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“METODO DE PRUEBA PARA LA DETERMINACION DE VITAMINA "A" EN
LECHES”

“TEST METHOD FOR DETERMINATION OF THE A VITAMIN IN MILK”

1 ALCANCE

Esta Norma tiene por objeto establecer el método de prueba para la determinacion de
vitamina "A" en leches.

2 METODO ESPECTROFOTOMETRICO
1 APARATOS Y EQUIPO

- Balanza granataria con sensibilidad de 0.1 g.

- Balanza anaélitica con sensibilidad de 0.0001 g.

- Espectrofotometro con celdas apropiadas.

- Mortero de porcelana.

- Centrifugas hasta 3000 r.p.m.

- Aparato agitador mecanico.

- Estufa con regulador de temperatura.

- Matraz Erlenmeyer de 250 ml con tap6n bihoradado.

- Matraces aforados de boca esmerilada de 25 ml y 50 ml.

- Vaso de precipitado de 250 ml.

- Matraz de boca esmerilada de 50 ml (ver 2.6.1.3).

- Tubos de centrifuga (1 cm de diametro y 12 ml de volumen, de boca
esmerilada).

- Pipetas de 2 y 5 ml (precision normal) graduadas hasta la punta.

- Jeringas de tuberculina.

- Material comun de laboratorio.

2.2 Materiales y Reactivos

Los reactivos que a continuacion se mencionan deben ser grado analitico, a menos que
se indique otra cosa; y cuando se hable de agua, ésta debe ser destilada y recién hervida.

Vitamina "A" grado farmacéutico. Cuando se disponga de vitamina "A" con titulo
conocido, éste se puede determinar por via espectrofotométrica.

Solucion de hidroxido potésico en alcohol. Se pesan 61.7 g de KOH y se colocan en un
matraz volumétrico de 100 ml y se afora al volumen con agua. Se disuelve bien y de

esta solucion se toma un ml; se le agregan 10 ml de alcohol etilico, y se filtra.

Eter de Petroleo recien destilado y con punto de ebullicion de 40-60 °C.
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Cloroformo purisimo. Se emplea el disolvente deshidratado con sulfato sddico anhidro.
Cerca de 500 ml de este disolvente mas una pequefia cantidad de carbon activado se
agitan en un frasco en el agitador mecanico durante 30 minutos; después se filtra y se
destila; se introduce en la tubuladora del matraz recolector un tubo con cloruro de
calcio, para evitar la penetracion de humedad.

1-3 dicloro-2 propanol. (GDH) activado para la determinaciéon de la vitamina A,
destilandolo con tricloruro de antimonio bajo presion reducida de 40 mm de mercurio.

2.3 Toma de la Muestra

Se toma una muestra representativa del lote de prueba, de acuerdo con la norma de
muestreo NMX-R-017 en vigor.

24 Procedimiento o Determinacion
241 Saponificacion

Se pesan con exactitud 10 g de la muestra, en un vaso, y se disuelven con 20 ml de agua
a 40-50 °C; luego se traspasa cuantitativamente a un matraz volumétrico de 50 ml; se
enfria a 20 °C y se afora a la marca con agua.

En caso de productos con mas de 2500 U.IL. por g, se pesan 5 g y se afora a 100 ml con
agua y se mezcla completamente. Se toman con pipeta 2 ml de esta solucion (agitando
bien en el momento preciso de cada toma) en cada uno de 4 tubos de centrifuga.

Se agrega a cada tubo 2 ml de la solucion alcoholica de KOH; se reemplaza el aire de
los tubos por nitrogeno, se tapan y se agitan ligeramente.

Se saponifican durante 35 minutos, colocando los tubos en Bafio Maria a 60 °C.
242 Extraccion

2.4.2.1 Primera extraccion.- Se colocan en cada tubo 2 ml de éter de petroleo y
se agitan durante 10 minutos en el agitador mecanico, luego se centrifugan por 2
minutos.

A 200 r.p.m, se extrae la parte superior (éter de petréleo mas vitamina A) con la jeringa
de tuberculina y se recoge la porcion de cada tubo en el matraz esmerilado de 50 ml,
separadamente.

2422 Segunda extraccion.- Se colocan 2 ml de éter de petrdleo en cada tubo y
se agitan durante 10 minutos; se separa la parte superior y se agrega a la primera
extraccion, correspondiente a cada tubo.

2423 Tercera Extraccion.- Se coloca un ml de éter de petroleo en cada tubo y
se agitan durante 5 minutos, luego se centrifuga por 2 minutos y se separa como se
indicé anteriormente.
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Por ultimo se calienta el matraz en Bafio Maria a + 60 °C, con el fin de eliminar el éter
de petroleo de las extracciones continuadas de cada tubo, por evaporacion bajo corriente
de nitrogeno.

243 Reaccidn colorimétrica

Se disuelve el residuo agregandole 1 ml de cloroformo purisimo, y después 4 ml de 1-3
dicloro-2 propanol.

El matraz se coloca en el Bafio Maria a 25 °C, que es la temperatura necesaria para la
reaccion. Después de 2 minutos se hace la lectura de cada tubo, empleando para ello el
espectrofotometro.

1 celda rectangular de 1 cm de paso.

Longitud de onda de 550 milimicras.

Lectura en blanco con cloroformo purisimo.

244 Curva estandar de la vitamina A

A partir de la vitamina A estandar (1 g = 100,000 U.I), se hacen las siguientes
diluciones:

a) Se pesan exactamente 50 mg y se disuelven en cloroformo, luego se afora a 50
ml en el matraz (un ml = 100 U.I).

b) Se diluyen con cloroformo puro 5 ml de la soluciéon A en un matraz volumétrico
(1ml=20U.L).

Para establecer la curva se hacen las determinaciones indicadas en la siguiente Tabla I.

TABLAI
contenido de U.I
de witamina A 2 4 ] 12 1a
ml Solucidn E 0.1 0.2 0.4 0.6 0.5
ml de clocofoimo 0.9 n.a 0.6 0.4 0.z
ml de EReactiwvo G.D.H. 4 4 4 4 4
2.5 CALCULOS Y RESULTADOS

La cantidad de vitamina A se calcula con las siguientes expresiones:
1) En caso de pesar 10 g de muestra se afora a 50 ml.

U.I vitamina A/100 g= L x 250.



2) En caso de pesar 5 g de muestra se afora a 100 ml.
U.I vitamina A/100 g= L x 1,000.
donde:

L= Lecturade U.I de vitamina A en la Tabla I.

2.6 APENDICE

2.6.1 Observaciones

2.6.1.1 Si la vitamina A grado farmaceutico no contiene 100,000 U.I/g, se debe
pesar la cantidad necesaria o diluir de manera suficiente para obtener en la solucion a)
100 U.I/ml.

2.6.1.2 Para la evaporacion de disolventes, se puede emplear también un
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evaporador rotatorio que permita hacer un calentamiento uniforme del matraz en el

Bafio Maria, y la evaporacion del disolvente al vacio.

2.6.1.3 Todo el material de vidrio usado en la determinacidén de vitamina debe

ser de bajo grado actinico.

2.6.2 Bibliografia

Analisis de Vitaminas. Métodos comprobados Rolf Strobecker, Heinz M. Henning.
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