riboflavin analysis is one of the parameters most referenced in the determination of the nutritional value of some
foods. Objective: standardize the method of analysis and determine the content of riboflavin (vitamin B2) in samples of white
rice fortified (A and B) and unfortified (C and D), marketed in the metropolitan area of Cticuta. Method: the extraction and
triplicate analysis of two batches of each sample was performed. Unfortified samples were doped in order to determine the
percent recovery of the method. Three samples of 5,0000 grams of each batch of fortified and non-fortified rice, were subjected
to the extraction process of the vitamin by acid hydrolysis, after enzymatic treatment with papain and takadiastase at 45 ° C. The
extracts were purified by filtering with filter paper, and again by regenerated cellulose syringe filters of 0.20 um. The riboflavin
concentration in each extract was determined in triplicate by HPLC on a UFLC SHIMADZU Prominence liquid chromatograph.
The statistical analysis of data was carried out with the software R version 3.2.2. Results: the average concentrations, in mg
riboflavin / kg of rice, in rice samples A, B, C and D were 0,4121, 2,3741, 0,3208 and 0,3217, respectively for batch 1, and for
batch 2 were 2,3831, 1,0552, 0,4022 and 0,3246, respectively. Recovery percentages of riboflavin in doped samples were about
91.00%. Conclusion: it is noted that between different batches of fortified rice of the same brand there is variation in the content
of vitamin. In samples of not fortified rice, the concentration found corresponds to the natural riboflavin content in rice, with
similar values in all samples.
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Introduccion

Las vitaminas son esenciales en el metabolismo, se encuentran
en pequenas cantidades en los alimentos y son necesarias para
que el organismo funcione correctamente [1], actian general-
mente como catalizadores al combinarse con las proteinas
creando metabolitos de enzimas activas, produciendo reaccio-
nes quimicas muy importantes en el organismo [2].

Las vitaminas se clasifican en dos grandes grupos, hidrosolu-
bles y liposolubles, caracteristica que define la reaccion de
asimilacion que se llevara a cabo en el organismo. Dentro de
las hidrosolubles se encuentran las vitaminas del complejo B
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formado por tiamina, riboflavina, niacina, piridoxina, acido
pantoténico, biotina, cobalamina y acido folico [3]. La ribofla-
vina (vitamina B2), se encuentra generalmente fosforilada
integrando las coenzimas; por lo que debe asociarse a una
porcion de otra enzima para catalizar diversos procesos de
oxidacion-reduccion [4]. Estudios recientes han proporcionado
evidencia de que la vitamina B2, actlia como un sensibilizante
para mejorar la eficacia de la quimioprevencion y la quimiote-
rapia del cancer a base de vitamina C, debido a que la combina-
cion de las dos vitaminas puede lograr una actividad anticance-
rigena sinérgica [5].
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El arroz, pasa por procesos de refinado y pulido que provocan
la pérdida casi total de varios de sus nutrientes, entre estos las
vitaminas [6],[7], en algunos casos pierde hasta un 85% de
ellas. Por esto el arroz al igual que otros cereales, que carecen
de vitaminas A, D y C, pero que contienen pequefias cantidades
de tiamina, riboflavina y niacina, son candidatos a procesos de

fortificacion con vitaminas para elevar su valor nutricional [8].

Para el andlisis de la riboflavina se utilizan métodos fluoromé-
tricos, microbioldgicos y espectrofotométricos, sin embargo, la
cromatografia liquida de alta resolucion (High Performance
Liquid Chromatography - HPLC) es una técnica que minimiza
los tiempos de andlisis con alta sensibilidad y especificidad, en
comparacion con los mencionados [9].

Entre los trabajos que reportan el analisis de vitamina B2 en
alimentos mediante HPLC se encuentran, la determinacion de
riboflavina en muestras de carne e higado fresco [10], Arthros-
pira maxima [11], jarabes infantiles en el cual comparan dos
técnicas de analisis (fluorometria y HPLC) [12], en harinas de
lenteja [13], productos lacteos [14], harina de trigo [15] y en
leche en polvo comercial y en tabletas [16].

En este trabajo se estandarizé el método de analisis de ribofla-
vina, el cual se utilizé para la cuantificacion de la vitamina
presente en arroz blanco fortificado y sin fortificar, el
tratamiento estadistico de los datos obtenidos en el analisis de
cuatro marcas comerciales de arroz, por cromatografia liquida
ultra rapida (Ultra Fast Liquid Chromatography-UFLC) con
deteccion de fluorescencia, se llevo a cabo con el sofiware R
version 3.2.2 [17]. Las muestras fortificadas fueron distribui-
das por arroceras del Norte de Santander y las no fortificadas
por arroceras nacionales.

Materiales y métodos

Estandarizacion del método

La estandarizacion del método para analisis de vitamina B2 en
arroz blanco se basé en el procedimiento descrito por el Institu-
to de Salud Publica de Chile (ISP) [18]. A partir de un estandar
de riboflavina (SIGMA ALDRICH), se elabor6 la curva de
calibracién con patrones entre 0,1000 y 1,500 ppm, y con el fin
de determinar el limite de deteccion y de cuantificacion se
prepararon patrones de concentracion desde 2,500x10* hasta
5,000x102 ppm de riboflavina [19].

Seleccion y Preparacion de las muestras

Seleccion de las muestras: las muestras se seleccionaron
segun criterio de fortificacion, es decir, fortificadas con
riboflavina (A y B) y no fortificadas (C y D), de manera aleato-
ria en dos tiendas de cadena del area metropolitana de San José
de Cucuta (Norte de Santander). Las muestras comerciales de
arroz que se adquirieron para el analisis fueron de dos lotes de
produccioén con fecha de distribucién mayor a un mes, con el

fin de garantizar la diferencia entre muestras de la misma
marca, para su posterior comparacion. Las muestras fortifica-
das (A y B) corresponden a marcas registradas por dos arroce-
ras con domicilio en el area metropolitana de San Jos¢ de
Cucuta y las no fortificadas (C y D) son distribuidas por dos
empresas que cuentan con molinos arroceros a nivel nacional.

Preparacion de las muestras: se tomo6 por triplicado 5,0000
gramos de cada muestra molida, tamizada y homogenizada. A
cada muestra se le adicion6 0,5000 gramos de takadiastasa
(SIGMA ALDRICH), 0,2500 gramos de papaina (Merck) y 15
mL de agua desionizada a 45°C, se mantuvo la temperatura en
bafio maria con agitacion por 30 minutos para realizar el
tratamiento enzimatico. Posteriormente se dio inicio a la hidro-
lisis acida, para esto se agregaron 30 mL de agua desionizada a
45°Cy 5,0 mL de solucioén de acido clorhidrico (HCI) 1,000 M,
llevando a calentamiento y agitaciéon en bafio maria por 30
minutos mas. Finalizado el tiempo de hidrolisis, a la muestra a
temperatura ambiente, se le adicionaron 5,0 mL de solucion de
acetato de sodio (CH,COONa) 2,500 M. La muestra se transfi-
ri6 a un balén ambar y aforé a 100,0 mL, luego se filtré por
gravedad y el filtrado se purificé pasandolo por membranas de
celulosa regenerada (marca Sartorius) de 15 mm y 0,20 pm.
Con el fin de determinar el porcentaje de recuperacion del
método, fueron dopadas muestras de las marcas no fortificadas
(C y D) con 5,000 ppm de estandar de riboflavina, posterior-
mente fueron sometidas al proceso de extraccion y cuantifica-
cion. Cabe resaltar que debido a que la riboflavina es sensible
a la luz, fue necesario realizar todo el procedimiento de prepa-
racion en condiciones de Iuz controlada [18].

Andlisis de patrones y muestras

Los patrones de calibracion y los extractos de las muestras de
arroz blanco se llevaron a viales ambar de 1,5 mL, para su
analisis en un equipo UFLC SHIMADZU serie Prominence,
con automuestreador SIL-20AHT, calefactor de columna
CTO-20A, detector de fluorescencia RF-20A y moddulo de
control CBM-20A, provisto del software LABSOLUTIONS de
SHIMADZU. El analisis se realiz6 utilizando N,N-dimetilfor-
mamida al 30% en solucion de hidrogenofosfasto de dipotasio
apH 7,20 como fase movil, con caudal de 0,8 mL/min a elucién
isocratica en fase reversa, utilizando columna C18 de 4,6 x 50
mm y precolumna C18 marca SHIMADZU. La deteccion en el
detector RF-20A se realizé a una longitud de excitacion de 450
nm y de emision de 528 nm [18].

Establecidas las condiciones cromatograficas para el método,
se corrieron tanto los patrones de calibracion, como los extrac-
tos de las muestras, inyectando por triplicado 20 pL de cada
una de las soluciones.

Analisis de los datos

Se analiz6 la precision de los datos obtenidos en la estandariza-
cion del método y en el analisis de las muestras, mediante la
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determinacion de la desviacion estandar y el coeficiente de
variacion. Los datos de concentracion (mg de riboflavina/kg de
arroz) obtenidos en el analisis de las muestras de cada uno de
los lotes, denominadas Al, A2, B1, B2, C1, C2, D1 y D2, se
analizaron con el software R version 3.2.2., mediante el cual se
realizd la comparacion de la concentracion de riboflavina
presente en todas las muestras y por separado se compar6 la
concentracion entre lotes de la misma marca, con el fin de
observar si se presentaba o no, diferencia significativa en el
contenido de vitamina, teniendo en cuenta que para valores de
probabilidad (p) > 0,05, se considera que no existe diferencia
significativa entre los datos.

Resultados y analisis
Estandarizacion del método

El procedimiento del ISP de Chile [18] reporta un intervalo
lineal entre 0,1000 y 1,000 ppm de riboflavina, sin embargo, al
analizar los patrones de menor concentracion para determinar
el limite de deteccion y de cuantificacion del método se
establecio que existe linealidad para el analisis de riboflavina
desde 2,500x10* hasta 1,500 ppm, con un coeficiente de corre-
lacion de 0,99997, como se muestra en la Figura 1, y al extrapo-
lar a cero se mantiene el mismo coeficiente de correlacion. La
precision en las mediciones de los patrones de calibracion por
UFLC, se evidencid con valores de coeficientes de variacion
(%CV) bajos (entre el 0,052 y el 5,262%), como se muestra en
la Tabla L.
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Figura 1. Curva de calibracion para analisis de riboflavina por UFLC

Tabla I. Datos para elaboracion de la curva de calibracion de riboflavina por UFLC

AREA PROMEDIO CONCENTRACION DESVEST | % CV
(mg de vitamina B2/kg de arroz)
3349,0 2,500x10* 23,07 0,689
6754,0 5,500x10* 223,42 3,308
10362,3 1,100x1073 231,37 2,233
17898,3 2,200x10° 941,88 5,262
45740,3 6,500x10° 889,87 1,945
86841,7 0,01250 508,81 0,586
171788,3 0,02500 1148,73 0,669
337121,3 0,05000 256,47 0,076
674454,0 0,1000 8649,78 1,282
2047061,0 0,3000 5764,46 0,282
3351190,7 0,5000 6367,57 0,190
4751084,0 0,7000 3169,26 0,067
6701046,7 1,0000 6158,73 0,092
10136805,7 1,5000 5317,58 0,052

Dora Cecilia Rodriguez-Ordonez, Laura Natalia Torres-Herrera.

Analisis de las muestras

Con la ecuacion obtenida para la curva de calibracion del
método (véase Figura 1), se calcul6 la concentracion de ribofla-
vina en cada una de las muestras, expresada en mg de riboflavi-
na’/kg de arroz, los valores promedio, la desviacion estandar
(desvest) y los coeficientes de variacion (%CV) obtenidos para
cada una de las marcas se muestran en la Tabla II.

Tabla II. Valores promedio de la concentracion de riboflavina
en las marcas comerciales de arroz electronica

Marca CONCENTRACION

de arroz Lote (mg de vitamina B2/kg de arroz) DESVEST | % CV
A Al 0,4121 0,0294 7,1330
A2 2,3831 0,1885 79111

B Bl 2,3741 0,1963 8,2669

B2 1,0552 0,0515 4,8779

c Cl1 0,3208 0,0118 3,6825

C2 0,4022 0,0128 3,1903

D D1 0,3217 0,0155 4,8248
D2 0,3246 0,0075 2,3260

Cabe recordar que las muestras de cada lote fueron analizadas
por triplicado y cada extracto obtenido también se analizé por
triplicado en el UFLC, obteniendo para cada muestra nueve
valores de concentracion y un total de 72 datos para todas las
muestras. Los valores promedio por muestra presentan una
ligera variacion, con coeficientes de variacion menores al 10%
(entre 2,3260 y 8,2669%), como se observa en la Tabla II.

En la Figura 2 se muestran los perfiles cromatograficos de la
riboflavina extraida para el lote 1 de cada una de las cuatro
marcas de arroz fortificadas y no fortificadas. El tiempo de
retencion (tR) del analito se presentd hacia los 1,97 minutos,
tiempo de elucion corto que hace al método muy rapido en
cuanto al analisis cromatografico, disminuyendo asi el consu-
mo de fase movil.
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Figura 2. Cromatogramas de riboflavina obtenidos para las cuatro marcas de arroz. El tR
de la riboflavina 1,97 min a longitud de excitacion 450nm y de emision 528nm.

Las muestras no fortificadas (C1, C2, D1 y D2) que fueron
enriquecidas con 5,000 ppm de riboflavina presentaron
concentraciones de riboflavina de 4,631, 4,599, 4,659 y 4,656
mg de riboflavina/kg de arroz, respectivamente. Considerando
el contenido natural encontrado seglin se reporté en la Tabla II,
estos valores corresponden a respectivos porcentajes de
recuperacion de 92,62%, 91,98%, 93,18% y 93,12%.
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Al comparar la concentracion en ppm (mg de riboflavina/kg de
arroz) obtenida en el analisis de dos lotes de las muestras
fortificadas (A1, A2, B1 y B2) y sin fortificar (C1, C2, D1y
D2), mediante el software R version 3.2.2., se obtuvo el diagra-
ma de caja que se muestra en la Figura 3, (las lineas no identifi-
cadas en la Figura 3 corresponden a los lotes 2 de cada marca
analizada, generada asi por el software R).
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Figura 3. Comparacion de la concentracion de riboflavina (mg/kg de arroz)

entre lotes de diferentes marcas de arroz fortificado y sin fortificar
Como se observa en la Figura 3, existe diferencia significativa
en la concentracion de riboflavina entre los lotes de todas las
marcas, tanto fortificadas como no fortificadas (p = 2x10').
Para las marcas que reportan fortificacion, esta diferencia se
observa entre lotes de la misma marca (Al y A2)y (Bl y B2),
asi como entre los lotes de diferentes marcas (A y B). Respecto
a las marcas que no reportan fortificacion, los valores de la
concentracion de riboflavina reportados en la Tabla II son muy
semejantes, con concentraciones que van de 0,3208 a 0,4022
ppm de riboflavina, que corresponde al contenido natural de
riboflavina en el arroz, ya que los cereales son una fuente
natural de ésta y otras vitaminas [7].

En el diagrama de caja mostrado en la figura 4, se compara la
concentracion de riboflavina entre los dos lotes de la marca
fortificada B. Como se puede observar, se presenta una
diferencia significativa entre las concentraciones de los lotes
B1y B2, con valores promedio de 2,374 y 1,055 mg de ribofla-
vina/kg de arroz, respectivamente. Esta diferencia se corrobora
con el valor de probabilidad de 1,41x10°. Respecto a las
concentraciones de los lotes Al y A2, con valores promedio de
0,4121y 2,383 mg de riboflavina/kg de arroz, respectivamente,
mostrados en la Tabla II también se encuentra una diferencia
bastante significativa (p = 0.00139).
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Figura 4. Comparacion de la concentracion de riboflavina (mg/kg de arroz) entre dos
lotes de arroz de una misma marca fortificada.

Al comparar la concentracion de riboflavina entre dos lotes de
una misma marca de arroz no fortificado (D), mediante el
diagrama de caja de la Figura 5, se observa que no se presenta
diferencia significativa entre las concentraciones de los lotes
D1 y D2, los valores promedio de la concentracion son 0,3217
y 0,3246 mg de riboflavina/kg de arroz, respectivamente,
verificado con un valor de p = 0,787. En la Tabla II se puede
observar que las concentraciones promedio de los lotes C1 y
C2 no fortificados, cuyos valores respectivos son 0,3208 y
0,4022 mg de riboflavina/kg de arroz, presentan una diferencia
significativa alta, segtin el valor de probabilidad de 0.00166.
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Figura 5. Comparacion de la concentracion de riboflavina (mg/kg de arroz) entre dos
lotes de arroz de una misma marca no fortificada.

Conclusiones

Se establecio que para el analisis de riboflavina existe lineali-
dad desde 2,500x10* hasta 1,500 ppm, con un coeficiente de
correlacion de 0,99997 y al extrapolar a cero se mantiene el
mismo coeficiente de correlacion.

Entre diferentes lotes de arroz fortificado de la misma marca se
presentan diferencias bastante significativas en el contenido de
la riboflavina adicionada, lo que sugiere que las empresas que
hacen la fortificacion deben establecer un mecanismo que les
permita llevar un mejor control en la calidad de su producto. En
las muestras de arroz no fortificado, la concentracion hallada
corresponde al contenido natural de riboflavina en el arroz, con
valores muy similares en todas las muestras.

Con el método estandarizado en este trabajo se obtienen
porcentajes de recuperacion de riboflavina alrededor del
93,00%, que se debe tener en cuenta en el calculo de la concen-
tracion de las muestras.
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