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I N T R O D U e e I O N 

Desde hace varios siglos, el hombre pensaba que consumir 

una dieta rica en proteinas, carbohidratos y , 15pidos era 

suficiente para gozar de buena salud. Sin embargo, en el 

siglo XVI se detectó en Inglaterra una enfermedad de los 

marineros que desaparecia al alimentarse con naranjas y 

limones~ por lo que en el año 1804 se hizo obligatorio 

el consumo de estos cítricos. En 1880 se publicó en Ale

mania un estatuto en el que se decía que la leche conte

nia nutri~ntesindispensables, pero no fue hasta princi

pios de este siglo cuando se descubrieron algunos facto

res quimicos · esenciales para el buen funcionamiento del 
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cuerpo humano y para prevenir ciertas enfermedades. Se 

vió también que estos factores tenían propiedades de a

minas y se les 11am6 vitaminas por ser consideradas como 

aminas indispensables para la vid\ Este término, pro

puesto por el químico polaco Funk, es actualmente erró-

neo, debido a que no todas las vitaminas tienen estruc

tura de amina, aunque el uso de esta palabra se ha gene

ralizado para este grupo de compuestos (2,3,12,19). 

Las vitaminas son sustancias orgánicas de composición muy 

variada, necesarias para el organismo animal generalmente 

en cantidades muy pequeñas. La mayor parte de las vitami

nas que los animales necesitan son proporcionadas directa 

o indirectamente por los vegetales, que son capaces de 

sintetizarlas. Desempeñan un papel importante en la trans-

ferencia de energía así como también en el control de mu-

chos procesos metabólicos. La mayoría son termoestables 

y en ausencia de oxígeno lo son incluso a temperaturas 

superiores a los 100°C. Muchas de ellas, aunque todas de 

gran complejidad, pueden obtenerse hoy sintéticamente, 

con lo que se ha enriquecido notablemente la terapéutica 

moderna (3,21). 

Aún no se conoce perfectamente la función biológica de 
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las vitaminas en el organismo humano; sin embargo, se sa

be que las del grupo B, participan en ciertos sistemas 

enzimáticos muy específicos del metabolismo (2). 

La importancia de las vitaminas se ha demostrado en mu

chas ocasiones y se sabe que la carencia de ellas produce 

malestares o enfermedades en el hombre, a pesar de que 

consuma una dieta rica en los demás nutrientes (2). 

Las vitaminas son moléculas orgánicas que funcionan como 

coenzimas o cofactores y se les considera indispensables 

ya que el organismo no las sintetiza, por lo que deben 

estar presentes en la dieta diaria. Existen algunas ex

cepciones; por ejemplo, el hombre puede sintetizar la vi

tamina O por medio de reacciones fotoquímicas que suceden 

cuando expone la piel a los rayos solares; de igual forma, 

la microflora bacteriana del intestino humano sintetiza 

el ácido fálico, la biotina y la vitamina K, que pueden 

ser directamente absorbidas a través de la mucosa del tu

bo gastrointestinal. La flora bacteriana normal se des

truye cuando los enfermos se sujetan a tratamientos a 

base de antimicrobianos, lo que trae consigo una reduc

ción en la síntesis de vitaminas en el intestino (2,28). 

Debido a que las diferentes vitaminas no guardan entre 
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sí relaciones estructurales, su clasificación es prácti

camente imposible. Sin embargo, hay un hecho importante 

que las distingue, sus propiedades de solubilidad; por 

ello se dividen en dos grandes grupos: las hidrosolubles, 

que comprenden la vitamina C, las vitaminas del grupo B, 

el inositol y la biotina, y las vitaminas liposolubles, 

A, D, E y K (13). 

Las principales características y propiedades de las vi

taminas liposolubles se presentan en la Tabla No. 1 (2, 

22,23,24). 

Para seleccionar los alimentos que proporcionan vitaminas 

en la dieta deben tomarse en cuenta las siguientes carac

terísticas: 

1) Utilizar fuentes comunes de alimentos en lugar de sus 

concentrados bajo circunstancias normales. 

2) Determinar la frecuencia con que debe incluirse cierto 

alimento en la dieta. 

3) Determinar los requerimientos diarios del alimento. 

4) Comprender los efectos que el procesamiento y la pre

paración de los alimentos tienen sobre la retención de 

vitaminas. 

5) Considerar los factores económicos como disponibili

dad y costo (19). 
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Nür·1BRE 

VITAMINA A 

TABLA No. 1 

Principales características y propiedades 
de las vitaminas liposolubles. 

CO~lPOSICION 

9,13-dimetil-7-(1,1,5-trimetil-
6-ciclohexen-5-il)- 7,9,11,13-
nonatetraen-15-ol. 

Configuración Trans 

H 

PROPIEDADES 

l. Formas químicas: retinol (alcohol), 
retinal (aldehido), ácido retinóico 
(ácido), esterificado con ácido pal
mítico. 
2. En forma pura: cristales amarillo 
el aro. 
3. Punto de fusión: 63-64°C. 
4. Absorción máxima a 325-328 nm. 
5. Soluble en grasas, insoluble en 
agua. 
6. La descomposición se acelera au
mentando la temperatura y catalizan 
do con iones minerales. Es sensible 
a la luz, al oxígeno, a la luz ul
travioleta y a agentes oxidantes. 
7. Relativamente estable en ausencia 
de aire al calor y a pH alcalinos 
y ácidos. 
8. Los antioxidantes de los alimen
tos, como el BHA, BHT y la vitamina 
E, aumentan la estabilidad de esta 
vitamina. 
9. Precursores: a y ,{3-carotenos. 
10. 1U.I.=0.6~g de Vitamina A de 
configuración trans. 



TABLA No. l. Continuación 

VITAMINA 02 

(Ergocalci ferol) 

VITAMINA 03 

(Colecalciferol) 

3 ( ~ )-hidroxi-9, 10-seco-6 
( 

11 ci s 11
) -6,7 -seco-trans-ergosta-

5,7,10 (19) 22-tetraeno. 

( c2BH44°) · 

~H3 ~H3 .,CH3 
R=-CHCH=CHCHCH 

'eH 3 

3( ~ )-hidroxi-9,10-seco-6 
( 

11 Ci s 11
) -6,7 -seco-trans -co 1 esta-

5,7,10 (19)-trieno. 

(C27H440). 

TH3 /CH3 
R=~CHCH 2 CH2CH 2cH, 

CH 3 

l. Estables a tratamientos térmicos. 
2. Se oxidan en presencia de oxígeno 
y luz. 
3. Precursores de las vitaminas o2 y 03: ergosterol y 7-dehidrocoles-
terol, respectivamente. 
4. 1 U.I.= 0.025~g de vitaminas o2 y 03 cristalinas puras. 



TABLA No. l. Continuación. 

VITAtuNA E 

(a-tocoferol) 
H 

VITAMINA K1 

VITAMINA K2 

5,7,8-trimetiltocol. 

2-metil-3-fitil-1,4-naftoquinona. 

2-metil-3-difarnesil-1,4-nafto
quinona. _ 

R- Cl5H26' C30H50' C50H66' 

c45H74' c55H97· 0 «r:H3 
o 

l. Aceites viscosos a temperatura 
ambiente. 
2. Color amarillo claro. 
3. Punto de fusión del a-tocoferol: 
2.5-3.5 °C. 
4. Soluble en solventes para . lí~idos, 
insoluble en agua. 
5. Sensibles a los rayos ultravio
leta, se oscurecen con la luz. 
6. Estables a temperaturas elevadas, 
a ácidos y a álcalis en ausencia de 
aire. 
7. Son oxidados lentamente por el 
oxígeno atmosférico. 
8. 1 U. I. = 1 mg de acetato de a
tocoferol. 

l. Se disuelven en solventes orgánicos 
(éter, éter de petróleo, benceno, hexa
no, acetona), insoluble en agua, par
cialmente soluble en metanol o etanol. 
2. Inestables al oxígeno y a la luz. 
3. Estables al calor. 
4. Punto de fusión: K1=-20°C, K2=54.5°C. 
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La Tabla No. 2 muestra los requerimientos dietéticos dia

rios aconsejables de las vitaminas liposolubles (19). 

Todos los alimentos satisfacen las necesidades energéti

cas del cuerpo proporcionando los nutrientes necesarios 

para la estructuración de los tejidos y las funciones 

reguladoras. Ningún alimento individual llena todas es

tas necesidades. Aún un alimento como la leche, que en 

general se considera el más perfecto, no contiene todos 

los constituyentes alimenticios en cantidades óptimas. 

La leche es una excelente fuente de nutrientes: está com

puesta principalmente de un 80-90% de agua, en la cual se 

encuentran disueltas o en suspensión las proteínas, la 

lactosa (el azúcar de la leche), los minerales (calcio, 

hierro y fósforo) y las vitaminas hidrosolubles. Entre 

los lípidos de la leche podemos encontrar los triglicé

ridos, los fosfolípidos, los esteroles, varios pigmentos 

y las vitaminas A, D, E y K, así como otras sustancias 

en concentraciones muy bajas (2,9,17,19). 

Debido a su contribución para mejorar el bienestar y la 

salud de la población en general, es necesario determi

nar las vitaminas liposolubles en la leche. Como no exis

te una buena fuente de vitamina . D en la alimentación ha

bitual del hombre, se puede enriquecer la leche de las 
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siguientes maneras: 

1) Administración de ciertos alimentos irradiados a las 

vacas, ejemplo: levadura de cerveza. 

2) Adición de vitaminas sintéticas, o2 o 03, a la leche. 

3) Irradiación de la leche con rayos ultravioleta {1,2). 

Entre las razones por las cuales la leche se considera 

como un alimento adecuado e importante en nuestra alimen

tación, están: 

l. Su sabor. 

2. Su alta digestibilidad. 

3. Es un alimento bien balanceado para los niños en cre

cimiento ya que su sistema digestivo la tolera adecuada

mente. Además, la leche homogeneizada y enriquecida con 

la vitamina O está especialmente adaptada para la alimen

tación infantil. 

4. Es un alimento excelente para los adultos ya que es 

una fuente rica en proteínas; proporciona minerales nece

sarios, suministra un azúcar de fácil digestión y la gra

sa como fuente de energía. 

5. La leche y sus derivados son indispensables para las 

personas de edad avanzada como fuente de proteínas y mi

nerales, especialmente de calcio; mineral muy importante 

para mantener el vigor de los huesos\ 
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6. Su bajo costo. 

7. No requiere preparación para usarse en el hogar. 

8. No contiene desperdicios. 

9. Es un alimento para muchos usos, como bebida, en so

pas, escalopas, caldos, salsas, postres, desayunos de ce

reales, y en general, para muchos propósitos culinarios. 

10. La importancia alimenticia de la leche reside prin

cipalmente en las proteínas, el calcio y las vitaminas 

A, B1 y s 2 {1,9). 

El contenido de vitaminas de la leche experimenta gran

des variaciones en relación con los alimentos y compor

tamiento de la res; si pastan y comen verde, es elevado, 

reduciéndose por efecto de los piensos secos y la esta

bulación. Como promedio, la vitamina A abunda, las vita

minas B1 y B2 están en pequeña cantidad; la vitamina C 

está contenida en gran cantidad, sobre todo si la res co

me verde, y la vitamina D es escasa en reses estabuladas 

y sometidas a piensos secos, aumentando algo su contenido 

si las reses pastan, por la influencia desarrollada por 

las radiaciones solares (20). 

La vitamina A es esencial para el crecimiento y para el 

mantenimiento de las capas superficiales de la piel en 

una condición saludable; su deficiencia origina una en-
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TABLA No. 2 

Requerimientos diarios de vitaminas liposolubles. 

EDAD VITAMINA A VITAMINA VITA~1INA E 

(años) Actividad o Actividad 
u. I. u. I. u. I. 

Infantes o - 1 1500 400 5 

Niños 1 - 10 2000 - 3500 400 10 - 15 

10 - 22 4500 - 5000 400 20 - 30 
Hombres 

22 - 75+ 5000 30 

10 - 22 4500 - 5000 400 20 - 25 
Mujeres 

22 - 75+ 5000 -- 25 

Embarazo -- 6000 400 30 

Lactancia -- 8000 400 30 



fermedad ocular denominada xerolftalmía y ceguera noc

turna (3,9). 

La vitamina D de la leche natural es escasa, por lo que 

es necesario fortalecer este alimento con dicha vitamina. 

La vitamina D ayuda a la utilización del calcio y del fós

foro, jugando así un papel vital en la formación y mante

nimiento de los huesos (9,17). 

La tiamina o vitamina B1 es una vitamina hidrosoluble e

sencial para el crecimiento. Impide la enfermedad nervio

sa conocida como beriberi y es parte integral de un sis

tema enzimático relacionado con el metabolismo de los hi

dratos de carbono (8). 

La riboflavina (vitamina B2) es una vitamina hidrosoluble 

esencial para el crecimien~. Esta vitamina está relacio

nada primariamente con la oxidación de los elementos nu

tritivos energéticos en las células (9,17). 

La niacina es uno de los factores que impide la enferme

dad conocida como pelagra. También participa en algunas 

reacciones enzimáticas de óxido-reducción relacionadas 

con el metabolismo. La leche la contiene en poca canti-

dad (1,9). 
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Por último, la vitamina C (Acido ascórbico) es la vitami

na necesaria para evitar o tratar la enfermedad llamada 

escorbuto, que en sus etapas avanzadas hace al individuo 

muy susceptible a contraer infecciones (2). 

Por otra parte, dada su composición, la leche no sólo es 

un excelente alimento para el hombre, sino también un cal

do de cultivo ideal para bacterias y otros microorganis

mos, por lo que es necesario asegurarse de que la leche 

vendida para el consumo de los seres humanos sea un pro

ducto que conserve su calidad. Esto ha llevado a desarro

llar un sistema estricto de control en el manejo y el pro

cesamiento de la leche, que destruye a todos los microorga

nismos patógenos y reduzca la presencia de otros. El me

dio más eficaz para destruir las bacterias de la leche se 

basa en el principio de la pasteurización (17). 

La pasteurización puede ser de dos formas: 

A) La pasteurización baja que comprende las operaciones 

de filtración, calentamiento (de 62.8-65.6°C por 30 mi

nutos), enfriamiento por debajo de los l0°C (de preferen

cia a 6°C) y envasado a prueba de contaminaciones ulte

riores. 

B) La pasteurización alta y rápida (72°C durante 15 se

gundos) es la más utilizada, y ha sustituido a la anti-
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gua, en la cual la leche se calentaba a unos 85oe duran

te un tiempo variable en aparatos abiertos (1,17,20). 

En las leches transportadas a larga distancia se practi

ca frecuentemente una doble pasteurización, la primera 

en el centro donde se realiza la recolección de la leche, 

y la segunda a su llegada a la central lechera (1). 

La pasteurización no altera el sabor de la leche, siempre 

que se conserve en lugar fresco. Los efectos sobre el va

lor nutritivo no son significativos debido a que los nu

trientes más importantes (proteínas, grasas, hidratos de 

carbono, minerales y la mayor parte de las vitaminas) no 

se ven afectados. Las únicas pérdidas apreciables son un 

10% de tiamina y vitamina s12 y cerca de la mitad de la 

concentración de la vitamina e presente originalmente; 

las vitaminas A y D se pierden en cantidad mínima. La vi

tamina s12 es en sí misma estable frente al calor y por 

lo tanto soporta el proceso de pasteurización, sin embar

go, se presentan pérdidas por interacción con los produc

tos formados en la destrucción de la vitamina e (17,20). 

Después de la pasteurización se analiza la leche para de

terminar su calidad. Una leche de alta calidad debe poseer 

las siguientes características: 
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l. Libre de todo microorganismo patógeno. 

2. Una cuenta baja de microorganismos totales. 

3. Libre de sedimientos y materias extrañas. 

4. De un ligero sabor dulce y un gusto y aroma suaves, 

libre de olores extraños. 

5. Que cumpla con los requisitos estatales y/o federales 

en cuanto al contenido ·mínimo de grasa, sólidos no gra

sos y total de sólidos (9). 

La leche fresca sólo se conserva durante pocas horas a 

menos que se refrigere; la leche pasteurizada se conser

va durante varios días, pero debe mantenerse en lugar 

fresco (7). 

Para determinar la . calidad de la leche se pueden reali

zar las siguientes pruebas: 

a) Pruebas organolépticas. 

b) Pruebas bacteriológicas. 

e) Pruebas fisicoquímicas (9). 

Entre las pruebas fisicoquímicas que se practican a la 

leche están la determinación de la densidad, el peso es

pecífico, la acidez, el punto crioscópico, el índice de 

refracción, la cremometría, la estabilidad de sus proteí

nas, el cálculo del extracto seco, la determinación de 

- 15 -



grasa, la digestibilidad y el analisis de vitaminas (19). 

Algunas vitaminas pueden ser estimadas biológicamente, sin 

embargo este método de análisis es poco preciso, costoso 

y requiere mucho tiempo para su realización. También se 

han venido utilizando los métodos fisicoquímicos como co

lorimetría y espectrometría, en los cuales las vitaminas 

deben ser extraídas y después purificadas para eliminar 

sustancias que interfieran con el análisis. Algunos méto

dos de purificación se llevan a cabo por cromatografía en 

columna (adsorción, partición, intercambio iónico), en 

papel y electroforesis (26). 

Hasta la fecha se han venido haciendo ensayos en alimen

tos para desarrollar métodos rápidos de análisis de las 

vitaminas. Un método de análisis es el espectrofotométri

co, el cual mide la absorción máxima de la luz ultravio

leta por las vitaminas; por ejemplo, para el alcohol pu

ro de la vitamina A todo-trans es de 325 nm, y para la 

vitamina Des de 265 nm (23,27). 

La vitamina A, en particular, puede determinarse por va

rios métodos fisicoquímicos como son: espectroscopia de 

luz ultravioleta, infrarrojay de resonancia magnética 
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nuclear, fluorescencia, cromatografía en capa fina, cro

matografía en papel y destilaci6n (22,27). 

La .vitamina O se puede analizar por espectroscopia infra

rroja para diferenciar el ergocalciferol del colecalcife

rol. Para el análisis fotométrico de la vitamina O se pue

de aplicar principalmente el método químico del tricloru

ro de antimonio; aunque se pueden presentar interferen

cias con otras sustancias presentes en la mezcla, las cua

les se pueden eliminar por cromatografía de partición o 

cromatografía en capa fina (8,27). 

Para la determinación de la vitamina O en presencia de la 

vitamina A, Wilkie expuso un método en el que después de 

saponificar y extraer la muestra, se elimina la vitamina 

D por cromatografía en columna. También pueden separarse 

estas vitaminas, por cromatografía de partición y por 

cromatografía en capa fina en placas de sílica gel (23,27). 

El método más simple para determinar los tocoferoles, se 

basa en la medición espectrofotométrica del color rojo 

producido al agregar cloruro férrico y bipiridil a la so

lución de la fracción insaponificable de la muestra. En 

los productos que contienen ésteres de tocoferol, se de

be saponificar cuidadosamente antes del análisis de los 
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tocoferoles totales o individuales. La cromatografía en 

columna se puede utilizar para el análisis de estas vi

taminas utilizando como fase estacionaria la tierra de 

Fullero la alúmina. La cromatografía en papel es otro 

método que separa los tocoferoles con vitamina E activa, 

de los tocoferoles inactivos y otras sustancias. La cro

matografía en capa fina y la de papel son igualmente úti

les para la determinación de estos compuestos, pero para 

una cuantificación es más eficiente la cromatografía en 

capa fina (24,27). 

La determinación de las vitaminas liposolubles en la le

che se puede llevar a cabo por los métodos enunciados en 

la Tabla No. 3 (17,20). 

Existen varios métodos cromatográficos utilizados en la 

detección de estas vitaminas en la leche. La cromatogra

fía comprende un diverso grupo de métodos de separación 

de gran importancia ya que permiten separar, aislar e i

dentificar los componentes de mezclas que de otro modo 

serían resueltas con dificultad o no podrían resolverse. 

Son procesos basados en diferencias de velocidades por 

medio de las cuales los componentes individuales de una 

mezcla migran por un medio estacionario bajo la influen

cia de una fase móvil. Esta separación puede ser por pro-
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TABLA No. 3. Métodos para el análi s is de vitamin a s lipo s olubles en la leche. 

V IT Ar1 HU\ METODOS DE ANALISIS 

1) Espec tr®ráfico: el espectro ultravioleta de adsorción de la 

v i ta mina A tiene su máximo a una longitud de onda de 328 nm. 

A 2) Color imét:rico o espectrofotométrico: utiliza la reacción de la 

E 

vitamina A con el tricloruro de antimonio en solución cloro

fórmica. Desarrolla color azul. 

1) Calorimétrico: midiendo el color violeta desarrollado por la 

vitamina o2 con el cloruro de aluminio en alcohol absoluto. 

La presencia simultánea de vitamina A impide la determinación. 

2) Espectroscópico: estas vitaminas producen una banda de adsor

ción amarilla típica en presencia del tricloruro de antimonio 

en cloroformo. 

Espectrofotométrico, volumétrico y calorimétrico. 



cesas de adsorción, intercambio iónico, de reparto, de 

inclusión, o por una combinación de éstos (5,18,25). 

Entre los métodos cromatográficos utilizados están la cro

matografía de gases, en columnas, en papel y en capa fina 

(15,26). 

Aunque la cromatografía en papel ha sido un factor de 

gran valor en el progreso de la biología y de la química, 

el uso de celulosa como fase estacionaria es limitante, 

ya que el papel no es satisfactorio para todas las se

paraciones (por ejemplo, algunas clases de lípidos y o

tros compuestos hidrófobos). Por lo tanto, los investiga

dores buscaron alternativas para el empleo de los adsor

bentes, que les proporcionaran una utilidad análoga a la 

del papel en el método de columna de Tswett. Después de 

varios intentos, se desarroll6 y se adoptó mundialmente 

la técnica de cromatografía en capa delgada perfecciona

da posteriormente por Stahl en 1956 (5,16,29). 

En esta técnica, el adsorbente se mezcla con un agluti

nante, como yeso; se suspende en agua y se deposita sobre 

una placa de vidrio o sobre una superficie plana rígida, 

metálica o de un material plástico, por medio de un dis

positivo embadurnador apropiado. Al secarse, la suspen-
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sión queda adherida a la placa de vidrio como una capa 

delgada de adsorbente que puede variar en espesor. Esta 

capa puede utilizarse en el método cromatográfico en for

ma similar a una hoja de papel. La separación depende en 

gran parte de las propiedades adsorbentes de la capa (5, 

11,16,29). 

Por el momento, el adsorbente más utilizado en la croma-
\ 

tografía en capa fina es la gel de sílice. Al escoger un 

adsorbente, sirven de guía las características de las sus-

tancias que se desean separar, tales como acidez, basici-

dad, carácter iónico, solubilidad y posibilidad de reac

ción con la capa o con el disolvente. En general, los com

puestos lipófilos se separan sobre óxido de aluminio, gel 

de sílice, celulosa acetilada y poliamida. Cuando la gel 

de sílice no se activa por el calor, contiene agua suficien-

te para que lasseparaciones ocurran por un mecanismo de 

reparto similar al de la cromatografía en papel (5,29). 

Dependiendo del adsorbente, de su actividad y de la cla-

se de los compuestos empleados como solutos, se pueden u-

tilizar gran variedad de disolventes: los solventes puros 

de las series elutr6picas, las mezclas de disolventes y 

también los disolventes totalmente acuosos y orgánicos, 

los acuoso-orgánicos y los i6nicos (5,29). 
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Se ha observado que los tocoferoles y otras vitaminas se 

caracterizan por su comportamiento cromatográfico bajo 

condiciones experimentales claramente definidas, como por 

ejemplo, sus valores de Rf en cromatografía en papel y 

en capa fina (24). 

La cromatografía en capa delgada es un método analftico 

versátil, sensible en alto grado, de excelente nitidez, 

y rápido para separar en forma muy definida comuestos 

estructuralmente muy parecidos (5,16,18,29). 

El objetivo de este trabajo es la estandarización del mé

todo de semicuantificación de las vitaminas liposolubles 

presentes en la leche, debido a que este alimento repre

senta una fuente significativa de estos nutrientes esen

ciales para el crecimiento, el desarrollo y la buena sa

lud principalmente de los infantes en general para to-

da la población. 

1 
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M A T E R I A L E S y M E T O D O S 

En este estudio se realizó la estandarización y la deter

minación semicuantitativa de vitaminas liposolubles en le

che utilizando la técnica de Cro~atografía de Adsorción en 

Capa Fina. 

Este trabajo se realizó en el Laboratorio de Análisis Clí

nicos de la División de Ciencias Naturales y Exactas de la 

Universidad de Monterrey. 

Se analizaron un total de 40 muestras obtenidas en los di

ferentes comercios del municipio de Garza García, Nuevo 

- 23 -



León, en el transcurso de los meses de Enero a Abril de 

1983. 

A.- MATERIALES. 

Rotavapor 115 V, 50-60 CY, Buchler Instruments. 

Es un evaporador rotatorio que trabaja a presión reducida 

por medio de una bomba, y sirve para la concentración de 

soluciones. Consta de un recipiente en forma de espiral 

y un baño de agua a temperatura constante. 

Tanque de Cromatografía. 

Es un recipiente de vidrio que debe estar bien cerrado 

para impedir que los vapores del solvente ~scapen y se 

pueda llevar a cabo la saturación necesaria de los va

pores del eluente para que se efectúe la separación en 

forma correcta. 

Cromatografía Al de Silicagel 60 F 254 para cromatogra

fía de capa fina, Merck. 

Se trata de una lámina de aluminio duro, cuya superficie 

se ha activado por medio de un previo tratamiento espe-
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cial. El espesor de la lámina es de 0.1 mm lo que faci

lita su flexibilidad siendo a la vez, lo suficientemente 

rígida para no doblarse en las cámaras de desarrollo ha

bituales. Su tamaño es de 20 x 20 cm y el espesor de la 

capa del adsorbente es de 0.2 mm (14). 

Centrífuga IEC Modelo K. 

B.- METODOS. 

Prelavado de los cromatofolios. 

Se coloca en la cuba el solvente de lavado (R-1); y en 

las paredes del tanque se colocan tiras de papel filtro 

impregnadas con el solvente. Después se coloca el croma

tofolio en el tanque y se deja correr el eluente. Termi

nado el lavado, se sacan los cromatofolios y se dejan se

car a temperatura ambiente. 

Activación de los cromatofolios. 

Después del lavado, los cromatofolios se colocan en la 

estufa a ll0°C por una hora. Se dejan enfriar y se alma

cenan en el desecador. Los cromatofolios deben ser uti

lizados durante la misma semana en que se activaron. 
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Recolecc ión de la muestra. 

La muestr a de leche se toma del local de expendio, se 

transpor ta al laboratorio y se refrigera hasta que se 

lleve a cabo el análisis. 

Preparac ión de la muestra. 

Una vez que la muestra está a temperatura ambiente, y si 

consiste de un s6lo envase, debe invertirse varias veces 

con el objeto de mezclar el contenido y hacer homogénea 

la muestr a . Si hay dos o más envases, deben mezclarse an

tes de ab rirlos, y utilizar 100 ml de cada recipiente pa

ra su análisis. 

Método de Análisis. 

La dete rminación de las vitaminas liposolubles puede re

sumirse en los siguientes pasos: 

l.-Extracción. 

2.-Croma tografía. 

3.-Detecc ión e Identificación. 

l. Extra cción. 

A 100 ml de leche se le agregan 100 ml de alcohol etíli

co absol uto. Se agita, se centrifuga y se decanta la so-
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lución etanólica. Posteriormente, el precipitado se lava 

con 150 ml de cloroformo. Se evapora el extracto de clo

roformo en un · rotavapor a 40°C hasta obtener un volumen 

de 1 a 5 ml. 

2. Cromatografía en capa fina. 

Al cromatofolio activado se 'le aplica una alícuota de 

2 O p.l de 1 a s o 1 u e i 6 n e 1 o ro f 6 rm i e a de e a d a ex t r a e t o y s e 

deja secar (evaporación del solvente). Posteriormente, el 

cromatofolio con la muestra se coloca en el tanque de 

cromatografía conteniendo el eluente seleccionado (R-2). 

Una vez que el eluente se desplaza 15 cm, se saca el cro

matofolio del tanque y se deja secar a temperatura ambien-

te. 

3. Detección e Identificación. 

Los componentes de la mezcla se detectan rociando sobre· 

el cromatofolio la solución reveladora (R-3), lo que dá 

como resultado coloraciones diferentes para cada vitami-

na: 

Vitamina A: azul intenso (se extingue rápido). 

Vitamina D: amarillo naranja, pasando luego a gris. 

Vitamina E: sólo se observa hasta después de haber 

calentado a 100°C por 10 minutos; apa-

re c. i e n do e 1 a- t o e o fe ro 1 d e e o 1 o r a m a -
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rillo y el acetato de color pardo (13). 

La identificación se lleva a cabo basándose en el Rf es

pecífico de cada vitamina; y la semicuantificación se 

realiza por comparación visual tomando como referencia 

muestras de leche cruda. 

C.- REACTIVOS. 

(R-1). Eluente de lavado: Solución acuosa de acetona al 

50%. 

(R-2). Eluente de separación: Ciclohexano-éter etílico 

( 1 : 1 ) . 

(R - 3). Solución reveladora: Cloruro de antimonio (III). 

Se disuelven 20 g de cloruro de antimonio (III) en 

cloroformo hasta completar 100 ml. Conviene tratar 

previamente el cloroformo con óxido de aluminio. 

Para tal fin se mezcla un litro de cloroformo (a

proximadamente al 1% de etanol) y 100 g de óxido 

de aluminio activo básico, se deja reposar de tres 

a cuatro horas, agitando con frecuencia. luego se 

pasa por un filtro de pliegues (13). 

- 28 -



R E S U L T A D O S 

Se analizaron un total de 40 muestras correspondientes a 

cuatro marcas comerciales diferentes que se consumen en 

el área metropolitana de la Ciudad de Monterrey. Para el 

análisis semicuantitativo se tomó como patrón la leche 

cruda, la cual debe contener (Alais, 1971) 150 U.I. de 

Vitamina A y 2 U.I. de Vitamina O por 100 g de leche. 

Los resultados del análisis cualitativo se muestran en la 

Tabla No. 4, donde se puede observar que el total de mues

tras vitaminadas correspondió a 33 (82.5%), de las cuales 

3 {7.5%) contenían sólo la Vitamina A, otras tres (7.5%) 
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la Vitamina O y 27 de ellas (67.5%) presentaron ambas vi

taminas. 

Los datos anteriores son relativamente significativos, así 

como también los resultados del análisis semicuantitativo 

que se muestran en las Tablas No. 5 y 6, las cuales nos 

indican la distribución y la frecuencia de las leches vi

taminadas de acuerdo a la concentración relativa de cada 

vitamina presente. De un total de 30 muestras con Vitamina 

A, el 66.67% (20) presentó menos de 150 U.I. de la vitami

na por 100 g de leche, el 20.00% (6) una concentración 

igual a la de la leche cruda y sólo el 13.33% (4) una con

centración superior. En lo que se refiere a la Vitamina 

O presente en las muestrás de leche, el 70.00% {21) del 

total de muestras con esta vitamina (30) presentó menos 

de 2 U.I. de la vitamina por 100 g de leche y el 30.00% 

(9) una concentración igual a la leche de referencia. 

30 



• 

TABLA No. 4 

Frecuencia de muestras vitaminadas 
en relación a la(s) vitamina(s) 
presente(s). (40, total de muestras). 

No. DE PORCENTAJE 
VITAMINAS 

~1UESTRAS (%) 

A 3 7. 5 

o 3 7. 5 

A,D 27 67.5 

TOTALES 33 82.5 

• 
• 

• 



TABLA No. 5 

Distribución del número de muestras vitami
nadas en relación a la concentración rela
tiva de las vitaminas liposolubles. 

CONCENTRACION 
VITAMINAS 

MENOR IGUAL* r1AYOR 

A 20 6 .4 

D 21 9 --

*Conc~ntración de vitamina en 100 9 de leche cru
da: 
Vitamina A= 150 U.I. 
Vitamina D = 2 U.I. 

TABLA No. 6 

Frecuencia porcentual de las muestras 
vitaminadas en base a la concentración 
relativa del contenido vitamínico. 

VITAMINAS CONCENTRACION 

MENOR IGUAL* f~AYOR 

A 66.67 20.00 13.33 

D 70.00 30.00 

*Concentración de vitaminas en 100 9 de leche cru
da: 
Vitamina A= 150 U.I. 
Vitamina D = 2 U.I. 



D I S e U S I O N y e O N e L U S I O N E S 

Para la identificaci6n de las vitaminas liposolubles se 

tomaro n en cuenta los valores de Rf de soluciones están

dar, con lo que se pudo determinar la presencia de las 

Vitami nas A y D en cada una de las muestras analizadas. 

En el análisis semicuantitativo se observó, que en rela

ción a la concentración que presentaba la leche cruda, 

que se usó como estándar de referencia, hubo muestras en 

las que no se detectó ninguna concentración apreciable 

de estos compuestos y otras en las que se detectaron con

centrac iones menores y superiores. Estos datos demuestran 
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que en la mayoría de las muestras hubo una considerable 

disminución en la concentración de cada vitamina, por lo 

que en relación a ésto puede inferirse que tal reducción 

pudo deberse a que: 

1) Durante la transportación de la leche cruda de los es

tablos a las plantas pasteurizadoras se descuidó la re

frigeración, lo que trajo como consecuencia el que se o

casionaran pérdidas de las vitaminas al elevarse la tem

peratura del alimento. 

2) Durante el proceso de pasteurización las temperaturas 

elevadas originaron bajas en el contenido vitamínico, ya 

que se ha observado que por cada 8°C de aumento de la tem

peratura, la pérdida de nutrimentos se duplica (2). 

3) El envasado de la leche se realizó en recipientes de 

vidrio transparente, lo cual expone al alimento a la ac

ción de la luz y se pueden originar pérdidas; por lo cual 

se recomienda el uso de envases de cartón u otros que no 

permitan la entrada de luz. 

4) Durante el almacenamiento anterior a la distribución 

del producto, no se haya respetado el tiempo establecido 

que garantiza al consumidor la calidad del mismo. 

Por otra parte, una cantidad muy pequeña de muestras de 

leche analizada presentaron una concentración relativa

mente mayor de vitaminas que la de la leche cruda, de lo 
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cual se puede inferir, que ésto se debió tal vez, al en

riquecimiento de la leche que en ocasiones se hace momen

tos antes de pasteurizarla. 

En relación al número de muestras que contenían la mis

ma concentraci6n de estas vitaminas que la leche cruda, 

se observ6 que fue superior al número de muestras con un 

contenido vitamínico mayor, prevaleciendo una concentra

ción menor en la mayoría del total analizado. 

De lo antes expuesto, se concluye que, aunque el método 

de Cromatografía de Adsorci6n en Capa Fina para el aná

lisis y cuantificación de Vitaminas Liposolubles es uno 

de los más recomendados, no proporciona resultados con

fiables mientras no se consideren las condiciones adecua

das para llevar a cabo su realización, lo cual implicaría 

en primer lugar, el tener que trabajar en cuartos con i

luminación especial y sin corrientes de aire para que no 

se afecten las vitaminas; además de que es necesario u

tilizar material de laboratorio especial fabricado con 

vidrio opaco con sus respectivas tapaderas que protejan 

a las vitaminas de cualquier factor externo. 

Considerando lo expuesto en la bibliografía, la leche es 

un alimento que contiene gran cantidad de nutrientes, por 
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lo que la ingesti6n diaria de un litro de leche como úni

co alimento bastarfa para suplir las necesidades vitamí

nicas en los niños, pero debido a que también son indis

pensables los demás nutrientes, es necesario combinar es

te alimento con carnes, verduras y harinas para que se al

cance diariamente el aporte nutricional adecuado para su 

desarrollo y supervivencia. 

Por últimJ se recomienda a las personas que participan en 

la producci6n y manipulación de la leche, prestar aten

ción a los cuidados que deben tenerse desde la alimen

tación de la vaca y durante la ordena; así como también 

en su transportación y refrigeración antes y después de 

pasteurizarla. 
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R E S U M E N 

En este estudio se realizó la identificación y la deter

minación de la concentración relativa de las vitaminas 

liposolubles presentes en varias marcas de leche, utili

zando el método de Cromatografía de Adsorción en Capa Fi

na. 

Se utilizaron soluciones de cada una de las vitaminas pa

ra la identificación y varias muestras de leche cruda pa

ra llevar a cabo el análisis semicuantitativo. 

La mayoría de las muestras analizadas presentaron caneen-
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traciones de Vitaminas A y D inferiores a la leche de refe

rencia. 
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