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INTRODUCCIÓN 
Las vitaminas son un grupo de compuestos orgáni-

cos que se encuentran en pequeñas cantidades en muchos 
alimentos, las que son esenciales para lograr un creci-
miento y funcionamiento óptimo del cuerpo humano 
(1). Las funciones que desempeñan las vitaminas son 
diversas, actúan como coenzimas, antioxidantes, en la 
regulación genética y en funciones especializadas (2). 
Las vitaminas se dividen en dos grupos, hidrosolubles y 
liposolubles. Dentro de las hidrosolubles se encuentran 
las vitaminas del complejo B formado por la tiamina, 
riboflavina, niacina, piridoxina, ácido pantoténico, bio-
tina, cobalamina  y ácido fólico (3). 

La sustancia matriz de los compuestos de la familia 
de la riboflavina es la 7,8-dimetil-10(1´-ribitil) isoaloxa-
cina y a todos los derivados se les aplica el nombre de 
flavinas (figura 1) (2). Generalmente, se encuentra fos-
forilada integrando las coenzimas flavín mononucleótido 

Rev Chil Nutr Vol. 36, Nº2, Junio 2009

CUANTIFICACIÓN DE RIBOFLAVINA (VITAMINA B2)
EN PRODUCTOS LÁCTEOS POR HPLC

QUANTIFICATION OF RIBOFLAVIN (VITAMIN B2)
IN DAIRY PRODUCTS BY HPLC

Carolina Bueno-Solano (1), Olga Nydia Campas-Baypoli (1), Alan Sergio Díaz-García (2),
Elda Inés Izaguirre-Flores (2), Wilfrido Verdugo-Zamorano (2), María Isabel Estrada-Alvarado (1),

Dalia Isabel Sánchez-Machado (1), Jaime López-Cervantes (1)

(1) Programa de Doctorado en Ciencias en Biotecnología, Instituto Tecnológico de Sonora, Sonora, México.
(2) Departamento de Biotecnología y Ciencias Alimentarias, Instituto Tecnológico de Sonora, Sonora, México.

ABSTRACT
Riboflavin is a water-soluble vitamin of the B complex, and its contribution is essential for the good functioning 
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during conventional thermal processes and storage. In this paper the content of riboflavin in commercial dairy 
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y flavín adenín dinucleótido; las cuales funcionan como 
coenzimas de numerosas enzimas flavina-dependientes 
que catalizan diversos procesos de oxidación-reducción 
(4). Ambas se convierten fácilmente en riboflavina por 
la acción de las fosfatasas presentes en los alimentos y 
en el aparato digestivo. Esta vitamina es sintetizada so-
lamente por microorganismos y vegetales, los animales 
no pueden sintetizarla. La riboflavina  es esencial para 
la prevención de queilosis, dermatitis seborreica, vas-
cularización cornea, entre otras.

Debido a  las altas concentraciones de vitaminas del 
complejo B presentes en carnes y leche, estos alimentos 
son considerados como las mejores fuentes naturales 
de riboflavina en la dieta del hombre en todo el mundo 
(5). Existe una amplia gama de productos alimenticios 
obtenidos a partir de la leche, algunos de ellos implican 
el uso de la leche entera y otros sólo porciones de ésta 
separadas mediante distintas operaciones. Existen mu-
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chas razas de bovino que se destinan a la producción 
de leche en todo el mundo, sin embargo, en México 
se utilizan más comúnmente la raza Holstein Freisian 
y Jersey. Las leches disponibles en el mercado para 
consumo directo pueden ser de vida útil corta (leche 
pasteurizada, estable de 3-5 días bajo refrigeración) y 
larga (leche ultrapasteurizada, estable durante meses 
a temperatura ambiente) (6). El yogurt es un producto 
lácteo fermentado que resulta del crecimiento de las bac-
terias lácticas Streptococcus termophilus y Lactobacilus 
bulgarias en la leche, debe resultar un líquido suave y 
viscoso, o un gel suave y delicado, con sabor caracte-
rístico (7). Una dieta rica en leche y productos lácteos 
es una excelente fuente de proteínas, calcio, magnesio, 
fósforo y riboflavina (8,9). Sin embargo, una pérdida 
considerable de riboflavina ocurre cuando el alimento es 
expuesto a la luz. La fotodegradación de la riboflavina 
en productos lácteos depende de diversos factores, tales 
como, intensidad de la luz, tiempo de exposición y tipo 
de contenedor (10). 

Entre los métodos utilizados para la identificación 
y cuantificación de riboflavina en los alimentos se 
encuentran los fluorimétricos, microbiológicos y espec-
trofotométricos. Sin embargo, algunos de ellos tienen 
baja especificidad y un tiempo de análisis largo (11).  
La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) es 
una técnica ampliamente utilizada en la industria far-
macéutica para un análisis rápido de vitaminas, debido 
a su alta sensibilidad y especificidad. En comparación 

con la detección ultravioleta, la de fluorescencia es más 
rápida, selectiva y detecta cantidades más pequeñas del 
analito (12-15).  El objetivo de este trabajo fue la cuanti-
ficación de riboflavina en productos lácteos comerciales 
tales como leches para consumo directo y yogurt por 
HPLC con detección por fluorescencia. Previamente, 
la vitamina fue extraída con ácido diluido en caliente, 
seguida de una extracción enzimática y precipitación 
de las proteínas. 

MATERIAL Y MÉTODOS 
Reactivos y materiales 

El estándar de riboflavina fue obtenido de Sigma 
(St. Louis, MO, USA); metanol grado HPLC de EDM 
(Darmstadt, Germany), acetato de amonio de Merck 
(Darmstadt, Germany). Ácido acético, ácido clorhídrico, 
etanol y acetato de sodio de Fermont (Monterrey, Nuevo 
León, México). Ácido tricloroacético de Fluka, (Seel-
ze, Germany). Enzima claradiastasa de Fluka (Buchs, 
Switzerland). Todas las soluciones fueron preparadas 
con agua ultrapura purificada en un sistema NANOpure 
Diamond UV de Barnstead International (Dubuque, 
Iowa, USA).

Las soluciones preparadas fueron: ácido clorhídri-
co 0,1N; acetato de amonio 0,005M; acetato de sodio 
2,5M; enzima claradiastasa 6 % en agua. La solución 
del estándar de riboflavina (30 µg/ml) se preparó disol-
viendo 1,5 mg de riboflavina en 50 ml de ácido acético 
0,02N. El estándar se protege de la luz  y se almacena 

FIGURA 1

Estructura química de riboflavina (B2)
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en refrigeración. La solución de claradiastasa se prepara 
el mismo día de su uso. 

Muestras
Se analizaron 8 muestras de yogurt natural, 4 de 

leche pasteurizadas y 8 de leche ultrapasteurizadas. Las 
muestras provenían de distintas empresas procesadoras 
del país y fueron adquiridas en supermercados de la 
localidad (Cajeme, Sonora, México). Las descripciones 
de cada muestra se mencionan en las tablas 1 y 2, para 
el yogurt y las leches, respectivamente. Así mismo, las 

muestras se mantuvieron en refrigeración y protegidas 
de la luz hasta su uso.  

Extracción de riboflavina 
Se realizó una hidrólisis ácida y una hidrólisis en-

zimática, siguiendo el método propuesto por Sánchez-
Machado et al., (2004) (13) con algunas modificaciones. 
Específicamente, 5 g  de cada muestra se colocan en un 
frasco color ámbar, 10 ml de HCl 0,1N fueron adiciona-
dos, se mezclan y se hidroliza a 100 °C por 30 min. Se  
enfría a temperatura ambiente y el pH se ajusta a 4,3-4,7 

Tabla  1

Descripción de las muestras de yogurt natural seleccionadas

	 Muestra	 Descripción 

	 1	 Yogurt natural líquido para beber 
	 2	 Yogurt natural fortificado con vitaminas y minerales 
	 3	 Yogurt natural cremoso 
	 4	 Yogurt sin grasa natural con antioxidantes 
	 5	 Yogurt natural cremoso light
	 6	 Yogurt natural sin grasa endulzado con edulcorantes.  
	 7	 Bebida láctea fermentada sabor natural con Lactobacilos vitakasei 
	 8	 Yogurt natural sin grasa fortificado con vitaminas

Tabla 2

Descripción  de las muestras de leche ultrapasteurizada y pasteurizada seleccionadas

	 Muestra	 Descripción 

	 Ultrapasteurizada 
	 1	 Fortificada con extracalcio
	 2	 Semidescremada 
	 3	 Light 
	 4	 Entera 
	 5	 Deslactosada 
	 6	 Entera
	 7	 Light 
	 8	 Entera con omega 3 
	 Pasteurizada 
	 1	 Light 
	 2	 Entera 
	 3	 Deslactosada 
	 4	 Semidescremada

Bueno c. y cols.
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con acetato de sodio 2,5M. Posteriormente, se le adiciona 
1,25 ml de enzima claradiastasa 6%, se incuba en un 
horno eléctrico a 50 °C por 3 horas. Después se  adiciona 
1 g de ácido tricloroacético al 100 % y se sonifica por 20 
min, se filtra al vacío a través de papel Whatman No, 41 
(Maidstone, England). El filtrado se diluye a 25 ml con 
agua ultrapura. La solución resultante fue filtrada con 
una membrana de poro 0,45 µm y se inyecta en el equipo 
HPLC.  El contenido de riboflavina en las muestras fue 
expresado en base seca. 

Equipo y condiciones cromatográficas 
El sistema HPLC (VARIAN, Melbourne, Victoria, 

Australia) está equipado con; autoinjector 410, desgasifi-
cador  (Metachem), bomba 230, detector de fluorescencia 
363 y un sistema controlador de datos Galaxie Worksta-
tion. El análisis cromatográfico se realizó utilizando una 
columna analítica (150 mm x 4,6 mm, 5 μm) Chromsep 
SS C18 con un guarda columnas SS 10 x 3 mm  (Varian, 
Melbourne, Victoria, Australia). Las condiciones del 
análisis cromatográfico fueron las siguientes: la fase mó-
vil fue una mezcla de acetato de amonio 0,005M-metanol 
(72:28 v/v); velocidad de flujo 1,0 ml/min; temperatura 
de columna de 28°C. La detección por fluorescencia se 
realizó a λex= 450 nm y λem= 525 nm, y el tiempo total 
de análisis fue de 12 min. 

La identificación de la riboflavina en las muestras 
se llevó a cabo comparando los tiempos de retención del 
pico del estándar y con el de la muestra. Para la determi-
nación del tiempo de retención del estándar se inyectó 
una concentración conocida por triplicado. Otro factor 
que permite confirmar la presencia de la riboflavina es la 
longitud de onda utilizada, tanto de excitación como de 
emisión, ya que son específicas para la riboflavina.  La 
identificación con un detector de fluorescencia es más 
sensible y selectiva que con un detector UV-Vis, la cual 
puede presentar interferencias. 

Resultados y discusión 
Para cuantificar el contenido de riboflavina en las 

muestras se generó una curva de calibración en base a 
una concentración conocida de riboflavina (30 µg/ml), a 
partir de esta se prepararon ocho concentraciones cono-
cidas, seleccionadas en base al contenido de riboflavina 
presente en las muestras. La curva es lineal en el rango 
de 0,012 y 0,6 µg B2/ml, y suministrando una ecuación 
de la recta (y = 2497x + 3,879) con un coeficiente de 
correlación apropiado (r2 = 1). La variable independiente 
(x) es la concentración y la variable dependiente (y) es 
el área del pico del cromatograma. En la figura 2 (A, B 
y C) se muestran los cromatogramas del estándar, yogurt 
y leche ultrapasteurizada, respectivamente.  

FIGURA 2

Cromatograma de la riboflavina en, (A) estándar, (B) yogurt y (C) leche ultrapasteurizada
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La humedad es un importante indicador de eficiencia 
y calidad de producto, debido a que entre menos hume-
dad tenga el producto  su vida de anaquel será más larga 
(16). El contenido de humedad en el yogurt natural se 
encuentra en un rango de 75,69 – 88,41 (g/100 g BH). 
Estos valores del contenido de humedad son similares 
(85.7 g/100 g BS) a los reportados en yogurt natural (3).  
El contenido de humedad en las muestras de leche ultra-
pasteurizada esta en un rango de 87,29 a 90,54 (g/100 
g BH), mientras que en la  pasteurizada es de 88,99 a 
91,02 (g/100 g BH).   

En la tabla 3, se presentan los valores encontrados 
de riboflavina en las diferentes muestras de yogurt co-
mercial. El contenido de riboflavina en el yogurt natural 
comercial se encuentra en el rango de 0,289 a 3,078 µg/g 
BS. Diversos autores han reportado contenidos similares 
de riboflavina en yogurt natural (2,05 µg/g BS) (17), yo-
gurt aromatizado (3 µg/g BS) (18), así como yogurt con 
frutas (2 µg/g BS) (19). Mientras que nuestros resultados 
difieren de los logrados por otros autores para el yogurt 
natural elaborado con leche semidescremada (14.3 µg/g 
BS) y el yogurt elaborado con leche descremada (15.5 

Tabla 3

Concentración de riboflavina en de yogurt comercial

	 Muestra	 Concentración (µg/g BS)

	 1	 0,29
	 2	 0,52
	 3	 0,38
	 4	 2,75
	 5	 1,54
	 6	 3,08
	 7	 1,39
	 8	 2,20

Tabla 4

Concentración de riboflavina en leche ultrapasteurizada y pasteurizada

	 Muestra	 Concentración  (µg/g BS)

	 Leche ultrapasteurizada 
	 1	 12,81
	 2	 11,64
	 3	 13,64
	 4	 0,61
	 5	 11,68
	 6	 12,07
	 7	 13,52
	 8	 11,94
	 Leche pasteurizada 
	 1	 15,41
	 2	 11,72
	 3	 14,57
	 4	 13,14

Bueno c. y cols.
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µg/g BS) (20). 
En la tabla 4, se muestra el contenido de riboflavina 

en las muestras de leche ultrapasteurizada y pasteurizada. 
En los análisis realizados a las muestras de leche ultra-
pasteurizada  la mayor concentración de riboflavina fue 
de 13,64 μg/g BS y la menor de 0,61 μg/g BS. En las 
muestras de leche pasteurizada el contenido de ribofla-
vina encontrada esta en un rango de 11,73 a 15,41 μg/g 
BS. En otras investigaciones donde se identificaron y 
cuantificaron a las vitaminas del complejo B en leche, en-
contrando un contenido de riboflavina de 1,42 μg/g BS, 
valor que está por debajo de la mayoría de las muestras 
analizadas en esta investigación (21). Por otra parte, se 
ha reportado el contenido de riboflavina en leche entera 
(1,61 μg/g BS) y desnatada (1,71 μg/g BS), los cuales 
están notablemente por debajo de los obtenidos en esta 
investigación. Igualmente, se determinó por HPLC con 
detección ultravioleta visible la concentración de ribofla-
vina en leche, encontrando de 1,16 a 1,31 μg/g BS (22). 
Otros autores, han cuantificado vitaminas hidrosolubles 
en leche en formulas infantiles utilizando biosensores 
(23), reportando 11,8 μg/g BS de riboflavina, valor que 
es similar a los obtenidos en esta investigación. La dife-
rencia que se presenta en las concentración de riboflavina 
en la muestras puede deberse al tipo leche analizada, ya 
que algunas de ellas están adicionadas con vitaminas, 
otras son light, deslactosadas, semidescremadas o enteras. 
También el contenido de riboflavina se ve influenciado 
por las razas de vacas utilizadas para la obtención de la 
leche. La riboflavina es estable a los procesos térmicos, 
tal es el caso, de la pasteurización, evaporación o conden-
sación, sin embargo, pueden ocurrir ligeras variaciones 
en el contenido de esta vitamina (5). La exposición a la 
luz, especialmente a longitudes de onda por debajo de los 
500 nm, puede destruir la riboflavina, así como también 
la presencia de oxígeno (24,25). El material de empaque 
influye en el contenido de riboflavina, ya que éste  protege 
a la leche de la luz. Ambos, la luz y el oxígeno, pueden 
provocar la decoloración, formación o pérdida de sabor, 
así como también la pérdida de nutriente. Considerando 
que la leche de vaca recién ordeñada contiene 16.35 µg 
B2/g BS  y la leche pasteurizada 13.71 µg B2/g BS se ten-
dría una pérdida de riboflavina durante su procesamiento 
del 16 %, por su parte la leche ultrapasteurizada con un 
contenido de 12.41 µg B2/g BS  tendría una degradación 
del 24 %. Así mismo, los valores reportados en este tra-
bajo para yogurt y leches procesadas son comparables 
con aquellos reportados en otros productos que componen 
la dieta tradicional, tal es el caso de sardinas enlatadas 
(6.25 µg/g BS), pan blanco (5.07 µg/g BS), huevo (12 
µg/g BS), pero difieren para la carne de vaca (48.12 
µg/g BS) (20). 

 Los requerimientos de riboflavina establecidos  son 
0,4 mg/día para niños de 7 a 12 meses de edad y de 1,3 
mg/día para adultos, en base a los resultados obtenidos 
en esta investigación un niño de 7 a 12 meses tendría que 
ingerir aproximadamente 300 ml de leche pasteurizada 
al día para cumplir con los requerimientos (26).  

CONCLUSIONES
Las leches para consumo directo (pasteurizada o 

ultrapasteurizada)  y el yogurt natural son alimentos ricos 
en riboflavina por lo que su consumo moderado permite 
satisfacer los requerimientos diarios tanto para niños 
como para adultos. El método HPLC utilizado permite 
el análisis rápido y preciso de la riboflavina. 

RESUMEN
La riboflavina (B2) es una vitamina hidrosoluble del 

complejo B, cuyo aporte nutricional es imprescindible 
para el buen funcionamiento del organismo. La leche es 
una de las principales fuentes de riboflavina en la dieta 
humana, sin embargo, en la mayoría de los alimentos se 
degrada durante los procesos térmicos convencionales 
y en el almacenamiento. En el presente trabajo se deter-
minó el contenido de riboflavina en productos lácteos 
comerciales, leches para consumo directo y yogurt, por 
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) con de-
tección por fluorescencia. La preparación de la muestra 
incluye una hidrólisis ácida (HCl 0.1N), seguida por una 
digestión enzimática, y por último, la precipitación de 
proteínas (TCA 100 %). En el análisis cromatográfico se 
utilizó un sistema isocrático (acetato de amonio 5 mM- 
metanol, 72:28 v/v).  El contenido de riboflavina de las 
muestras de yogurt estuvo en el rango de 0,289 – 3,078 
µg/g BS, mientras que en la leche ultrapasteurizada y 
pasteurizada de  0,61-13,64 μg/g BS  y 11,73-15,41 μg/ 
g BS, respectivamente. Las leches para consumo directo 
y el yogurt comercial son fuentes de riboflavina, y su 
consumo regular puede ayudar a satisfacer los requeri-
mientos diarios. 

Palabras clave: Riboflavina; HPLC; yogurt; leche. 
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