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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar y validar un método analitico para la
determinacion de la vitamina A en aceites comestibles por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC) desarrollado en el Instituto Boliviano de Metrologia - IBMETRO. Para el
proceso de validacion del método, se desarrolld el analisis de los siguientes pardmetros de
desempefio: precision (en términos de repetibilidad (Sr = 0,0393) y precision intermedia (Sw =
0,2029)), sesgo (%b = —0,17), linealidad (para el que se cumplié que el sesgo o desvio de
linealidad < Error permitido), rango de trabajo (1 Ul/g a 20 Ul/g), limite de deteccion (LD = 0,0105
Ul/g), limite de cuantificacion (LC = 0,0210 Ul/g), robustez (para el cual se cumplio la condicion
tm < tcri) € incertidumbre de la medicién (Uz = 0,7057 %), para el cual se identifico las fuentes
posibles de incertidumbre, las cuales estaban relacionadas con algunos de los parametros de
desempefio mencionados previamente, estos fueron: repetibilidad, reproducibilidad intermedia,
sesgo Y otras fuentes del laboratorio que esta relacionado a la vez con el proceso de medicion. El
método desarrollado para la cuantificacion de vitamina A por HPLC fue éptimo en términos del
parametro de desempefio del sesgo, haciendo una comparacion entre los datos tedricos y los
resultados experimentales de un aceite con contenido de vitamina A conocido. Al analizar los
extractos de las muestras de aceite vegetal de soya y mezcla de soya-girasol, se reportaron los
valores junto con la incertidumbre de medicion calculada, obteniéndose un valor de 62,34 + 1,13
para el aceite de soya, y un valor de 64,24 + 1,10, para un factor de cobertura de k = 2,23. Para el
aceite de mezcal soya-girasol. Segun la Norma Boliviana para los aceites comestibles de soya y
mezcla de soya-girasol NB 161:2016 y NB 685:2016 respectivamente, el contenido de vitamina A
debe encontrarse en un rango de 60 a 65 [Ul/g], los resultados obtenidos nos indican que tanto el
aceite de soya como el aceite de mezcla soya-girasol, estan dentro de los limites establecidos segun

las Normas Bolivianas mencionadas.

Palabras clave: validacion, HPLC, cuantificacion de vitamina A.



CAPITULO |

1. Introduccion

Actualmente, el anélisis de alimentos en el campo de la investigacion quimica
es muy importante, debido a la necesidad del conocimiento sobre las propiedades y
beneficios de los productos alimenticios, ademas de que estos sean seguros y
saludables. Aunque inicialmente hubo mayor interés en el andlisis de la presencia
de aditivos, toxinas, contaminantes o residuos en los alimentos, los estudios estan
siendo encaminados al andlisis de la composicion de los constituyentes elementales
de los alimentos, como azucares, lipidos, vitaminas, entre otros, debido a la
importancia que tienen en la nutricién. Por ello, determinar el contenido de vitaminas no
solo es de importancia para el control de calidad empresarial, sino también para los
consumidores, quienes adoptan una postura mas exigente respecto a los beneficios de

los alimentos que consumen.

Esta necesidad de los consumidores por mejorar su alimentacién y conocer los
nutrientes que tienen los alimentos que se consumen, conduce a la busqueda de técnicas

analiticas mas precisas y eficientes para cuantificar estos nutrientes, entre ellos vitaminas.

Las vitaminas son un grupo de sustancias organicas, caracterizadas por ser
moléculas grandes con grupos alifaticos lineales o ciclicos en algunos casos aromaticos.
Son compuestos heterogéneos imprescindibles para la vida, que al ingerirlos de forma
equilibrada y en dosis esenciales promueven el correcto funcionamiento metabolico. Se

dividen en dos grupos, vitaminas liposolubles y vitaminas hidrosolubles.

Hoy en dia, el anélisis de vitaminas en alimentos se convirtido en un estudio
rutinario  usando diferentes ensayos como colorimetria, fluorometria, ensayos
bioldgicos, ensayo inmunoenzimatico, voltamperometria, potenciometria, cromatografia
de gases, cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con diferentes sistemas de

deteccién. Desde mediados de los afios 70 el método escogido para el analisis de



vitaminas en alimentos es HPLC (Palacios Sanchez, 2013), debido a que esta técnica
no necesita derivatizacion de la muestra, no es una técnica destructiva y la deteccion
es selectiva. Considerando que la vitamina A es sensible a la luz y el oxigeno, el tiempo
es vital para su analisis, entonces el método de HPLC presenta ventajas al momento
de agilizar el proceso de analisis gracias a su modulo de inyeccion automatico, también
cuenta con la ventaja de tener un modulo de bomba cuaternaria con lo cual se evita la
necesidad de tener que cambiar o preparar disolventes ademas de que se puede incluir
gradientes, ahorrandonos tiempo, haciendo que la vitamina se mantenga tan estable como

sea posible.

En los ultimos afios se han desarrollado diversas formas de emplear la
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) para el analisis de vitaminas en
alimentos, pero se hace necesario que cada laboratorio busque mejorar las condiciones
de estos analisis, ademas, de lograr buenos resultados con los equipos y materiales con
los que cuenten. El interés por mejorar estos analisis y ademas validar los métodos que
se lleven a cabo es asegurar que se produzcan resultados validos y coherentes con el

objetivo previsto.

Entre los muchos requisitos que deben cumplir los aceites vegetales
comestibles en Bolivia, se encuentra el contenido de vitamina A, que gracias al Decreto
Supremo N° 28094, de 27 de abril de 2005, es que se dio inicio al proceso de fortificacion
de los aceites vegetales comestibles con vitamina A, y segun la Norma Boliviana NB
161:2016, se tiene los requisitos que debe cumplir el aceite comestible de soya en cuanto
a su contenido de vitamina A se refiere, y segin la Norma Boliviana NB 685:2016,
se establece los requisitos que debe cumplir el aceite comestible de mezcla de soya y
girasol en cuanto al contenido de vitamina A, y en ambos casos se indica que el rango en
contenido de vitamina A debe encontrarse entre 6000 a 6500 [U1/100 g].

Existen normas bolivianas para la cuantificacion de vitamina A por HPLC, estas
son las normas bolivianas NB 34044:2005 Aceites y grasas - Determinacion de
vitamina A en aceites comestibles y alimentos - Método por cromatografia liquida de alta



resolucion, que establece el método para determinar vitamina A y se aplica en aceites
comestibles y alimentos. Y la NB 34045:2005 Aceites y grasas - Determinacion de
vitamina A como retinol en aceites y grasas comestibles por cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC), que establece el método para determinar el contenido de vitamina
A como retinol; pero estas no se pueden implementar en el IBMETRO por no contar
con los reactivos oOxido de aluminio, hidroxido de potasio y el antioxidante BHT
(butilhidroxitolueno) segin el método de la norma NB 34045:2005, y segun los
resultados de los ensayos previos, los solventes de extraccion: hexano y éter, utilizados
segun el método de la norma NB 34044:2004 no generan buenos rendimientos de
extraccion, ello hace necesario desarrollar un método con base a los métodos descritos en

las normas mencionadas.

Este trabajo se realiza en el Instituto Boliviano de Metrologia - IBMETRO
desarrollando un método analitico para la determinacion y cuantificacion de vitamina A
en aceites comestibles que son, aceite comestible de soya y aceite comestible de mezcla
de soya y girasol, utilizando cromatografia liquida de alta eficiencia con un detector
de arreglo de diodos. Esto debido a la mision del IBMETRO de prestar el servicio a
sectores agroindustriales de la region, los cuales requieren que estos analisis sean
realizados con un alto de grado de confiabilidad y precision, pues esta informacion es
presentada a las entidades reguladoras y a los consumidores en las etiquetas de los

productos.
1.1.Problematica

El Instituto Boliviano de Metrologia requiere implementar un método cuantitativo
para la determinacion de la vitamina A por cromatografia liquida de alta eficiencia -
HPLC en aceites comestibles de soya y mezcla de soya con girasol, y hacer la respectiva
validacién del método de determinacion de vitamina A, ya que segin la Norma
Boliviana para los aceites comestibles de soya y mezcla de soya con girasol NB
161:2016 y NB 685:2016 respectivamente, el contenido de vitamina A debe encontrarse

en un rango de 6000 a 6500 [UI/100 g] y para comprobar que los aceites vegetales de



soya y mezcla de soya con girasol cumplan con las normas establecidas. Por lo que se

ve indispensable el desarrollo, validacion e implementacion de este método.

En este sentido ¢Se podra desarrollar y validar el método de cuantificacion de
vitamina A en aceites comestibles por HPLC para asi poder brindar este servicio de
analisis en el IBMETRO a las empresas o entidades que asi lo requieran, cumpliendo asi

con la normativa correspondiente?
1.2.Hipotesis

Se desarrolla y valida un método para cuantificar vitamina A por HPLC
verificando que el contenido de esta vitamina para los aceites de soya y mezcla de soya
con girasol cumple con las Normas Bolivianas NB 161:2016 y NB 685:2016

respectivamente, estableciendo el contenido de vitamina A entre 6000 a 6500 U1/100g.
1.3.Justificacion

Los aceites vegetales comestibles, son de los alimentos mas consumidos por la
mayor parte de la poblacion, segun el Ministerio de Desarrollo Productivo y Economia
Plural (2020), para el periodo 2014-2018 se tuvo una tasa de crecimiento de la venta de
aceite comestible del 64 % para el aceite de girasol, 52 % para el aceite de olivay 23 %
para el aceite de soya. Es por ello que, para contar con un producto de aceite vegetal de
calidad (con el contenido de vitamina A dentro de un rango aceptable [6000 a 6500
U1/100g] segiin Normas Bolivianas NB 161:2016 y NB 685:2016) es fundamental contar
con un método de cuantificacién adecuado y preciso para la vitamina A presente en el
producto, para que cumpla con los estandares de calidad.

Por todo lo mencionado, el presente trabajo, pretende brindar un método de
analisis de vitamina A en aceites vegetales comestibles para asi fortalecer, mejorar y
complementar los servicios que ofrece IBMETRO, contribuyendo a un adecuado control
de calidad de la produccion nacional.



1.4. Antecedentes

En el trabajo de Pérez Calderon, se buscd controlar la calidad de alimentos
infantiles instantaneos, realizando para ello la validacion de la metodologia para la
determinacion de la vitamina A por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).
Para la precision del sistema se evaluaron tres parametros: tiempo de retencion, area y
altura, hallandose una desviacién estandar relativa (RSD) méxima de 1,78%. En la
linealidad se obtuvo un coeficiente de correlacion r=0,99 y una precision con un RSD de
2,70%. La exactitud del método se evaluo en términos de recuperacion mediante la
adicién de vitamina A al alimento obteniéndose un porcentaje de recuperacion de 97,98%;
y para la sensibilidad del método se obtuvo un limite de deteccion (LOD) de 0,06 mg/g y
un limite de cuantificacién (LOQ) de 0,58 mg/g. Con los resultados obtenidos se demostro
que el método en estudio es preciso, exacto, lineal y altamente sensible para ser utilizado
en el control de calidad de alimentos infantiles instantdneos para la determinacion de
vitamina A (Pérez Calderon, 2000).

En el trabajo de Sierra y otros, se presentd resultados del desarrollo y de la
validacién de una metodologia analitica para la cuantificacion simultanea de vitamina A
palmitato, vitamina D3z y vitamina E acetato en inyectables de uso pecuario. El
procedimiento consistié en una separacién por cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE) en fase inversa empleando como fase mdvil una mezcla de acetonitrilo, metanol,
agua (45:50:2.5), una columna C18 a 45 °C y deteccién a una longitud de onda de 280
nm. Se encontrd que el método es selectivo, lineal y preciso. Estas caracteristicas junto
con su sencillez hacen que el método sea adecuado y conveniente para el objetivo
propuesto. La robustez de la metodologia fue también investigada. EI método validado se
aplico para la determinacion de las vitaminas en tres productos inyectables del mercado
colombiano con registro sanitario del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) (Sierray
otros, 2007).

En el trabajo de Lopez Casanova, se desarrollo y valido una metodologia para la

determinacion simultanea de vitaminas liposolubles (A, D y E) mediante cromatografia



liquida de alta resolucion (HPLC) acoplada a detector de arreglo de diodos (DAD) en
muestras bioldgicas (polen y pan de abeja de origen multifloral), utilizando distintos
parametros analiticos tales como limite de decision (Cca), capacidad de deteccion (Ccp),
exactitud y precision. La validacion del método cromatografico, mostré un limite de
decision (Cca) para vitamina A de 0,4 pg/g e igual cantidad para vitamina D, y para
vitamina E fue de 0,8 pg/g, mientras que la capacidad de deteccion (Ccp) fue de 1,8 pg/g
para vitamina A, de 0,6 pg/g para vitamina D, y de 7,0 pg/g para vitamina E. Se obtuvo
una precision de 3,2% para vitamina A, 2,3% para vitamina D2 y 2,8% para vitamina E.
En tanto que la exactitud presentd valores de recuperacion correspondientes a 111,6%
para vitamina A, 125,0% para vitamina D2 y 106,3% para vitamina E resultando por tanto

ser un método exacto y preciso (Lépez Casanova, 2013).

El objetivo del trabajo de Araujo y otros fue validar un método para la
determinacion de vitamina A en leche en polvo. Se utilizaron tres marcas de leche en
polvo de distribucion masiva en la ciudad de Maracaibo, estado Zulia. En el proceso de
extraccion se fijo el tiempo de calentamiento de la muestra en 40 min. El contenido de
vitamina A, se determind utilizando un equipo de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC) con una columna C18 y un detector de UV-visible. La longitud de
onda se fijo en 300 nm y el flujo de la fase mévil en 1,2 mL/min. Para la evaluacion
estadistica de los resultados se utilizo el programa SPSS version 20.0. La selectividad del
método se verificd empleando pruebas de degradacion artificial (termolisis, oxidacion y
fotolisis) que permitieron observar los productos de degradacion de la vitamina A en los
cromatogramas. Se prepararon ocho estandares de vitamina A, para elaborar una curva de
calibracién que arrojé un coeficiente de correlacion de 0,991. Para la repetibilidad del
método se obtuvo una Desviacion Estdndar Relativa (RSD) de 1,37% y para la
reproducibilidad una RSD de 1,33%. Se obtuvo un limite de deteccion (LOD) de 2,12
ppm y un limite de cuantificacion (LOQ) de 5,54 ppm. El tiempo de retencién de la
vitamina A fue de 2,4 £ 0,15 min. EI método estudiado resulto ser preciso, selectivo y
exacto. Se encontro que el contenido de vitamina A de las tres marcas de leche estudiadas



estd por debajo del valor establecido por la Norma Venezolana COVENIN 1481:2001
(Araujo, y otros, 2013).

Otro trabajo que se enfocd en el anlisis de vitaminas liposolubles A, E, y también
en vitamina hidrosoluble C por HPLC, fue el de Sanchez Reyes, en el cual se desarrolld
un método analitico para la determinacion y cuantificacion de vitamina C en jugos y
productos néctar, ademas se confirmé un método para el anélisis de vitaminas liposolubles
Ay E en productos lacteos. Se determinaron las figuras analiticas de meérito para
confirmar que los resultados obtenidos por estas técnicas fueran validos, coherentes y
confiables para las entidades reguladoras y los clientes. Ademas, se confirmo el empleo
de estos métodos para el andlisis de muestras comerciales, confirmando que no hay
diferencias significativas entre los resultados obtenidos y los reportados por el
comerciante. Para la validacion del método, la linealidad se evalud con los datos obtenidos
de la curva de calibracion donde se observaron R? > 0,999, limites de deteccion y
cuantificacion en el intervalo de 0,06-1,79 ppm y 0,19-5,96 ppm respectivamente. La
precision se evalud en términos de repetibilidad y precision intermedia de los tiempos de
retencion y las areas, obteniendo porcentajes de CV < 5%. La exactitud del método de
vitamina C se determin6 analizando un material de referencia certificado y se comprobo
la veracidad de los resultados utilizando una prueba estadistica t student, por ultimo, para
el método de vitaminas liposolubles la exactitud se evalu6é como porcentaje de

recuperacion obteniendo porcentajes en un intervalo de 86-108% (Sanchez Reyes, 2016).

En el trabajo de Martinez Rojano y otros, se tuvo como objetivo el reportar la
utilidad de un método simplificado con extraccion directa de la leche materna y deteccién
por cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa, para la cuantificacion de
retinol y a-tocoferol. Posterior a la extraccion de la leche materna, las muestras se
saponificaron con hidréxido de potasio-metanol, se extrajeron con éter de petréleo y se
secaron y reconstituyeron con etanol. Para establecer las condiciones del sistema
cromatografico se utilizaron columnas microbondapack con detector UV/visible: fase
movil metanol-agua (96:4 v/v), longitud de onda 325 nm para retinol y 290 nm para o-

tocoferol. Los parametros analiticos fueron linealidad: r? = 0,9955 (retinol), r> = 0,9808



(a-tocoferol); limites de deteccion y de cuantificacion: 1,1y 2,7 ug/dL (retinol), 0,9y 2,3
ug/dL (a-tocoferol); precision del método: desviacion estandar relativa 4,5% intradia y
4,8% entre dias (retinol) y 4,9% intradia y 4,1% entre dias (a-tocoferol); exactitud:
recuperacion = 85,8 + 7,8% para retinol y 98 = 1,9% para el a-tocoferol. EI método
permitio cuantificar la concentracion de retinol y a-tocoferol eficientemente. Una vez
validado el método, se aplicd para la cuantificacion de retinol y a-tocoferol en 100
muestras de leche materna. Los valores fueron para retinol 63,9 + 5,2 y para a-tocoferol
359 + 115 ug/dL. EI método fue selectivo, lineal, preciso, sensible y exacto, caracteristicas
que junto con su sencillez hacen de él un método conveniente para la determinacion de

retinol y a-tocoferol simultaneamente en leche materna (Martinez Rojano, y otros, 2016).



CAPITULO II

2. OBJETIVOS
1.1 Objetivo General

Desarrollary validar un método analitico para la determinacion de la vitamina A en
aceites comestibles por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) en el
Instituto Boliviano de Metrologia (IBMETRO).

1.2 Objetivos Especificos

e Desarrollar un método de analisis por HPLC para la determinacion y
cuantificacién de vitamina A en aceites vegetales comestibles.

e Validar el método desarrollado para la determinacion y cuantificacion
de vitamina A en aceites vegetales comestibles.

e Evaluar los parametros de desempefio: limite de deteccién, limite de
cuantificacién, linealidad, repetibilidad, precision intermedia, sesgo y

robustez.
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CAPITULO III

3. MARCO TEORICO

3.1.Vitaminas

Las vitaminas son un grupo de sustancias organicas de variada estructura y baja
masa molecular, sin valor energético propio, que actuan como catalizadores y son
requeridas en pequefias cantidades por el organismo humano para su normal
funcionamiento y como este solo sintetiza algunas vitaminas, estas deben ser ingeridas en
la dieta diaria 0 en suplementos multivitaminicos (Sanchez Reyes, 2016; Bravo Bravo,
2013). Son requeridos por los seres vivos en pequefias cantidades y contribuyen al
completo desarrollo de las funciones metabolicas en los organismos vivos (Sierra y otros,
2007). Se conocen 13 vitaminas esenciales en la nutricion humana y son clasificadas en
dos grupos de acuerdo a su solubilidad, las vitaminas liposolubles que estan representadas
por las vitaminas A, D, E y K y las vitaminas hidrosolubles que comprenden la vitamina

C y el grupo de las vitaminas B (Sanchez Reyes, 2016).
3.1.1. Vitaminas liposolubles.

Las vitaminas de este grupo (A, D, E y K) son solubles en disolventes organicos y
en aceites (Badui Dergal, 2006; Lopez Casanova, 2013), se almacenan en tejidos adiposos
del cuerpo y en el higado, por lo que no es necesario consumir diariamente alimentos ricos
en estas vitaminas (Sanchez Reyes, 2016). Sus estructuras contienen enlaces dobles que
las hacen sensibles a las reacciones de oxidacion; las vitaminas A y E son las méas

propensas al deterioro oxidativo.

La composicion quimica de los alimentos puede influir fuertemente en la
estabilidad de las vitaminas. Los agentes oxidantes influyen directamente en la
degradacion del &cido ascorbico, vitamina A, E y carotenoides, pudiendo afectar
indirectamente a la degradacion de otras vitaminas. Su importancia se debe a la

concentracion del agente oxidante y el potencial de oxidacion. A diferencia de los agentes
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reductores, como el &acido ascorbico e isoascOrbico que proporcionan una mayor
estabilidad a las vitaminas oxidables, debido a su accidn reductora y como secuestradores
de oxigeno y radicales libres. Debido a la posible isomerizacion de estos nutrientes
durante su analisis, existen factores que conllevan a la pérdida parcial o total de las
vitaminas, en valores extremos de pH, altas temperaturas y alto poder rédox, los que deben

ser considerados durante el desarrollo del método analitico (Lépez Casanova, 2013).

A modo de resumen, en la Tabla 1 se presentan los factores que influyen en la
estabilidad de las vitaminas, tales como: pH, oxigeno, luz y calor (Badui Dergal, 2006).

Tabla 1 Estabilidad de algunos nutrimentos

Nutrimentos Neutro Acido Alcalino Oxig_eno 0 Luz Calor Pérdidqs méximas enel
pH=7 pH<7 pH>7 aire cocimiento (%)

Vitamina A E | E | | | 40

Ac. ascorbico I E I I I I 100
Biotina E E E E E | 60
Caroteno E | E | | | 30
Colina E E E | E E 5
Cobalamina E E E | | E 10
Vitamina D E - | | | | 40
Acido félico I I E I I I 100
Inositol E E E E E | 95
Vitamina K E | | E | E 5
Niacina E E E E E E 75

Ac. pantoténico E I I E E I 50

Ac.~ p-amino o E E | E E 5
benzoico

Piridoxina (B6) E E E E | | 40
Riboflavina (B2) E E | E | | 75
Tiamina (B1) | E | | E | 80
Tocoferoles E E E | | | 55

| = Inestable; E = Estable

Fuente: (Badui Dergal, 2006)

3.1.2. Vitamina A

La vitamina A se utiliza como un nombre genérico para describir al retinol, sus
ésteres y los correspondientes isomeros (Bravo Bravo, 2013). La vitamina A pertenece al
grupo de las vitaminas liposolubles y es esencial para el organismo, ya que ayuda a la
formacion y mantenimiento de la piel, tejidos blandos y 6seos, dientes, membranas

mucosas de nariz, garganta y pulmones (Araujo, y otros, 2013). Es un alcohol primario
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poliénico isoprenoide con 5 enlaces dobles conjugados. Para la actividad bioldgica es
esencial la existencia de un anillo de 6 carbonos (ciclo-hexano), pero la introduccion de
ciertas modificaciones en el anillo producira disminucién en la actividad bioldgica. Esta
vitamina se encuentra presente solo en alimentos de origen animal, aunque en los
vegetales se encuentra en forma de [-caroteno (Sanchez Reyes, 2016). Evidencias
epidemioldgicas indican que la administracion de altas cantidades de carotenos, presentes
en vegetales verdes y amarillos, contribuye a reducir el riesgo de varios tipos de cancer.
Esto ha planteado la posibilidad de usar los B-carotenos y sus isdmeros para prevenir el
cancer, ademas de su posible utilizacion en la prevencion de enfermedades cronicas y
deficiencias de vitamina A, ya sea como suplemento puro o en los alimentos de la dieta
(M. Baracaldo & Castro de Navarro, 1998).

La vitamina A es relativamente estable al calor y la luz, pero se destruye por
oxidacion. Por esto la cantidad de vitamina A presente en los alimentos depende del
tiempo que dure el almacenado y de la forma de conservacion. En la Tabla 2, se presenta
la estructura, funcion, algunas propiedades fisicoquimicas y las fuentes primarias de esta

vitamina (Sanchez Reyes, 2016).

Tabla 2 Caracteristicas generales de la vitamina A

Vitamina A (retinol) Nombre IUPAC: 3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexenil) -nona-2
C20H300 4,6,8-tetraen-1-ol.

Productos animales: Leche, crema, mantequilla, queso, huevos, carne,
higado, aceite de higado de bacalao. Productos de origen vegetal: espinacas,

Fuentes - ” :
zanahoria, esparragos, calabaza y en frutas como la naranja, el mango y el
meldn.
H3C CH3;
RN N . -CH,OH
Estructura
CH3
Promueve el crecimiento, la reproduccion, el desarrollo fetal. Es de gran
FuNcion importancia su presencia en el ciclo visual, protege la piel y participa en la
elaboracion de enzimas en el higado y de hormonas sexuales y
suprarrenales.
Propiedades Punto ebullicion: 122,5°C, punto de fusion: 63°C, Color: amarillo, soluble
fisicoquimicas en: metanol, acetona y cloroformo.

Fuente: (Sdnchez Reyes, 2016 y Carbajal Azcona, 2013)
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La dosis de vitamina A recomendada por el CODEX es de 2500 UI/750 pg para
adultos, 3750 UI/1125 ug para madres lactantes y para nifios 1667 UI/ 500 pg. La carencia
de vitamina A trae diversas consecuencias, entre las que se destacan, inmunidad reducida,
ceguera nocturna, xeroftalmia, dafios en el tracto respiratorio y aparato digestivo,
detencion del crecimiento y desmejora en los procesos de reproduccion y lactancia
(Araujo, y otros, 2013).

3.2.Accion bioldgica de la vitamina A

En la conversion del B-caroteno en vitamina A, ocurren reacciones de oxidacion-
reduccion que primero lo transforman en retinal, después en retinol, para finalmente
almacenarse en el higado como el derivado palmitato. En teoria, la ruptura enzimatica de
los dos carbonos centrales del B-caroteno en la mucosa intestinal liberaria dos moléculas
de retinal; sin embargo, en la practica esta transformacion no se logra totalmente y sélo
se alcanza el 50% de efectividad; por esto el B-caroteno, que es la provitamina mas activa,

solo tiene un poder del 50% de la vitamina A (Badui Dergal, 2006).

Los carotenos, ademas de su papel como provitamina A, también actian como
antioxidantes y anticancerigenos en el organismo, jugando un importante papel

preventivo en algunas enfermedades degenerativas (Carbajal Azcona, 2013).

El término vitamina A se emplea genéricamente para todos los derivados de los
carotenoides y retinoides que poseen actividad bioldgica de todo trans retinol. Cada forma
de vitamina A realiza tareas especificas; por ejemplo, el retinal es activo en la vision y es
también intermediario en la conversion a acido retinoico; el acido retinoico actla
semejante a una hormona que regula la diferenciaciéon celular, el crecimiento y el

desarrollo embrionario (M. Baracaldo & Castro de Navarro, 1998).

Su actividad mas conocida es cuando interviene como 11-cis-retinal y se combina
con la proteina opsina por medio del grupo amino ¢ de la lisina, en la sintesis del pigmento
rodopsina; en el ciclo visual de los bastones, la rodopsina sufre una transformacion cis-

trans por la accion de la luz, al tiempo que se rompe en opsina y en trans-retinal, para

14



nuevamente isomerizarse y realizar un proceso ciclico (Figura 1). Por esta razon, su
deficiencia causa xeroftalmia (disminucion de la transparencia de la cornea) en los nifios

y ceguera nocturna en los adultos (Badui Dergal, 2006).

rodopsina
oscuridad luz (visién)
opsina _j
11-cis-retinal trans-retinal + opsina

S

retinal isomerasa

Figura 1 Accion bioldgica de la vitamina A. Ciclo de sintesis de la rodopsina.

Fuente: (Badui Dergal, 2006).

Las estructuras de 11-cis-retinal y trans-retinal se muestran a continuacion en la

Figura 2:
CHs,
8 10 g CH CH o]

7Sc7T9SCT eH CH; H [ H D

CHy H H |13 luz C%c/c“c/c*c/c\\‘c/c\H

CHy CHy—Cx
14‘?H (C::S H H H H

cls 3
X
H 0]
11-cis-retinal trans-retinal

Figura 2 Conversion de 11-cis-retinal a trans-retinal por accion de la luz

Fuente: (Badui Dergal, 2006).

3.3.Caracteristicas de los aceites de soya y girasol

Segun el CODEX ALIMENTARIUS, los aceites vegetales comestibles se definen
como: productos alimenticios constituidos principalmente por glicéridos de acidos grasos
obtenidos Unicamente de fuentes vegetales. Podran contener pequefias cantidades de otros
lipidos, tales como fosfatidos, de constituyentes insaponificables y de &cidos grasos libres
naturalmente presentes en la grasa o el aceite (F.A.O. & O.M.S., 2019).
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Otra definicion de los productos de aceite de soya y aceite de girasol segun el
CODEX son:

El aceite de soya (aceite de semilla de soya) se obtiene de las semillas de soya
(semillas de Glycine max (L.) Merr.) (F.A.O0. & O.M.S., 2019).

El aceite de girasol (aceite de semillas de girasol) se obtiene de las semillas de
girasol (semillas de Helianthus annuus L.) (F.A.O. & O.M.S., 2019).

Los aceites vegetales, segun la materia prima de donde se obtengan, pueden variar
en su composicién en cuanto a &cidos grasos se refiere, en la Tabla 3 se muestran la
composicion de acidos grasos que fueron determinados mediante cromatografia gas-
liquido (CGL):

Tabla 3 Gamas de composicidn de acidos grasos de aceites vegetales determinados mediante CGL de
muestras auténticas (expresadas en porcentaje del contenido total de acidos grasos)

Acidos Grasos Aceite de soya Aceite de girasol
C6:0 ND ND
C8:0 ND ND
C10:0 ND ND
C12:0 ND-0,1 ND-0,1
C14:0 ND-0,2 ND-0,2
C16:0 8,0-13,5 5,0-7,6
Ci16:1 ND-0,2 ND-0,3
C17:0 ND-0,1 ND-0,2
Ci17:1 ND-0,1 ND-0,1
C18:0 2,0-5,4 2,7-6,5
Ci18:1 17-30 14,0-39,4
C18:2 48,0 -59,0 48,3-74,0
C18:3 4,5-11,0 ND-0,3
C20:0 0,1-0,6 0,1-0,5
C20:1 ND-0,5 ND-0,3
C20:2 ND-0,1 ND
C22:0 ND-0,7 0,3-15
C22:1 ND-0,3 ND-0,3
C22:2 ND ND-0,3
C24: 0 ND-0,5 ND-0,5
C24:1 ND ND

ND — no detectable, definido como < 0,05%
Fuente: (F.A.O. & O.M.S., 2019)
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3.4.0tros factores de calidad y composicion

Estos factores de calidad y composicion constituyen la informacion suplementaria
a los factores esenciales de composicion y calidad (F.A.O. & O.M.S., 2019).

3.4.1. Caracteristicas de calidad

El color, olor y sabor de cada producto deberan ser caracteristicos del producto
designado, que debera estar exento de olores y sabores extrafios o rancios (F.A.O. &

0.M.S., 2019). En la Tabla 4 se muestran las caracteristicas generales de los aceites.

Tabla 4 Caracteristicas de los aceites

Dosis maxima

Materia volatil a 105 °C 0,2% m/m
Impurezas insolubles 0,05% m/m
Contenido de jabon 0,005% m/m
Hierro (Fe)
Aceites refinados 1,5 mg/kg
Cobre (Cu)
Aceites refinados 0,1 mg/kg
Indice de &cido
Aceites refinados 0,6 mg de KOH/g de aceite
indice de peroxido
Aceites refinados hasta 10 miliequivalente de oxigeno activo/kg de aceite

Fuente: (F.A.O. & O.M.S,, 2019).
3.4.2. Caracteristicas quimicas y fisicas

En la Tabla 5 se muestra las caracteristicas quimicas y fisicas de aceites vegetales:

Tabla 5 Caracteristicas quimicas y fisicas de aceites vegetales crudo

Aceite de soya Aceite de girasol

. . R R 0,919 - 0,925 0,918 - 0,923
Densidad relativa (x °C/agua a 20 °C) = 20°C = 20 C
Indice de refraccion (ND 40°) 1,466 — 1,470 1,461 - 1,468
Ind_lce de saponificacién (mg KOH/g de 189 — 195 188 194
aceite)
Indice de yodo 124 -139 118 — 141
Materia insaponificable (g/Kg) <15 <15

Fuente: (F.A.O. & O.M.S., 2019).
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3.5.Analisis de vitamina A en alimentos

La vitamina A y los correspondientes ésteres muestran un espectro de absorcion
caracteristico, la posicion del maximo depende del disolvente; en isopropanol es a 326
nm, en ciclohexano a 328 nm. El retinol tiene un coeficiente de absortividad molar
€1cm=1835 en etanol y de 1826 en n-hexano. El retinol y sus ésteres son rapidamente
destruidos por la luz, el oxigeno y los acidos. Deben almacenarse en frascos ambar
sellados con gas inerte. Una Unidad Internacional (Ul) corresponde a la actividad de 0,344
g de acetato de vitamina A puro cristalino; 0,300 pg de retinol 0 0,550 pg de palmitato de
retinol corresponden a 1 UI; 1 pg de retinol es equivalente a 3,333 Ul de vitamina A
(Bravo Bravo, 2013).

La mayoria de los procedimientos de analisis utilizan una etapa de saponificacion
antes de la extraccion con un disolvente orgénico adecuado. Las condiciones para la
saponificacion pueden variar, pero en general, la muestra se saponifica preferentemente
bajo nitrégeno utilizando una mezcla de hidroxido de potasio acuoso, etanol 0 metanol,
agua y con la adicion de un antioxidante como &cido ascérbico, pirogalol o
butilhidroxitolueno (BHT).

Principalmente pueden utilizarse dos modos de cromatografia (fase normal y fase
reversa) para la cuantificacion de la vitamina A. La cromatografia liquida de alta
eficiencia es una técnica de analisis de carotenos y de retinol en alimentos, esta técnica es

rapida, reproducible y cuantitativamente sensible (Gariner C. & Restrepo, 1997).

3.6.Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)
3.6.1. Principios de HPLC

La cromatografia es un método analitico en el que los analitos de una mezcla se
separan al ser distribuidos en dos fases, una fase movil (solvente), que puede ser liquida
o un fluido supercritico y una fase estacionaria, que puede ser liquida o sélida (empaque
de la columna). La cromatografia liquida de alta eficiencia es la automatizacion de la

cromatografia liquida tradicional en condiciones tales que se logran mejores separaciones
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durante periodos de tiempo maés cortos, utilizando particulas de relleno muy pequefias,
columnas de didmetros menores y alta presion de fluido (Guardado Pérez & Mercader
Trejo, 2005).

La HPLC constituye un grupo de métodos y técnicas (Tabla 6), capaces de separar
analitos en una enorme variedad de muestras y matrices, proporcionando informacion

cualitativa y cuantitativa (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Tabla 6 Nombres y definiciones de técnicas de HPLC

Diametro de columna Flujo Nombre

4-7,5 mm 2-10 mL/min semipreparativa
7,5-21 mm 10-50 mL/min preparativa

>21 mm 50-1000 mL/min industrial
3,2-4,6 mm 0,5-2,0 mL/min analitica
1,5-3,2 mm 100-500 puL/min narrowbore
0,5-1,5mm 10-100 pL/min HPLC micro
150-500 pm 1-10 pL/min HPLC capilar
10-150 pm 10-1000 nL/min HPLC nano

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Dependiendo de la naturaleza de la fase estacionaria se divide en cuatro tipos
(Guardado Pérez & Mercader Trejo, 2005):

a) Cromatografia de adsorcion
b) Cromatografia de particion
c) Cromatografia de intercambio iénico

d) Cromatografia de exclusion

Ademas, se hace otra division de los dos primeros tipos de cromatografia
anteriormente mencionados, basandose en la polaridad de la fase estacionaria (Guardado
Pérez & Mercader Trejo, 2005).

1. Cromatografia de fase normal: la fase estacionaria es de naturaleza polar (por
ejemplo, silice o alumina) y la fase movil es no polar (por ejemplo, hexano). En
este modo, las muestras polares son retenidas mas fuertemente por la columna,

Por lo tanto, se eluiran primero los compuestos no polares.
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2. Cromatografia en fase reversa: La fase estacionaria es no polar (por ejemplo,
hidrocarburos) y la fase movil es polar (por ejemplo, agua o metanol). Siendo este
el inverso exacto de cromatografia en fase normal, esto quiere decir que los

compuestos no polares se retienen méas tiempo en la columna.

Otra clasificacion es segun el modo de operacidn, que se basa en el mecanismo

por el cual se extrae la muestra de la columna (Guardado Pérez & Mercader Trejo, 2005):

1. Desarrollo por elucion
2. Desplazamiento

3. Andlisis frontal

El primer método tiene dos formas de empleo, la elucion isocréatica (que es la méas
popular) es cuando se lleva a cabo con un solo disolvente o con una mezcla de disolventes,
constante, en el tiempo de andlisis; y la elucion por gradiente que se lleva a cabo variando
de forma continua la composicion de los disolventes, de modo que su fuerza vaya
incrementando durante el tiempo de analisis. Este metodo es atil para eliminar analitos
con valores de coeficiente de distribucion (K) muy variables y se usa especialmente en

cromatografia de fase reversa (Guardado Pérez & Mercader Trejo, 2005).
3.6.2. El cromatografo de HPLC

Se compone de al menos 5 modulos, unidos mediante tuberia de acero o de otros
materiales. Esos cinco ineludibles médulos son (Figura 3): el sistema de bombeo (una o
varias bombas, con o sin formacion de gradientes), el inyector de muestras (manual o
automatico), la columna (con o sin precolumna), el detector (uno o méas de uno) y el
procesador de datos, que exhibe los cromatogramas con los calculos oportunos (Garcia
de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).
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Figura 3 Los cinco médulos ineludibles de cromatégrafo de HPLC: bomba, inyector, columna, detector y
sistema de recogida de datos.

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016)
3.6.3. Lalinea fluidica

Los diferentes mddulos del cromatégrafo de HPLC se unen mediante tubos, cuyo
conjunto conforma la “linea fluidica”, por la que discurre la fase movil, atravesando todos
los componentes del sistema en la secuencia bomba-inyector-columna-detector. Los
modulos y tramos de tuberia se enlazan en uniones o “juntas”, en el esquema tubo-cono-
tuerca. Utilizar conos y tuercas incorrectos conllevard inevitablemente a la aparicion de
fugas en la union o a griparla. El aspecto mas critico de la unién tubo-cono-tuerca es su

volumen muerto (Figura 4) (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

1—‘l-~=\—
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Figura 4 Las conexiones de HPLC deben cumplir dos condiciones: minimo volumen muerto y alta presion.
Izquierda: el comienzo del tubo ha quedado lejos de su asiento y ese volumen muerto hara perder eficiencia.

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016)

Lo mas importante es que el tubo quede alojado en el receptaculo exactamente en
la profundidad 6ptima, en su asiento maximo: si lo hace antes, dejara un volumen muerto,
una “piscina” en el argot cromatografico, mientras que, si lo hace después, no hara una
buena junta y fugara la fase maévil (Figura 5) (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco,
2016).
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Figura 5 Conexiones de HPLC: a la izquierda, el conjunto tubo-cono-tuerca debe penetrar hasta una
profundidad dada; en el centro, cuatro tipos de conos; a la derecha, conector de volumen muerto cero.

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016)

Existen guias y directrices para la correcta manipulacién de conexiones, tuercas y
conos (Garcia de Marina Bayo & Yuséa Marco, 2016):

v' Emplear conexiones de la misma marca.

v No sobreapretar las uniones, pues podrian griparse: se apretaran con la mano tanto
como sea posible y, luego, solo media vuelta con una llave.

v’ Tras hacer las conexiones, se debe comprobar la existencia de fugas.

Los tubos, tuercas y conos se construyen de diversos materiales (Tabla 7) siendo
el acero inoxidable, en su variedad SS 316 (Figura 6), el material mas empleado y
estandar por sus excelentes propiedades de dureza fisica, facilidad de ser doblado sin
obturarse ni quebrarse y resistir presiones de 1.000 kg/cm?. Sin embargo, es corroido por
los &cidos (a partir de pH 2) y altas concentraciones salinas, aunque resiste bien los
haluros. Ademas de que se pude fabricar tubos de practicamente cualquier diametro

interno y externo con este material (Garcia de Marina Bayo & Yuséa Marco, 2016).
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Tabla 7 Materiales de los tubos de HPLC.

Metales No metales

Acero inoxidable SS 316 PEEK (poliéter-étercetona)
Nitronic 50 PTFE (politetrafluoroetileno)
EFNI (electroformed nickel) FEP (fluoroetilén-propileno)
Niguel 200 (aleacion Ni-Cu-C-Si) PPS (sulfuros de polifenilo)
Hastelloy C-22 (aleac. Ni-Cr-Mb) Silice fundida (HPLC capilar)
Inconel 600

Titanio

Otros metales: tantalo, zirconio
Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Figura 6 Izquierda: tubos de HPLC de 1/16 "de diametro externo con distinto diametro interno. Derecha:
cortatubos.

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016)

3.6.3.1. Reservorios de fase movil

Con la misién de albergar la fase movil previamente a ser bombeada por la bomba
del equipo. Algunos reservorios instrumentales permiten ciertas importantes funciones
“en linea” viables también fuera del equipo (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco,
2016):

1) Filtrar la fase movil, la cual siempre debe filtrarse para evitar posibles
obturaciones del sistema poniendo filtros en los reservorios, generalmente “frits”
de acero inoxidable de 0,2 pm en el extremo inicial de su tubo “de pesca”, que la
llevard hasta el sistema de bombeo.

2) Desgasificar, tarea obligada en sistemas de gradientes a baja presion, sobre todo
en fase reversa, para asegurar una atmasfera inerte, mas aun con fases maoviles
higroscépicas.

3) Termostatizar, forzoso con fases moviles de bajo punto de ebullicion o muy

Viscosas.
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4) Desoxigenar, pues el oxigeno puede causar problemas en la deteccion
electroquimica con fases moviles (y muestras) oxidables.

5) Agitar fases moviles resultantes de mezclar disolventes poco miscibles,
disponiendo algunos reservorios de dispositivos agitadores o emplazando los

reservorios sobre un agitador magnético externo.

Los reservorios se construyen con diversos materiales, siendo el vidrio

(transparente o &mbar) el més utilizado (Garcia de Marina Bayo & Yusé& Marco, 2016).
3.6.4. Sistemas de bombeos y gradientes

La bomba cromatografica impele la fase movil al flujo seleccionado dotandola de
la presion necesaria para atravesar la columna y el resto del sistema. HPLC emplea casi

exclusivamente bombas de piston (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

La Tabla 8 también muestra los dos modos de bombear fases mdviles: a flujo
constante y a presion constante. En el primer caso la bomba traduce el flujo deseado en
frecuencia de sus emboladas (en las bombas de pistén) o en velocidad de desplazamiento
(en las bombas de jeringa), quedando asi la presion condicionada al flujo. Las bombas de
presion constante estiman el empuje realizado sobre un fluido intermedio, regulando el
flujo para mantener un valor de presion constante segun sea la resistencia opuesta por el

sistema y la columna (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Tabla 8 Tipos de bombas de liquidos.

Peristélticas
De piston
De jeringa
Rotatorias de paletas
De presion directa mediante un gas
Bombas de presion constante De intensificador neumatico
De intensificador hidraulico
Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Bombas de flujo constante
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3.6.5. Inyectores y autoinyectores

Interpuesto entre la salida de la bomba y la columna, el inyector ha de ser un
dispositivo hermético, capaz de incorporar la muestra a la fase mdvil previamente a la
columna sin pérdidas de presion que puedan alterar el flujo proporcionado por la bomba.
Practicamente todos los equipos utilizan inyectores de valvulas, por su reproducibilidad,
capacidad de inyectar volumenes muy amplios (desde nL a mL) y resistir las altas

presiones (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

3.6.5.1.  Inyectores manuales

3.6.5.1.1. Inyectores de vélvulas o de bucle

Practicamente todos los inyectores de HPLC, manuales o automaticos, son “de
valvulas”. (Figura 7) Su precision, por inyectar siempre el mismo volumen (el de su
bucle), les exime de errores humanos o del volumen de la jeringa de inyeccion. Mantienen
la presién conferida por la bomba a la fase mavil, siendo minimo su volumen interno y
sus piezas internas son facilmente reemplazables, al igual que el mismo inyector entero.
Resisten presiones de 500 bares. Si por error se inyectase mas muestra desde la posicion
de inyeccion (inject), ésta iria directamente al desague. Los inyectores manuales han
establecido un volumen estandar de inyeccion de 5 6 10 puL (su volumen de bucle) en

aplicaciones analiticas (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Figura 7 Inyector, bucles de inyector, estator y rotor seals

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).
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3.6.5.1.2. Inyectores automaticos

El cromatografista exige al autoinyector capacidades obvias, principalmente
volimenes de inyeccién variables y robotizacion para poder manipular las muestras,
realizar diluciones, derivatizaciones, mezclas entre viales, extracciones, etc. (Figura 8)
(Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

La mayoria pueden realizar programas de tratamiento previo a la inyeccion de las
muestras (diluciones, derivatizaciones), con secuencias de pipeteado para evitar efectos
debidos a la matriz de las muestras o a la viscosidad del solvente, permitiendo programar
las velocidades de succidn de muestra y de dispensacion de la misma (Garcia de Marina
Bayo & Yusa Marco, 2016).

Figura 8 Inyectores automaticos (imagenes cortesia de Agilent Technologies y Perkin-Elmer).

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Por otra parte, segun la zona de inyeccion, los inyectores automaticos pueden ser
de tres tipos: de bucle; con linea de transferencia, y de bucle con linea de transferencia
(Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

3.6.6. Columnasy precolumnas

3.6.6.1. Lacolumna cromatografica

La columna, un cilindro usualmente metalico que alberga microparticulas con la

fase estacionaria (Figuras 9 y 10) es la parte mas importante del sistema cromatografico.
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Figura 9 La columna cromatografica rellena de microparticulas.

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Existen rellenos porosos con gran variedad de didmetros de poro, nuevos nicleos
poliméricos, de zirconio, titanio, carbon poroso, hidroxiapatita, alimina, etc., en rellenos
mas uniformes cuya superficie particular mejor recubierta presentan menores niveles de
metales residuales. Han aparecido nuevas fases (fenil, C30, carbamato, amida, quirales),
con “end-capping”, mejores y mas efectivas, asi como materiales estructurales de las
carcasas de columna alternativos al acero (vidrio, plastico, polimeros), revolucionarias
combinaciones con precolumnas y nuevos disefios de sus “frits” y discos (Garcia de
Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Figura 10 Columnas de HPLC (imagen cortesia de Agilent Technologies).

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusé Marco, 2016).

3.6.6.2.  Protocolos de chequeo, limpieza y regeneracion de columnas

Cada cierto tiempo se debe verificar el estado de la columna mediante un test
especifico con patrones, comprobando los limites de cada parametro cromatogréafico,
sobre todo aquellos que afectan a la eficiencia y resolucién, mediante pruebas de
idoneidad (Suitability Test), que nunca estan de mas para confirmar la eficiencia de cada

columna nueva o la calidad de fabricacion del lote. Tras su uso, es conveniente “limpiar”
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o “lavar” la columna cada cierto tiempo de las impurezas acumuladas durante su
utilizacion, para lo cual, lo mejor es bombear una fase mavil de naturaleza lo menos lejana

a su fase estacionaria (Garcia de Marina Bayo & Yus& Marco, 2016).
3.6.6.3.  Precolumnas

La precolumna (Figura 11) aumenta el tiempo util de la columna cromatografica,
especialmente en condiciones de alta presion, que provocan en el relleno de columna un
espacio en cabeza, motivo de ensanchamiento de los picos (Garcia de Marina Bayo &
Yusa Marco, 2016).

Figura 11 Emplazamiento de precolumnas: arriba, ubicacion clasica, precediendo a la columna; centro,
previa al inyector, captura componentes de fase movil que podrian perjudicar las muestras; abajo, antes del detector.

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yus& Marco, 2016).

En definitiva, la precolumna asume las siguientes funciones (Garcia de Marina
Bayo & Yusa Marco, 2016):

v" Fisicamente representa dos filtros mas.

v" Quimicamente la precolumna satura la fase mévil en fase estacionaria exigiendo
que los rellenos de precolumna y columna sean exactamente iguales.

v' Cromatograficamente el conjunto alcanza mas platos teéricos y mayor
resolucion, por ser idénticos sus rellenos.

v" Econémicamente el precio de las precolumnas es muy inferior al de las columnas

con igual relleno.
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Las precolumnas, con fases estacionarias idénticas a las de “sus” columnas, son
mucho mas cortas que éstas (1,5, 3 6 5 cm) y de didmetro similar para evitar fenOmenos
de dificil interpretacion. Aunque similar, el relleno de la precolumna suele tener un
tamarfio de particula algo superior al de la columna, para no causar demasiada sobrepresion
(Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

3.6.6.4. Verificacion de columnas

Cada vez que se reciba una nueva columna se verifica que la columna trae puestas
sus propias tuercas, que impiden la evaporacion del disolvente en que se conserva la
columnartras su fabricacion, ya que algunas fases estacionarias son sensibles a permanecer
secas algun tiempo y el disolvente asegura su estabilidad durante su almacenaje y
transporte (Tabla 9) (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Tabla 9 Solventes en los que se guardan las columnas

Fase estacionaria Solvente de almacenamiento
Amino 1 % acetato de etilo en hexano
Diol 1 % acetato de etilo en hexano
C18, C8, ODS 60% agua : 40% acetonitrilo
Silice 1 % acetato de etilo en hexano
Ciano 4% isopropanol en hexano

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Las columnas suelen mostrar una flecha indicativa de la direccion del flujo cuando
se rellenaron en fabrica. Lo correcto es mantener el flujo de fase mdvil en la misma
direccion de la flecha. Es importante usar tuberia de diametro interno de 0,12 a 0,19 mm
para unir la columna con el inyector y el detector (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco,
2016).

3.6.6.5. Equilibrado y acondicionamiento de columnas

Antes de su uso la columna debe ser “equilibrada” con suficiente fase movil. Una
columna se equilibra bombeando aproximadamente 10 veces su volumen de columna: por
ejemplo, 25 ml en el caso de las columnas analiticas (de 250 x 4,6 mm) (Garcia de Marina
Bayo & Yusa Marco, 2016).
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En cualquier caso, el primer signo de equilibrado es alcanzar un valor de presion
constante en el sistema de bombeo, siendo el segundo obtener una linea de base estable y
plana, y el tercero y definitivo la estabilidad de los tiempos de retencion de patrones
(Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

3.6.6.6. Limpiezay regeneracion de columnas

Con el uso, algunas moléculas irreversiblemente retenidas van recubriendo
paulatinamente las particulas del relleno de columna, causando su deterioro y pérdida de
capacidad, resolucion y eficiencia (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

e A veces se recurre a ‘“dar la vuelta” a la columna para “sacar” picos
considerados irreversibles.

e Otro procedimiento es bombear una fase modvil de polaridad mas parecida
(menos alejada) a la columna.

e Siel equipo dispone de horno de columnas, una temperatura relativamente alta

(40 °C) podria coadyuvar a la limpieza de las columnas.
3.6.6.7.  Detectores de HPLC

El detector es un dispositivo que emite una respuesta a una propiedad del eluyente
o fase movil, puede ser el componente mas sofisticado y caro del sistema. La eficiencia
de un detector cromatografico depende de la relacion entre la cantidad fisica medida y la
composicion del efluente. Este se debe escoger teniendo en cuenta las propiedades del
eluyente, como indice de refraccion, constante dieléctrica, densidad, o basandose en las
propiedades del soluto como: absorbancia, fluorescencia, corriente limite (Guardado
Pérez & Mercader Trejo, 2005).

3.6.6.7.1. Consideraciones Generales

Maés académico y habitual es clasificar los detectores por su fundamento fisico -
instrumental en (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016):
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» Detectores Opticos, basados en la interaccion de una radiacion con los analitos
(detectores UV-VIS, arreglo de diodos, fluorimétricos, refractométricos,
polarimétricos, de dispersion de luz (light-scattering)).

» Detectores eléctricos, basados en la medida de una propiedad eléctrica
(electroquimicos, conductimétricos)

» Otros detectores especificos (radiométricos, viscosimétricos)

» Deteccidén hibridada, acoplando HPLC a otras técnicas (LC-MS, LC-ICP, LC-
RMN, LC-FTIR, etc.)

Un buen detector de HPLC, junto a las propiedades inherentes de responder ante
muestras en estado liquido y trabajar en condiciones de flujo continuo, debe mostrar
minima deriva y ruido, alta sensibilidad, rapida respuesta, varios 6rdenes de linealidad,
pequefio volumen muerto, acusar poco los cambios externos (de flujo, de temperatura, de
fase mavil), ser robusto, tener un manejo sencillo y comprensible, no ser destructivo para
las muestras, capaz de detectar todos los analitos objeto del analisis y mostrar cierta
selectividad ante los posibles contaminantes (Tabla 10) (Garcia de Marina Bayo & Yusa
Marco, 2016).

Tabla 10 Detectores de HPLC y Minima Cantidad Detectable (MCD)

Detector Aplicabilidad MCD
UV-VIS selectivo ng
Diode array selectivo ng
Fluorimétrico muy selectivo pg
Refractométrico universal ug
Polarimétrico muy selectivo
Electroguimico muy selectivo fg
Conductimétrico universal ng
Radiomeétrico muy selectivo pg
Viscosimétrico polimeros

Light scattering evapor. universal

Light scattering laser polimeros
Quimioluminiscencia muy selectivo

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Para el andlisis de alimentos algunos de los detectores usados son: UV-VIS,
fluorescencia, espectrometro de masas, electroquimico y de quimioluminiscencia. Dada

la necesidad que presentan los laboratorios de demostrar que los métodos que realizan
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proporcionan resultados fiables y adecuados a su finalidad y proposito inicial, se deben
realizar actividades de control para el aseguramiento de la calidad como lo es la validacion

de cada método que se realiza (Guardado Pérez & Mercader Trejo, 2005).
3.6.6.7.2. Aspectos Cuantitativos del detector de HPLC

Los requerimientos generales cuantitativos del detector quedan supeditados a seis
aspectos importantes, comunes a todo detector de HPLC, expuestos a continuacion
(Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016):

NUmero méaximo de picos detectados
Volumen de celda

Constante temporal

Concentracion detectable
Sensibilidad

Linealidad de la respuesta.

RN NN R

3.6.6.7.3. Tipos de detectores

Existe una gran variedad de detectores para HPLC, cada uno con un propdsito
especifico, entre los detectores existentes se puede mencionar:

¢ Detectores espectrofotométricos UV-VIS
¢+ Detectores de arreglo de diodos

+¢ Detectores fluorimétricos

¢+ Detectores refractométricos

¢+ Detectores polarimétricos

¢ Detectores laser

¢+ Detectores electroquimicos

¢ Detectores conductimétricos

¢ Detectores radiométricos

¢+ Detectores viscosimétricos

¢+ Detectores de light scattering
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¢+ Detectores de quimioluminiscencia

¢+ Detectores de ultrasonidos
3.7.Detectores diode array (arreglo de diodos)

Siempre con el objetivo de proporcionar una confirmacién positiva de los picos
eluidos y resolver eventuales problemas de coelucion, y como paso consecutivo a los
detectores de barrido rapido, se sugiere los detectores de arreglo de diodos, en la
actualidad los mas extendidos en los equipos de HPLC (Figura 12) (Garcia de Marina
Bayo & Yusa Marco, 2016).

Figura 12 Detector diode array (imagen cortesia de Agilent Technologies). A la derecha, con sus lamparas
y celda desmontadas.

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Los detectores de arreglo de diodos poseen “Optica invertida”, pues disponen su
celda de medida a continuacion de la fuente de radiacion y antes del elemento dispersante.
Constan de una o dos fuentes de radiacion, una de deuterio para la zona ultravioleta y otra
de halégeno-tungsteno para la zona visible (o0 una sola de vapor de xenon). Posterior a
ellas, un colimador enfoca la radiacion de las lamparas sobre la celda de flujo continuo.
A veces un shutter o cufia reduce el area de la radiacion incidente sobre la cubeta de flujo
continuo, cuya arquitectura generalmente es en Z y con lentes a ambos lados para
minimizar la deriva causada por los gradientes, principalmente a bajas longitudes de onda.
Tras la celda, la dptica de los detectores de arreglo de diodos finaliza en un policromador,
que alinea un conjunto de diodos en serie (Figura 13) (Garcia de Marina Bayo & Yusa
Marco, 2016).
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Figura 13 Esquema Optico de un detector diode array

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Los detectores de arreglo de diodos introducen una tercera dimension en la
deteccion espectrofotométrica de los analisis cromatogréaficos, permitiendo disponer de
mas informacion (los espectros de los analitos y algunos célculos realizados con ellos) y,
sobre todo, la confirmacion de los resultados. Trabajan generando espectros
continuamente, pues el barrido electronico de los diodos sucede en pocos milisegundos:
generalmente entregan cada 100 ms o menos un espectro completo, promedio de muchos
espectros individuales, dependiendo de su constante de integracion (Garcia de Marina
Bayo & Yusa Marco, 2016).

Las ventajas de los detectores de arreglo de diodos pueden resumirse en tres
(Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016):

a) En primer lugar, su capacidad de obtener cromatogramas a todas las longitudes de
onda UV-VIS, mostrando la absorbancia de todas y cada una de las longitudes de
onda del espectro UV-VIS y enviarlas al ordenador, que las memoriza, y Si
aparecen inesperados analitos, metabolitos o contaminantes, que podrian absorber
a otras longitudes de onda distintas, el detector de arreglo de diodos las podra
detectar al reprocesar los datos sin necesidad de reinyectar la muestra.

b) La segunda ventaja es permitir seleccionar la longitud de onda 6ptima para el
analisis e incluso la respuesta integral de varias, para trabajar de forma muy
selectiva (con cromatogramas en zonas en que solo absorben los analitos de

interés) o muy universal (en zonas donde absorben todos los picos detectados).
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c) Laterceray ultima ventaja de un detector de arreglo de diodos es poder calcular
de forma inmediata la pureza de picos, como cociente multiple entre varias

longitudes de onda (Figura 14).

Aﬁco cromatografico

Pureza de pico

indice de similitud

Fondo (umbral)

Figura 14 Las curvas de pureza a lo largo de un pico estiman el “indice de similitud”, cociente del espectro
durante el tiempo de retencion del pico dividido por el espectro tomado en su &pice. El valle que muestran ambos
graficos denota la existencia de una impureza

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Por el contrario, el principal inconveniente de los detectores diode array es ser
destructivos para las muestras fotosensibles, ya que su disefio de Optica invertida hace
incidir sobre la celda de muestras toda la radiacion de las fuentes, a todas las longitudes
de onda. Asimismo, puede limitar su uso su ligera menor sensibilidad que los detectores

espectrofotométricos convencionales (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Los detectores diode array corresponden enfaticamente a modulos del tipo “caja
negra”, sin teclado ni display (Figura 15); ejecutandose todo su manejo y funciones desde
un ordenador con software especifico, que responde a los requerimientos: obtener,
exhibir, imprimir y almacenar datos tridimensionales e isogramas con alta resolucion,
presentandolos desde &ngulos variables, extraer tras el analisis cromatogramas
convencionales a cualquier longitud de onda y ancho de banda para reintegrarlos,

compararlos, etc (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).
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Figura 15 Detector diode array

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Otras utiles capacidades de los detectores de arreglo de diodos es obtener
cromatogramas virtuales, que representan en cada momento la maxima longitud de onda
de absorcion frente al tiempo, asi como hacer zoom sobre cualquier pantalla grafica
(cromatogramas, isogramas, espectros) para apreciar con nitidez todos los detalles del

andlisis (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

Otra interesante propiedad de los detectores de arreglo de diodos es poder realizar
derivadas de cromatogramas y espectros. La simple vision de la derivada de un espectro
(Figura 16) y de un cromatograma permite decidir si el pico es puro o no, y si presenta
coelucion, siguiendo la sempiterna maxima de que “cualquier conclusion negativa lo es
al 100%, mientras que cualquier conclusion positiva debe esperar mas confirmaciones”
(Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

A

Ay
A

Figura 16 Espectro obtenido con un detector diode array: de arriba abajo, el espectro, su primera derivada
y su segunda derivada.

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).
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Los detectores de arreglo de diodos pueden trabajar simultdneamente con alta
resolucion espectral y alta sensibilidad en toda la zona UV-VIS. Generalmente poseen
entre 500 y 1000 diodos, con exactitud fotométrica de 1 nm. También se debe tener en
cuenta la anchura de la rendija del policromador y el ancho de banda espectral, no
olvidando que en los detectores de arreglo de diodos la sensibilidad esta refiida con la

resolucion espectral (Figura 17) (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).

2l 5l

Figura 17 Importancia del ancho de rendija de entrada al policromador: arriba, rendijas anchas originan
espectros de baja resolucion y cromatogramas poco ruidosos; abajo, rendijas estrechas originan espectros de alta
resolucion y cromatogramas mas ruidosos.

Fuente: (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016).
3.8.Validacion

Los métodos utilizados en un laboratorio de analisis quimicos han de ser evaluados
y sometidos a prueba para asegurarse de que producen unos resultados validos y
coherentes con el objetivo previsto, es decir, han de ser validados (Oficina de las Naciones
Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC), 2010).

La validacion se define como la “Confirmacion mediante examen y suministro de
evidencia objetiva de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico
previsto” esto segun la definicion ISO 8402:1994 (Guardado Pérez & Mercader Trejo,
2005).
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El laboratorio debe validar los métodos no normalizados, los métodos
desarrollados por el laboratorio y los métodos normalizados utilizados fuera de su alcance
previsto o modificados de otra forma. La validacion debe ser tan amplia como sea
necesaria para satisfacer las necesidades de la aplicacién o del campo de aplicacién dados.
La validacion puede incluir procedimientos para muestreo, manipulacion y transporte de
los items de ensayo o calibracion. Las técnicas utilizadas para la validacion del método

pueden ser una de las siguientes o0 una combinacion de ellas (ISO/IEC, 2017):

a) La calibracion o evaluacion del sesgo y precision utilizando patrones de
referencia o materiales de referencia;

b) Una evaluacion sistematica de los factores que influyen en el resultado;

c) La robustez del método de ensayo a traves de la variacion de pardmetros
controlados, tales como la temperatura de la incubadora, el volumen
suministrado;

d) Lacomparacion de los resultados obtenidos con otros métodos validados;

e) Las comparaciones interlaboratorio;

f) Laevaluacion de la incertidumbre de medicidon de los resultados basada en
la comprension de los principios teéricos de los métodos y en la

experiencia practica del desempefio del método de muestreo o ensayo.

Cuando se hacen cambios a un método validado, se debe determinar la influencia
de estos cambios, y cuando se encuentre que éstos afectan la validacion inicial, se debe
realizar una nueva validacion del método. Las caracteristicas de desempefio de los
métodos validados tal como fueron evaluadas para su uso previsto, deben ser pertinentes
para las necesidades del cliente y deben ser coherentes con los requisitos especificados.
Las caracteristicas de desempefio pueden incluir, pero no se limitan a, el rango de
medicion, la exactitud, la incertidumbre de medicién de los resultados, el limite de
deteccidn, el limite de cuantificacion, la selectividad del método, la linealidad, la
repetibilidad o la reproducibilidad, la robustez ante influencias externas o la sensibilidad
cruzada frente a las interferencias provenientes de la matriz de la muestra o del objeto de
ensayo Y el sesgo (ISO/IEC, 2017).
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La validacion o la verificacion de un método se realizan mediante una serie de
pruebas normalizadas y experimentales de las que se obtienen datos sobre su exactitud,
precision, etc. El proceso que ha de seguirse para ello debe constar por escrito como
procedimiento normalizado de trabajo. Una vez validados o verificados los métodos, su
utilizacion habitual en el laboratorio debe ser autorizada formalmente por la persona
responsable, por ejemplo, el director del mismo (Oficina de las Naciones Unidas contra
la Droga y el Delito (UNODC), 2010).

3.8.1. Parémetros para la validacion o parametros de desempefio

3.8.1.1. Selectividad

La selectividad se refiere a la propiedad del método de producir una sefial medible
debida solo a la presencia del analito, libre de interferencias de otros componentes, en la

matriz de la muestra (Araujo, y otros, 2013).

Este parametro se relaciona con el grado en que otras sustancias interfieren en la
identificacion y, si procede, en la cuantificacion de los analitos de que se trate. Mide la
capacidad del método para identificar/cuantificar los analitos en presencia de otras
sustancias, enddgenas o exdgenas, en una muestra de la matriz en las condiciones exigidas
por el método (Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC),
2010).

3.8.1.2. Limite de deteccién

Se trata de la concentraciébn minima de analito que puede ser detectada e
identificada con un determinado grado de certidumbre. El limite de deteccion se define
también como la concentracion minima que puede distinguirse del ruido de fondo con un
determinado grado de confianza (Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el
Delito (UNODC), 2010).
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3.8.1.3.  Precision

La precision se define como el grado de concordancia entre los resultados de
ensayos independientes, obtenidos en condiciones predeterminadas (Lépez Casanova,
2013).

La precision mide el grado de acuerdo entre los resultados analiticos obtenidos de
una serie de mediciones repetidas del mismo analito realizadas en las condiciones
previstas en el método. La precision refleja los errores aleatorios que se producen cuando
se utiliza un método. Las condiciones en que se mide la precision se dividen, en
condiciones repetibles y condiciones reproducibles (Oficina de las Naciones Unidas
contra la Droga y el Delito (UNODC), 2010).

La repetibilidad de las condiciones existe cuando el mismo analista analiza
muestras el mismo dia y con el mismo instrumento (por ejemplo, cromatografo en fase
gaseosa) o los mismos materiales (por ejemplo, reactivos para pruebas visuales) y en el
mismo laboratorio. Cualquier cambio de estas condiciones (por ejemplo, diferentes
analistas, diferentes dias, diferentes instrumentos, diferentes laboratorios) implica que las
condiciones serén reproducibles (Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el
Delito (UNODC), 2010).

3.8.1.4. Linealidad y rango de trabajo

Tradicionalmente se considera que un método es lineal cuando existe una relacion
directamente proporcional entre la respuesta obtenida cuando se aplica el método y la
concentracion del analito en la matriz dentro del rango de concentraciones del analito
buscado (rango de trabajo) (Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito
(UNODC), 2010).

El rango de trabajo viene definido por la finalidad del método y puede representar
solo una parte de la totalidad de la linea recta. Habitualmente los criterios de aceptacion
implican una prueba de la “bondad de ajuste”. Frecuentemente se utiliza como criterio de

la linealidad un coeficiente de correlacion (r) elevado, del 0,99. Sin embargo, este criterio
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no basta para demostrar que existe una relacién lineal, por lo que cabe considerar que se
puede utilizar un método que no permita establecer un coeficiente de correlacion tan alto
como el 0,99 pero permita cumplir los fines previstos. Estos pardmetros no son aplicables
a los métodos cualitativos salvo si se establece un umbral de concentracion para reflejar
resultados (Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC), 2010).

3.8.1.5. Exactitud

La exactitud corresponde a la medicion de la diferencia entre los resultados del
ensayo Y el valor de referencia aceptado (Lépez Casanova, 2013), debido a un error
sistematico del método y del laboratorio (Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga
y el Delito (UNODC), 2010) normalmente se expresa en porcentaje. La exactitud y la
precision determinan el error total del analisis. La exactitud se determina tedricamente
utilizando material de referencia certificado (MRC) si es posible, métodos de referencia,
estudios en colaboracion o mediante comparacion con otros métodos (Oficina de las
Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC), 2010).

Lo normal es estimar la exactitud analizando muestras afiadidas con tres
concentraciones distintas (baja, media y alta) que abarquen la totalidad del rango de
trabajo. La concentracion de estas adiciones estandar debe ser distinta de la utilizada para
preparar las curvas de calibracion y debe prepararse con una solucion estandar de trabajo
distinta. Los criterios de aceptacion de la exactitud deben ser similares a los utilizados
para medir la precision (Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito
(UNODC), 2010).

3.8.1.6. Incertidumbre

En metrologia, la incertidumbre se define como un parametro asociado con el
resultado de una medicidn que caracteriza la dispersion de los valores que puede atribuirse
razonablemente al mensurando (Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el
Delito (UNODC), 2010).
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Los laboratorios deben identificar las contribuciones a la incertidumbre de
medicion. Cuando se evalUa la incertidumbre de medicidn, se deben tener en cuenta todas
las contribuciones que son significativas, incluidas aquellas que surgen del muestreo,

utilizando los métodos apropiados de andlisis (ISO/IEC, 2017).

En términos mas practicos la incertidumbre se puede definir como la probabilidad
o el nivel de confianza. Cualquier medicion que hagamos entrafiara un cierto grado de
incertidumbre, por lo que el intervalo de incertidumbre que se fije seré el rango dentro del
cual se situara el valor real con un determinado grado de confianza. Normalmente se
utiliza un grado de confianza del 95%. La incertidumbre de las mediciones, por lo general,
tiene muchos componentes. La incertidumbre se calcula estimando los errores que se
producen en las distintas etapas del analisis, por ejemplo, la etapa preanalitica, la
homogeneizacion, el pesaje, el pipeteado, la inyeccidn, la extraccion, la derivatizacion, la
recuperacion y las curvas de calibracion. Los datos exigidos para la validacion, por
ejemplo, la exactitud y precision en condiciones de repetibilidad/ reproducibilidad,
reflejan ya muchos de estos factores y deben ser utilizados. Pueden hacerse estimaciones
de la incertidumbre (con el nivel exigido de confianza del 95%) utilizando la siguiente
formula (Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC), 2010):

=2y /uf+u§+u§

En la que ug, uz etc., son los componentes individuales de incertidumbre (Oficina
de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC), 2010).

Los componentes individuales de incertidumbre, que representen menos del 20%
del motivo mas importante, tienen escasa incidencia en la incertidumbre general y pueden
omitirse en el calculo (Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito
(UNODC), 2010).
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CAPITULO IV

4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1.1dentificacion del analito

Las muestras objetivo fueron aceites vegetales comestibles comerciales: soya y
mezcla de soya con girasol, ambos fortificados con vitamina A. Para asegurarse de que el
contenido de vitamina A presente en los aceites represente el maximo que se haya
agregado en las empresas que los elaboraron, se eligieron muestras de lotes lo més
recientemente producidas, para el caso del aceite de soya tiene como fecha de fabricacién
el 4 de septiembre de 2021 y fecha de vencimiento el 4 de septiembre de 2022, para el
caso del aceite de mezcla soya-girasol tiene como fecha de fabricacion en junio de 2021
y fecha de vencimiento en junio de 2022. Ambas muestras de aceites se conservaron bajo
refrigeracion (4 °C) y protegidos contra la luz durante todo el tiempo del proceso de

validacion.
4.2.Alcance

El método que se desarrolla sera aplicable a la cuantificacion de vitamina A en
una matriz de aceites vegetales comestibles de soya y mezcla de soya-girasol, tomando
en cuenta las especificaciones del método para el procesamiento de las muestras, desde la

extraccion de vitamina A hasta su cuantificacion por HPLC.
4.3.Condiciones ambientales

La temperatura de trabajo en laboratorio, se mantiene constante en un rango de 22

a 24 °C, y al ser un ambiente cerrado no hay corriente de aire.
4.4.Calibracién de equipos y materiales

Todos los equipos y materiales utilizados para el método desarrollado fueron

previamente calibrados y estan bajo control metroldgico.
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4.5.Muestra

De un lote de la muestra inicial de un aceite, se procedié a dividirlo en 20 frascos
ambar de 250 mL de volumen, conservandolos en refrigeracion a 4 °C durante todo el
proceso de validacion. Cada dia de analisis se elige un frasco al azar para su analisis

respectivo.

4.6.Desarrollo del método
4.6.1. Materiales, equipos y reactivos para la extraccion de vitamina A en
aceite vegetal comestible

4.6.1.1. Materiales y equipos

e 1 soportes universales

e 1 bal6n base plana de 250 mL

e 4 pinzas de nuez (de 3 dedos)

e 1 termoOmetro

o 1 refrigerante serpentin

e 1 bol metélico para realizar el bafio maria

e 1 Placa calefactora

e Perlas de ebullicion para el bol metalico

e 10 Vasos de precipitado de 25 mL

e 25 unidades de Tubos Falcon

e Jeringas de 5 mL

e Micropipetasde 5y 1 mL

e Espectrofotometro UV-VIS (Agilent) (ver Anexo 1)
e Cromatografo HPLC (Agilent) (ver Anexo 2)
e pH-metro (Mettler Toledo) (ver Anexo 3)

e Balanza analitica (Mettler Toledo) (ver Anexo 4)
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46.1.2. Reactivos

e Hidroxido de sodio, p.a. (Merck)

e Etanol absoluto, p.a.

e Acido ascorbico, 99,7 % (Scharlau)
e Cloruro de sodio, p.a. (Merck)

¢ n-hexano, grado HPLC (Merck)

e Acetona, p.a. (Merck)

e Retinol, 95 % (Sigma Aldrich)

e Metanol, grado HPLC (Merck)

4.6.1.3. Preparacion de reactivos

4.6.1.3.1. Solucion de hidréxido de sodio 50%

Pesar 50 g de hidréxido de potasio y aforar a 100 mL con agua bidestilada. Agitar

vigorosamente y guardar en frascos de polietileno.
4.6.1.3.2. Solucion de cloruro de sodio 1%

Pesar 1 g de cloruro de sodio, disolverlo con 100 mL de agua bidestilada, agitar

vigorosamente. Preparar en el momento de analisis.
4.6.1.3.3. Mezcla de extraccion
Mezclar acetona p.a. y n-Hexano grado HPLC relacién 6:4 respectivamente.
4.6.2. Procedimiento de extraccion de la vitamina A

Para el procedimiento de extraccion de la vitamina A, se hizo la sustitucion del
hidroxido de potasio por hidréxido de sodio, esto debido a que ambos son bases fuertes y
al pertenecer al mismo grupo (alcalinos) (Chang & Godsby, 2017), estos cuentan con
propiedades similares. Para el solvente de extraccion se hizo uso de una mezcla de n-

hexano con acetona (segun recomendacion del AOAC) con relacion 4:6 (P. De Leenheer
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y otros, 2000) en lugar de utilizar Unicamente n-hexano como lo indica la norma NB
34044, o una mezcla de n-hexano con éter dietilico como lo indica la norma NB 34045,
para la extraccion de vitamina A en aceites vegetales. Para la preparacion de la curva de
calibracién de vitamina A se hizo la sustitucién de etanol, reactivo que es utilizado segun
las normas NB 34044 y NB 34045, por metanol grado HPLC, debido a que este ultimo
presenta mayor afinidad (mas apolar) (Wade, 2011) respecto al patrén de vitamina A,
haciendo que este sea mas facil de disolverse, reduciendo el tiempo de preparacion y
evitando la degradacion de la vitamina por efectos de oxidacion y la luz.

4.6.2.1.  Saponificacion

Pesar 5 g de muestra, se agrega en un balén de fondo plano de 250 mL, adicionar
50 mL de etanol absoluto, 0,01 g de &cido ascorbico y 10 mL de hidroxido de sodio al
50%.

Poner el balon en un bafio de agua en ebullicién con un condensador de reflujo.

Reflujar por 2 h y luego enfriar por 5 min.

Transferir el contenido completo del balén a un matraz volumétrico de 100 mL y
aforar con agua bidestilada.

4.6.2.2. Extraccién con hexano

En un embudo de separacion poner 10 mL de muestra, 2 mL de etanol absoluto, 2

mL de cloruro de sodio al 1 % y 5 mL de mezcla.

Agitar vigorosamente durante 2 min, dejar separar las dos fases y usando una
pipeta, cologue la fase organica (superior) en un embudo de separacion, agregar 5 mL de
mezcla, 2 mL de etanol y 2 mL de cloruro de sodio a la fase organica y repetir el
procedimiento. Lavar la fase organica en el embudo de separacion agregando 10 mL de
agua bidestilada hasta que no se evidencie un cambio color con 3 gotas de fenolftaleina o

medir su pH hasta que la solucion se encuentre a un pH = 7.
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Finalmente extraer la fase organica y evaporar a bafio maria el solvente para
después disolverlo en 2 mL de metanol para su respectivo analisis por HPLC. Analizar el

extracto lo més pronto posible.
4.6.3. Elaboracion de la curva estandar patron de vitamina A

Para la curva estandar patron fue necesario elaborar una curva con un rango de
concentracion de vitamina A (Retinol, 95 % (Sigma Aldrich)) entre 1 a 20 Ul/g, en 5
puntos de concentracidn. Para la preparacion de la solucion madre del patron de vitamina

A se utilizo la siguiente relacién:

1OOOUI>< 1ug s 1mg / lg ><IOOg
lg 3,33U1I 1000pug 1000mg 95g

10 g % = 0,0032 g vitamina A

Para preparar las 5 soluciones estandar a partir de la solucion madre se utilizé la

siguiente relacion:

1U1 lg
X
g 1000 U1

39 X = 0,0030 g de solucién madre

La misma relacién se utiliza para calcular la cantidad de solucién madre que se
requiere para preparar las 4 concentraciones restantes de 5, 10, 15y 20 Ul/g. El solvente
para prepara la solucion madre y los patrones fue metanol grado HPLC. Por cada dia de
trabajo, se realiza un duplicado de andlisis y la preparacion de las soluciones patrén es

Unica para cada analisis.

Se decidié usar masas y no volumenes para la preparacion de los patrones fue
gravimétrica debido a que se considera mas preciso y exacto el uso de masas en lugar de
volimenes, ya que para medir la masa se hace uso de una balanza analitica el cual tiene
un precision de 0,0001 g, en cambio al medir volimenes se tienen errores diferentes,
dependiendo del material que se esté utilizando, que varian desde 0,1 mL (como en el

caso de las pipetas volumétricas) a 0,001 mL (en el caso de las micropipetas) y se puede
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considerar que estos errores son mayores que los que se reportan al medir la masa en una

balanza analitica.
4.6.4. Determinacion de la longitud de onda de maxima absorcion

Para la determinacion de la longitud de onda de maxima absorcion, se utilizo el
patron de concentracion 10 Ul/g, preparado previamente, el cual fue analizado en un
espectrofotometro UV-Vis, con una celda de cuarzo de 1 mL de capacidad y un paso

optico de 1 cm. El barrido de longitud de onda fue de 250 nm a 400 nm.

4.6.5. Configuracién de parametros para la cuantificacién de vitamina A
por HPLC-DAD

Se trabajara con una configuracion de parametros del equipo de HPLC-DAD
inicial seguin se observa en la Tabla 11, esta configuracion inicial se basa en las normas
NB 34044 y NB 34045.

Tabla 11 Parametros y configuraciones iniciales para el equipo HPLC-DAD

Parametros experimentales o Configuracion de parametros
configuracion en el equipo HPLC NB 34044 NB 34045
C18 Discovery ODS C18 fase

Columna 25cmX4,6mm,5um reversa
Detector uv uv
Longitud de onda nm 325 325
Fase movil Metanol : Agua Metanol : Agua 92:8
Flujo [mL/min] 1 1
Temperatura [°C] ) 30
de columna
Volumen de
inyeccion [uL] 10 20
Tiempo de min i 12
cromatograma
Tlemp_q de min - 7,8
retencion

Fuente: Elaboracién propia
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Con la configuracion establecida en el equipo de HPLC-DAD, se procede a

introducir la muestra en el inyector para obtener un cromatograma.

4.6.6. Validacion del método desarrollado

Para la validacién del método desarrollado es necesario evaluar diferentes

parametros de desempefio segun el tipo de ensayo, los cuales se observan en la Tabla 12.

Tabla 12 Definicion de parametros de desempefio

Parametro de desempefio

Meétodos de ensayos
fisicoquimicos

Cuantitativo Cualitativo

Precision (repetibilidad, reproducibilidad interna, Si

. i No
reproducibilidad)
Veracidad (Sesgo) Si Si
Linealidad Si No
Rango de trabajo Si No
Limite de deteccion Si Si
Limite de cuantificacion Si No
Sensibilidad Si Si
Selectividad Si Si
Especificidad Si Si
Robustez Si Si
Incertidumbre Si No

Fuente: (Guerrero Postigo, Parte 2, Disefio del plan de verificacién y validacién, 2021)

Entre los diferentes parametros de desempefio descritos, no se podran realizar

todos en el presente trabajo debido a las limitantes de tiempo y falta de reactivos, por lo

que a continuacion se mencionara todos los parametros de desempefio que se llevaran a

cabo:

a) Precision (en término de repetibilidad y precision intermedia)

b) Sesgo

c) Rango de trabajo

d) Linealidad

e) Limite de deteccidn

f) Limite de cuantificacion
g) Robustez

h) Incertidumbre de medicion
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4.6.6.1.  Precision en términos de repetibilidad y precision intermedia

Para el estudio de este parametro de desempefio serd necesario la preparacion de
un aceite con contenido conocido de vitamina A, ya que en el mercado no se cuenta con
materiales de referencia certificados para aceites vegetales fortificados con vitamina A.
Entonces se fortificara un aceite neutro (sin contenido de vitamina A) agregando una
cantidad conocida de vitamina A (como retinol) y se lo considerara como muestra de
referencia, el cual se procesard segun el procedimiento de extraccion descrito

previamente. Este aceite preparado tendra una concentracion de 100 Ul/g.
4.6.6.1.1. Repetibilidad

La precision en términos de repetibilidad depende de diferentes factores, los cuales
deben permanecer constantes durante todo el proceso de andlisis, estos factores son:
muestra, método, equipos, reactivos, patrones, instalaciones, condiciones ambientales,

tiempo, personal. (Guerrero Postigo, Parte 3, Estudio de precision, 2021)

Para ello se realizaran 5 determinaciones de una muestra durante 5 dias
consecutivos. Cada dia se trabajara con extractos de vitamina recién preparados ya que la
vitamina A es sensible a la luz, oxigeno y calor, por lo que es complicado tratar de
conservar la vitamina para otros dias de analisis. El resultado que se obtendra sera la
repetibilidad en términos de desviacion estandar (Sy), este valor de repetibilidad sera
considerara aceptable si se cumple que el valor del coeficiente de variacion (CV,) sea
menor o igual al 3 %. (L6pez Casanova, 2013)

46.6.1.1.1. Analisis de consistencia y valores atipicos intra-
ensayos (ISO 16268-4)

Para evaluar si todos los resultados son consistentes en condiciones de
repetibilidad se utiliza la prueba “k” de Mandel (Guerrero Postigo, Parte 3, Estudio de
precision, 2021):
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a)

b)

Calcular la desviacion estandar de las mediciones individuales (Guerrero Postigo,
Parte 3, Estudio de precision, 2021).

S = /W Ecuacion 1

Donde n es el nUmero de mediciones individuales.

Calcular “k” para cada resultado (Guerrero Postigo, Parte 3, Estudio de precision,
2021).

k= S5 Ecuacion 2

N <2
2iTe

Donde N es el nUmero S estudiadas.

Comparar el valor k con un valor critico tabulado kcri para un determinado nivel
de significacién y un nidmero de datos de conjunto (Guerrero Postigo, Parte 3,
Estudio de precision, 2021).

Si k > keri el dato Si no es consistente y S debe rechazarse o analizar los datos

y eliminar hasta que S sea aceptable.

Si k< kei el dato Sj es consistente.

Para evaluar si todos los resultados pertenecen a la misma poblacién estadistica y

si existen valores atipicos, se utiliza la prueba “C” de Cochran:

a) Calcular la desviacion estdndar de las mediciones individuales (Guerrero
Postigo, Parte 3, Estudio de precision, 2021).

~ /Ezzl(xk - %)
S = n—1

Donde n es el nimero de mediciones individuales.
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b) Calcular “C” para cada resultado (Guerrero Postigo, Parte 3, Estudio de

precision, 2021).

s? .,
C L Ecuacion 3

N <2
Yi=1 S

Donde N es el nimero S estudiadas.

c) Comparar el valor C con un valor critico tabulado Ceri para un determinado
nivel de significacion y un nimero de datos de conjunto (Guerrero Postigo,
Parte 3, Estudio de precision, 2021).

Si C > Cgi el dato S; debe rechazarse.
Si C< Cgy el dato Sj debe aceptarse.

46.6.1.1.2. Calculo de la desviacion estandar de
repetibilidad (1SO 5725-2)

Con los datos de la desviacion estandar de le misma poblacién estadistica se
procede a calcular la desviacién estandar de repetibilidad en términos porcentuales

(Guerrero Postigo, Parte 3, Estudio de precision, 2021).

|| = 1) ST 4
S, = /—Z?n(n—l) Ecuacion 4
e 2 .,
S, (%) = f% Ecuacion 5

Donde: Sy es la repetibilidad, S es la desviacion estandar de las tres mediciones

individuales; n es el nUmero mediciones individuales; CV es el coeficiente de variacion.
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46.6.1.2. Precision intermedia

La precision en términos de precision intermedia depende de diferentes factores,
de las cuales algunas pueden permanecer constantes y otras pueden cambiar, durante el
proceso de andlisis, estos factores son (Guerrero Postigo, Parte 3, Estudio de precision,
2021):

Factores variables: Equipos, reactivos, patrones, condiciones ambientales, tiempo,

personal.
Factores constantes: Muestra, método, instalaciones.

Se realizaran 5 determinaciones de una muestra durante 5 dias. Cada dia se
trabajara con extractos de vitamina recién preparados. El resultado que se obtendra sera
la precision intermedia en términos de desviacion estandar (Sw), este valor de precision
intermedia serd considerara aceptable si se cumple que el valor del coeficiente de
variacion (CVL) respectivo sea menor o igual al 3 % (Lopez Casanova, 2013). Los factores
variables para los ensayos fueron: condiciones ambientales, como la temperatura del
laboratorio, el cual se encuentra entre 22 a 24 °C, el tiempo, trabajando en diferentes dias
y el personal, en el cual participaran 2 analistas.

4.6.6.1.2.1. Analisis de consistencia y valores atipicos inter-
ensayos (1SO 16269-4)

Para evaluar si todos los resultados son consistentes en condiciones de precision
intermedia se utiliza la prueba “h” de Mandel (Guerrero Postigo, Parte 3, Estudio de
precision, 2021):

a) Calcular el promedio de las mediciones individuales (Guerrero Postigo,
Parte 3, Estudio de precision, 2021).

b) Calcular el promedio del promedio de las mediciones individuales
(Guerrero Postigo, Parte 3, Estudio de precision, 2021).
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= N X .
X4 = % Ecuacion 6

Donde N es el nimero X; considerados en el estudio.

c) Calcular la desviacion estdndar de los promedios de las mediciones

individuales (Guerrero Postigo, Parte 3, Estudio de precision, 2021).

e
Sy = /w Ecuacion 7

d) Calcular “h” para cada resultado (Guerrero Postigo, Parte 3, Estudio de
precision, 2021).

j X

Ecuacion 8
Sa

e) Comparar el valor h con un valor critico tabulado Geri para un determinado

nivel de significacion y un numero de datos de conjunto (Guerrero Postigo,
Parte 3, Estudio de precision, 2021).

Si h > heii el dato Si no es consistente y Xi debe rechazarse o analizar los datos
y eliminar hasta que Xj sea aceptable.

Si h< heri el dato X es consistente

Para evaluar si todos los resultados pertenecen a la misma poblacion estadistica se

utiliza la prueba “G” de Grubbs (Guerrero Postigo, Parte 3, Estudio de precision, 2021).

a) Calcular el promedio de las mediciones individuales.

b) Calcular el promedio del promedio de las mediciones individuales

Donde N es el nimero X; considerados en el estudio.
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c) Calcular la desviacion estandar de los promedios de las mediciones

individuales (Guerrero Postigo, Parte 3, Estudio de precision, 2021).

d) Calcular “G” para cada resultado (Guerrero Postigo, Parte 3, Estudio de

precision, 2021).

Ecuacion 9

e) Comparar el valor G con un valor critico tabulado G para un determinado
nivel de significacion y un nimero de datos de conjunto (Guerrero Postigo,
Parte 3, Estudio de precision, 2021).

Si G > Ggi el dato X; debe rechazarse.
Si G< Ggi el dato X; debe aceptarse

4.6.6.1.2.2. Célculo de la desviacion estdndar de precision

intermedia

Con los datos de la desviacién estandar de le misma poblacion estadistica se procede a
calcular la desviacion estandar de precision intermedia en términos porcentuales como

sigue a continuacién (Guerrero Postigo, Parte 3, Estudio de precision, 2021):

a) Calcular la desviacion estandar de repetibilidad (Guerrero Postigo, Parte
3, Estudio de precision, 2021):

. puo-ns
" ti(n—1)
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b) Calcular la desviacion estandar entre los grupos (Guerrero Postigo, Parte
3, Estudio de precision, 2021):

N G 2
Sy = /W Ecuacion 10

c) Calcular la desviacion estandar de precision intermedia (Guerrero Postigo,
Parte 3, Estudio de precision, 2021):

Sge = - Ecuacion 11

=N ATy
Sy =+[SZ + SZ; = /("”% Ecuacion 12

Donde: Sy es la repetibilidad, Sq es la desviacion estandar de las mediciones individuales

y Sw es la precision intermedia.
4.6.6.2. Sesgo

Muestra el grado de concordancia entre el resultado de una medicién y un valor
de referencia aceptado (L6pez Casanova, 2013). Para evaluar este parametro, se hizo uso
del método adicion, donde se agrega una cantidad conocida de un patrén y comparar con
los resultados obtenidos, para ello sera necesario la preparacion de un aceite con contenido
conocido de vitamina A, ya que en el mercado no se cuenta con materiales de referencia
certificados para aceites vegetales fortificados con vitamina A. Entonces se fortificara un
aceite neutro (sin contenido de vitamina A) agregando una cantidad conocida de vitamina
A (como retinol) y se lo considerara como muestra de referencia, el cual se procesara
segun el procedimiento de extraccidn descrito previamente. Este aceite preparado tendra

una concentracion de 100 Ul/g.

Como criterio de aceptacion del sesgo, se utilizara el analisis de consistencia y

valores atipicos, aplicando para ello el estadistico G de Grubbs, si todos los datos
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consistentes, se procede a calcular el sesgo y su desviacion estandar respectiva (Guerrero
Postigo, Parte 4, Estudio de veracidad y linealidad, 2021).

4.6.6.2.1. Anélisis de consistencia, valores atipicos y sesgo (1SO
16269-4)

Para ello se aplica el criterio de Grubbs, el cual se basa en la relacion de la
diferencia (valor individual con el promedio general) con la dispersion (Guerrero Postigo,
Parte 4, Estudio de veracidad y linealidad, 2021):

a) Calcular el promedio de las mediciones individuales (Guerrero Postigo,
Parte 4, Estudio de veracidad y linealidad, 2021).

b) Calcular el sesgo (Guerrero Postigo, Parte 4, Estudio de veracidad y
linealidad, 2021).

b,=X—u Ecuacion 13

Donde: b; es el sesgo, X es el promedio de las mediciones individuales y u es valor

de referencia.

c) Calcular el sesgo relativo (Guerrero Postigo, Parte 4, Estudio de veracidad
y linealidad, 2021).

%b; = % x 100 Ecuacién 14

d) Calcular el promedio del sesgo relativo para un nivel de concentracion

(Guerrero Postigo, Parte 4, Estudio de veracidad y linealidad, 2021).

— N op: .,
%b = % Ecuacion 15

e) Calcular la desviacion estdndar Sp de los valores del sesgo relativo

(Guerrero Postigo, Parte 4, Estudio de veracidad y linealidad, 2021).
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Z?Ll(%bi—%—b)
N-1

Sop = Ecuacion 16

Donde: N es el nimero de mediciones en un nivel de concentracién.

f) Calcular el valor G de Grubbs (Guerrero Postigo, Parte 4, Estudio de
veracidad y linealidad, 2021)

__ %b;—%b,

G Ecuacién 17

S%b

g) Comparar el valor G con el valor de Gt para un determinado nivel de
significacion y un nimero dado de datos (Guerrero Postigo, Parte 4,
Estudio de veracidad y linealidad, 2021).

G < Gt ; El dato de b; se acepta
G > Gt ; El dato de b; se rechaza

h) Si un dato es rechazado el valor es eliminado y se repite el procedimiento
hasta que todos los valores sean aceptados (Guerrero Postigo, Parte 4,
Estudio de veracidad y linealidad, 2021).

4.6.6.3. Rango de trabajo

Es un intervalo en el cual el método proporciona resultados con una incertidumbre

aceptable, ademas este viene definido por la finalidad del método (Guerrero Postigo, Parte
5, Estudio del rango de trabajo (ISO 13530, ISO 11842), 2021).

Para determinar el rango de trabajo, se hizo uso de la curva estandar patron,

considerando una concentracion entre 1 Ul/g a 20 Ul/g para dicha curva, este se elaborara

considerando que las muestras de aceites vegetales contienen alrededor de 5 Ul/g para el

extracto diluido. El analisis seré realizado para 5 puntos de la curva estandar patron y para

poder analizar todos los datos en conjunto se calculara los porcentajes de recuperacion, la

consistencia de los mismos sera evaluados con el estadistico G de Grubbs, y elaborando

58



el grafico de Youden se determinara si el rango de trabajo es aceptable o no (Guerrero
Postigo, Parte 5, Estudio del rango de trabajo (ISO 13530, ISO 11842), 2021).

4.6.6.3.1. Anélisis de consistencia y valores atipicos

Se aplica el criterio de Grubbs, el cual se basa en la relacion de la diferencia (valor

individual con el promedio general) con la dispersion (Guerrero Postigo, Parte 5, Estudio
del rango de trabajo (ISO 13530, ISO 11842), 2021).

a)

b)

d)

Llevar los promedios de los resultados en términos de recuperacion
(Guerrero Postigo, Parte 5, Estudio del rango de trabajo (ISO 13530, 1ISO
11842), 2021).

Recuperacion = RR = % X 100  Ecuacion 18

Calcular el promedio de las recuperaciones (Guerrero Postigo, Parte 5,
Estudio del rango de trabajo (ISO 13530, ISO 11842), 2021).

PR — z:iN=1 RR;

RR * Ecuacién 19

Calcular la desviacion estandar de las recuperaciones (Guerrero Postigo,
Parte 5, Estudio del rango de trabajo (ISO 13530, ISO 11842), 2021).

Skr = | 2N, (RR; — RR)? Ecuacién 20

Calcular el valor G de Grubbs (Guerrero Postigo, Parte 5, Estudio del rango
de trabajo (1SO 13530, ISO 11842), 2021).

_ RR;-RR

G Ecuacién 21

SRR

Comparar el valor G con el valor de Gt para un determinado nivel de
significacion y un nimero dado de datos (Guerrero Postigo, Parte 5,
Estudio del rango de trabajo (ISO 13530, ISO 11842), 2021).
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G < Gt; El dato de RR; se acepta
G > Gy ; El dato de RR; se rechaza

Si un dato es rechazado el valor es eliminado y se repite el procedimiento hasta
que todos los valores sean aceptados.

4.6.6.3.2. Estudio de las recuperaciones

a) Calcular el intervalo de confianza (Guerrero Postigo, Parte 5, Estudio del
rango de trabajo (ISO 13530, ISO 11842), 2021).

SRR

Intervalo de Confianza = IC = ty_g/; * TN Ecuacion 22

b) Evaluar si el valor objetivo (100%) se encuentra dentro del IC (Guerrero
Postigo, Parte 5, Estudio del rango de trabajo (ISO 13530, ISO 11842),

2021).
Limite Inferior = LI;c = RR — # Ecuacion 23
Limite Superior = LI;c = RR + % Ecuacion 24

c) Graficar

El intervalo siempre debe contener al valor de referencia. Si el intervalo de
confianza contiene al valor de referencia (100%) los niveles de recuperacion afectados
por los errores sistematicos (sesgo) se consideran adecuados para el rango estudiado
(Guerrero Postigo, Parte 5, Estudio del rango de trabajo (ISO 13530, ISO 11842), 2021).

4.6.6.4. Linealidad

Para el analisis de la linealidad se realizara un estudio de regresion lineal con
polinomios de primer, segundo y tercer grado. Lo que se buscara es analizar que el sistema

de medicidn tenga la misma exactitud con respecto a todos los valores de referencia en el
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rango estudiado. Para ello se hara uso del estadistico t para evaluar la significancia de las

variables (Guerrero Postigo, Parte 4, Estudio de veracidad y linealidad, 2021).
Si t <t Variable No significativa
Sit > teri Variable significativa

Si las variables resultaran significativas, entonces se puede proceder a realizar un
analisis del cumplimiento de criterio de validacion, el cual depende del valor del sesgo
perteneciente al estudio del sesgo (Guerrero Postigo, Parte 4, Estudio de veracidad y
linealidad, 2021).

4.6.6.4.1. Analisis del cumplimiento del criterio de validacion

Si: El sesgo o desvio de linealidad < Error permitido: El sistema de medicion tiene

la misma exactitud con respecto a todos los valores de referencia en el rango estudiado

Si: El sesgo o desvio de linealidad > Error permitido: El sistema de medicion No
tiene la misma exactitud con respecto a todos los valores de referencia en el rango

estudiado y se debe verificar las posibles causas.

a) Calcular la diferencia (Guerrero Postigo, Parte 4, Estudio de veracidad y
linealidad, 2021).

Dy, = XM=X1er o 100 Ecuacion 25

lers

Donde: Xwmp es el valor estimado segin el modelo del polinomio con mayor valor

de ty Xier s el valor estimado segun el modelo de primer orden.

b) Calcular el criterio de validacion (Guerrero Postigo, Parte 4, Estudio de
veracidad y linealidad, 2021).

CriterioV = 0,05 X ET Ecuacién 26

Donde: ET es el error total que es igual al sesgo calculado en el estudio de sesgo.
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c) Comparar la diferencia (Guerrero Postigo, Parte 4, Estudio de veracidad y
linealidad, 2021).

|Dg.| < Criterio V Ecuacién 27

4.6.6.5. Limite de deteccion y limite de cuantificacién

4.6.6.5.1. Evaluacion de la consistencia de las recuperaciones

Se aplica el criterio de Grubbs, el cual se basa en la relacion de la diferencia (valor
individual con el promedio general) con la dispersion (Guerrero Postigo, Parte 5, Estudio
del rango de trabajo (ISO 13530, ISO 11842), 2021).

a) Llevar los promedios de los resultados en términos de recuperacion
(Guerrero Postigo, Parte 5, Estudio del rango de trabajo (ISO 13530, ISO
11842), 2021).

=
Recuperacion = RR = ; X 100

b) Calcular el promedio de las recuperaciones (Guerrero Postigo, Parte 5,
Estudio del rango de trabajo (ISO 13530, ISO 11842), 2021).

_R = %\I=1 RRI
N

c) Calcular la desviacion estandar de las recuperaciones (Guerrero Postigo,
Parte 5, Estudio del rango de trabajo (ISO 13530, ISO 11842), 2021).

N
1 -
SRR = —E RR; — RR)?2
RR N_l.l( i )
1=

d) Calcular el valor G de Grubbs (Guerrero Postigo, Parte 5, Estudio del rango
de trabajo (1SO 13530, ISO 11842), 2021).
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RR; — RR
G=———

SRR

e) Comparar el valor G con el valor de Gt para un determinado nivel de
significacién y un numero dado de datos (Guerrero Postigo, Parte 5,
Estudio del rango de trabajo (ISO 13530, ISO 11842), 2021).

G < Gt; El dato de RR; se acepta
G > G; ; El dato de RR; se rechaza

Si un dato es rechazado el valor es eliminado y se repite el procedimiento hasta

que todos los valores sean aceptados.

f) Evaluacidn de linealidad (Guerrero Postigo, Parte 5, Estudio del rango de
trabajo (ISO 13530, ISO 11842), 2021).

Si tr > teri: El modelo es lineal
Si tr < tcri: El modelo no es lineal
4.6.6.5.2. Limite de Deteccion (1SO 11842-2)

Es la concentracion minima que puede distinguirse del ruido de fondo que puede
ser detectada e identificada con un determinado grado de certidumbre. Se utilizan los
datos del modelo lineal (Guerrero Postigo, Parte 5, Estudio del rango de trabajo (ISO
13530, 1SO 11842), 2021).

Sy 2

LD=t*f* — 44 B

m T'Ly Sxx

Ecuacion 28

Donde: Sxy es la desviacion estandar residual; b es la pendiente; t es el test
estadistico al 95%, n es el numero total de las mediciones individuales para todos los MR

usados, m en el nimero de réplicas, j es el promedio entre los patrones utilizados.

63



4.6.6.5.3. Limite de Cuantificacion (1SO 11842-2)

Minima concentracion de un analito o sustancia en una muestra, la cual puede ser
detectada pero no cuantificada bajo las condiciones en que se lleva a cabo el método. Se
utilizan los datos del modelo lineal (Guerrero Postigo, Parte 5, Estudio del rango de
trabajo (1SO 13530, 1SO 11842), 2021).

LC=2#tx—xs |14 B Ecuacién 29
b m

Donde: Sxy es la desviacion estandar residual; b es la pendiente; t es el test
estadistico al 95%, n es el nimero total de las mediciones individuales para todos los MR

usados, m en el nimero de réplicas, j es el promedio entre los patrones utilizados.
4.6.6.6. Robustez (ASTM E 1169)

Es la medida de la capacidad del método a permanecer inalterado por variaciones
pequefias pero deliberadas en los parametros del método y proporciona una indicacion de
su confiabilidad durante su uso normal. Un método analitico es robusto si los resultados
no son muy sensibles a las variaciones en las condiciones experimentales (Guerrero

Postigo, Parte 6, Estudio de selectividad, especificidad y robustez, 2021).

Se plante6 un disefio experimental de 3 factores, donde cada factor tiene 2 niveles,
uno superior (+) y otro inferior (-), bajo la configuracion establecida en la Tabla 11, se
Ilevara a cabo 4 medidas. Los factores que se tendran en cuenta para este estudio seran:
Reactivo de saponificacion, Tiempo de reflujo y Temperatura de reflujo, los niveles de
estos factores se observan en la Tabla 12.

4.6.6.6.1. Arreglo experimental

El disefio experimental propuesto se muestra en la Tabla 13, para k = N - 1
variables en N corridas, donde N es un multiplo de 4 (Guerrero Postigo, Parte 6, Estudio
de selectividad, especificidad y robustez, 2021).
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Tabla 13 Disefio experimental para la robustez

N° A B C
1 + + -
2 - + +
3 + - +
4 - - -
Fuente: Elaboracién propia
Efecto E = LEGH) 2EC) Ecuacidon 30
N/2 N/2

Donde: E (+) es la respuesta o resultados cuando la variable de la cual se desea
conocer su efecto se encuentra en su nivel alto, mientras que E (-) es la respuesta o

resultados cuando la variable de la cual se desea conocer su efecto se encuentra en su nivel

bajo.

En la Tabla 14 se muestra los 3 factores experimentales con los que se analizara

la robustez del ensayo.

Tabla 14 Factores experimentales

Factor Descripcion Nivel inferior (-) Nivel superior (+)
A Reactivo de saponificacion KOH NaOH
B Tiempo de reflujo 1,5h 2h
C Temperatura de reflujo 70°C 85°C
Fuente: Elaboracién propia
4.6.6.6.2. Criterio de aceptacion y rechazo

Calcular la desviacion estandar (Guerrero Postigo, Parte 6, Estudio de
selectividad, especificidad y robustez, 2021).
Y dg

S = £ Ecuacion 31
N-1

Donde: de es la diferencia entre los efectos (Emax - Emin) por cada factor y N es el

numero de factores (segun el disefio).

Calcular el valor de “t” para cada factor E como sigue a continuacion (Guerrero

Postigo, Parte 6, Estudio de selectividad, especificidad y robustez, 2021):
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Efecto Epromedio .,
= 25 Ecuacion 32

VnN

Donde: t es el test estadistico de Student experimental, S es la desviacion estandar
del proceso de medicidn, n nimero de mediciones individuales y N es el nimero de

factores (segun el disefio).

Comparar t en valor absoluto con un valor tabulado tcri para un determinado nivel
de significacion (p), un nimero de datos de conjunto y dos colas (Guerrero Postigo, Parte

6, Estudio de selectividad, especificidad y robustez, 2021).

Si t < tei Los efectos no son significativos; y el método es robusto a los cambios

realizados.

Si t > teri los efectos son significativos; entonces es necesario identificar las
condiciones que deben ser cuidadosamente controladas y descubrir aquellas

circunstancias bajo las cuales se necesita un cuidado especial.
4.6.6.7.  Incertidumbre de medicion (ISO 21748)

Es la probabilidad o el nivel de confianza. La incertidumbre se calcula estimando
los errores que se producen en las distintas etapas del analisis (Guerrero Postigo,

Evaluacion de la incertidumbre de medicion, 2021).
4.6.6.7.1. Ecuacion de medicion
R=pu+86+B+X-1,CX; +e Ecuacion 33

Donde: R es el resultado de la medicion; p es el valor esperado; 6 es el sesgo
intrinseco del método; B es el componente del sesgo del laboratorio (medido por S.); e es
el error aleatorio (medio por Sy); Xi desviacion respecto al valor nominal, Ci es el
coeficiente de sensibilidad (Guerrero Postigo, Evaluacion de la incertidumbre de
medicion, 2021).
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46.6.7.2. Identificacion de las fuentes de incertidumbre

Error aleatorio (e) Meétodo

Sr .
pio)

Veracidad

u(R)
St (X)
Otras fuentes del
Sesgo laboratorio (B)

laboratorio

4.6.6.7.3. Incertidumbre combinada:

2 AP 2 2,2 2 i A
pe(R) = u2(6) + S; + Xi=1n CF = (Xy) + Sf Ecuacion 34

Donde (Guerrero Postigo, Evaluacion de la incertidumbre de medicién, 2021):
S, = Precision intermedia (del estudio de precisién)

S, = Repetibilidad (del estudio de precision)

Ci = Es la pendiente del estudio de linealidad

u?(X;) = Varianza entre los grupos del estudio de sesgo usando ANOVA

/ SE-(1-2)s? .
u(8) = Sz + u2(@) = ——+ 1 (D) Ecuacion 35

p? (i) = Varianza dentro de los grupos del estudio de sesgo usando ANOVA

C;u(X;) = Variacion del valor nominal
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4.6.6.7.4. Incertidumbre expandida
UR) =k * u(R) Ecuacion 36

Donde: k es el factor de cobertura 'y u(R) es la incertidumbre combinada (Guerrero

Postigo, Evaluacion de la incertidumbre de medicién, 2021).
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CAPITULO V

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.Determinacion de longitud de onda de maxima absorcién

La longitud de onda a la que la absorbancia es maxima para el patron de vitamina

A de concentracion 10 Ul/g, se muestra en la Figura 18.

2.5

324.00,1.937

2.0+

1.5

Abs

1.0

0.5+

0.0+

T T 1
250 300 350 400
Wavelength (nm)

Figura 18 Longitud de onda de maxima absorbancia para la vitamina A

Fuente: Elaboracion propia

De acuerdo con el espectro obtenido, se determiné que 324 nm es la longitud de
onda apropiada para la deteccion y cuantificacion de vitamina A en aceites vegetales
comestibles. Este resultado es aproximado respecto a la longitud de onda de trabajo (325
nm) segun las normas NB 34044 y NB 34045.
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5.2.Configuracion de pardmetros para la cuantificacion de vitamina
A por HPLC-DAD

El extracto obtenido de vitamina A de aceites vegetales comestibles se trasvaso a

un vial para su inyeccion en el equipo de HPLC-DAD. Se utiliz6 diferentes

configuraciones sobre los parametros instrumentales en el equipo de HPLC para encontrar

la configuracion méas optima, para encontrar dicha configuracion se prepard un aceite que

contenga una concentracion de 65 Ul/g de vitamina A, que se considera como el valor de

referencia, ya que en el mercado no se cuenta con materiales de referencia certificados

para aceites vegetales fortificados con vitamina A. El valor de este aceite se compar6 con

los resultados experimentales obtenidos, estos se muestran en la Tabla 15:

Tabla 15 Parametros y configuraciones experimentales en el equipo HPLC

Parametros experimentales o Parametros Resultado para el parametro valor de
configuracion en el equipo de experimental o la configuracion referencia
HPLC referencia especificada
Columna ODC C18 - -
Detector uv DAD -
Longitud de nm 325 324 )
onda
. , \ (50:50) (75:25)  (92:8)  (100:0) ]
Fase mavil Metanol : Agua 92:8 % % % %
Concentracion
vitamina A 46,839 53,292 62,376 65,212 65,338
[Ul/g]
Flujo [mL/min] 1 0,9 0,95 1 - -
Concentracion
vitamina A 63,417 64,449 65,015 - 65,338
[Ul/g]
Temperatura [c] 30 20 25 30 ) )
de columna
Concentracion
vitamina A 62,678 64,181 64,960 - 65,338
[Ul/g]
Volumen de
inyeccion [ut] 20 10 20 i i i
Concentracion
vitamina A 64,8436 64,8941 - - 65,3380
[Ul/g]

Fuente: Elaboracion propia
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La Tabla 15 muestra los resultados obtenidos de concentracion de vitamina A para
cada configuracion establecida en el equipo de HPLC, el valor de referencia fue utilizado
para discriminar entre las diferentes configuraciones utilizadas, para el caso del volumen
de inyeccion solamente se evalué 2 configuraciones. Entonces se puede definir la
configuracibn mas adecuada considerando a aquellos valores de vitamina A
experimentales que se acercaron mas al valor de referencia. La configuracién con la que

se trabajaré se muestra en la Tabla 16:

Tabla 16 Parametros instrumentales configurados en el equipo de HPLC

Fase movil Metanol 100%
Flujo 1 mL/min
Columna ODC C18
Detector DAD
Longitud de onda 324 nm
Temperatura de la columna 30°C
Volumen de inyeccion 20 pL

Fuente: Elaboracion propia
5.3.Elaboracion de la curva estandar patron de vitamina A

Para la elaboracion de la curva estandar se emple6 el equipo de HPLC-DAD, con
el cual se obtuvieron los valores de areas (MAU*s) respectivas para cada patrén medido.
Los valores de las concentraciones de cada patrén, se las calcul6 a partir de los datos
experimentales de los pesajes utilizados durante la preparacion de los mismos, como se
detall6 en la seccion experimental. Para lo obtencion de datos, se trabajé durante 6 dias
consecutivos, por cada dia de trabajo se realizé 2 ensayos, obteniéndose un total de 10

ensayos. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 17.
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Tabla 17 Datos promedios para la curva estandar patron

Dia 1 Cpatron [U1/g] 1,00 5,00 10,0 15,0 20,0

Area [mAU*s] 52,9 199 368 554 719

Dia 2 Cpatron [U1/g] 1,01 4,99 10,0 15,0 20,0

Area [mAU*s] 52,5 187 374 554 725

Dia 3 Cpatron [U1/g] 1,00 4,97 10,0 15,0 20,0

Area [mAU*s] 47,9 185 369 551 734

Dia 4 Cpatron [U1/g] 1,01 5,03 10,0 15,0 20,0

Area [mAU*s] 40,2 186 367 547 739

Dia5 Cpatron [U1/g] 1,00 5,01 10,0 15,0 20,0

Area [mMAU*s] 45,7 186 372 551 724

Dia 6 Cpatron [U1/g] 1k 5,01 10,0 15,0 20,0

Area [mAU*s] 58,3 182 382 556 741

_ Cpatron [U1/g] 1,00 5,00 10,0 15,0 20,0

Promedios £ o2 [mAU*s] 49,6 187 372 552 730
Desviacion Estandar de Cpatren 0,00403 0,0204 0,0168 0,0193 0,00374

Desviacion Estandar del Area 6,34 5,82 5,57 3,05 9,03
CV Ceatrén 0,402 0,408 0,168 0,129 0,0187

CV Area 12,8 3,11 1,50 0,552 1,24

Fuente: Elaboracion propia

La Gréafica 1 muestra los resultados de la curva estandar patron de vitamina A.

Conc.(Ul/g) Vs Area(mAU¥*s)

800,0
y =35,83871x+11,27060 .0

700,0
R%=0,99992

600,0
500,0
400,0
300,0

Area(mAU*s)

200,0 e
100,0

0,0
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

Conc(Ul/g)

Gréfica 1 Curva estandar patrén de vitamina A

Fuente: Elaboracion propia



La ecuacion para la curva estandar patron es la siguiente:

y=bx+a

Donde: b es la pendiente de la curva estandar patrén y a es el intercepto.

R? =0,9999

5.4.Validacién del método

5.4.1. Precision

y =358x + 11,3

Este parametro se establecio mediante los ensayos de repetibilidad y precision

intermedia. Se evalud la precision en términos de Desviacion Estandar de Repetibilidad
(Sr) (Tabla 18 y 19) y Desviacion Estandar de Precision intermedia (Sw) (Tabla 20 y 21).

Tabla 18 Datos obtenidos para la repetibilidad

Consistencia intra

Valores atipicos de

N° Responsable Mediciones ensayos dispersion
Ul/g Ul/g Ul/g k k<kcri C C<Ccri
x1 x2 x3
1 T1 99,7506 99,7521 99,7048 0,6827 Consistente 00,0932 Dato aceptado
2 T1 99,6870 99,6864 99,6854 0,0203 Consistente  0,0001 Dato aceptado
3 T1 99,5617 99,5817 99,5896 0,3652 Consistente 00,0267 Dato aceptado
4 T1 99,3104 99,2060 99,2233 11,4222 Consistente  0,4045 Dato aceptado
5 T1 99,7324 99,6293 99,7361 11,5419 Consistente  0,4755 Dato aceptado

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 19 Determinacion de la desviacion estandar de la repetibilidad

N
N
2 Z(n keri

Ccri X
N n Zsl = O5%) (85 %) Sr Ccvr
i=1 _1)
5 3 0007741 10 16235 0,684 995891 003935 0,03951

Fuente: Elaboracién propia
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Como se observa en la Tabla 19, el valor del CVr es menor al 3 %, y considerando
nuestro criterio de aceptacion de “CVr < 3 %”, entonces el método tiene una buena

precision en términos de repetibilidad (Sr).

Tabla 20 Datos obtenidos para la precision intermedia

N Responsable Mediciones Consistencia inter Vanresatl_plcosde
ensayos centralidad
Ullg  Ullg  Ullg h h<hcri G G<Geri
x1 X2 X3
1 T1 99,7506 99,7521 99,7048 073  bawo 073  Dato aceptado
consistente
2 T2 99,6870 99,6864 99,6854 048  bato 048  Dato aceptado
consistente
3 T1 995617 99,5817 99,5896  -0,06 _ Dato -0,06  Dato aceptado
consistente
4 T2 99,3104 99,2060 99,2233 g3g ), Dato 0,38  Dato aceptado
consistente
5 T1 99,7324 99,6293 99,7361 0, j— Dato 0,55  Dato aceptado

consistente

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 21 Determinacion de la desviacion estandar de precisién intermedia

= (n  heri Geri =
N n £ (95%)  (95%) X S 54 Cvr S, CVq Sw CVw
— 1)

il

Ullg Ul/g Ul/g % Ul/g % Ul/g %

5 30 10 1,57 1,72 99,59 0,20 0,03935 0,040 0,347 0,348 0,2029 0,204

Fuente: Elaboracién propia

Segun la Tabla 21, el valor del CVy es menor al 3 %, considerando nuestro criterio
de aceptacion de “CVw < 3 %7, entonces el método tiene una buena precision en términos

de precision intermedia (Sw).
5.4.2. Sesgo

Para el estudio de este pardmetro de desempefio, se compard el contenido conocido

de vitamina A de una muestra de referencia preparada con el valor medido
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experimentalmente (Tabla 22), obteniéndose el promedio del sesgo en términos relativos

%b = —0,17 (Tabla 23) obtenidos en 5 dias consecutivos.

Tabla 22 Datos obtenidos para el sesgo

N° Responsable i Mediciones Ul/g Valores atipicos de centralidad
Ul/g x1 X2 x3 G G<Gcri

1 T1 99,7595 99,7506 99,7521 99,7048  0,7321 Dato aceptado

2 T1 99,7595 99,6870 99,6864 99,6854  0,4849 Dato aceptado

3 T1 99,7595 99,5617 99,5817 99,5896  -0,0571 Dato aceptado

4 T2 99,7595 99,3104 99,2060 99,2233  -1,7098 Dato aceptado

5 T3 99,7595 99,7324 99,6293 99,7361  0,5498 Dato aceptado

Fuente: Elaboracion propia

Como todos los vales medidos son aceptados segun el andlisis de consistencia y

valores atipicos, se procede a calcular el valor del sesgo y su desviacién estandar.

Tabla 23 Determinacion del sesgo

Geri — . B
N |n (95%) %b Soip

5| 3| 1,7150 | -0,1708 | 0,2008
Fuente: Elaboracion propia
5.4.3. Rango de trabajo

Para determinar el rango de trabajo, se hizo uso de la curva estandar patrén,
considerando una concentracién entre 1 Ul/g a 20 Ul/g para dicha curva, los resultados
obtenidos para los 5 puntos de la curva estandar patron con su respectivo analisis de
consistencia de datos se muestran en la Tabla 24.
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Tabla 24 Datos obtenidos para la linealidad y rango de trabajo

N° Responsable vl Mediciones Ul/g X G G=Gecri
Ul/g x1 X2 Ul/g
1 T1 1,000 11,0010 11,0078 1,0044 1,6213 Dato Aceptado
2 T1 1,000 10,9997 11,0134 1,0065 2,6262 Dato Aceptado
3 Tl 1,000 11,0010 11,0090 1,0050 1,9151 Dato Aceptado
4 T1 1,000 10,9992 1,00561 11,0021 0,5819 Dato Aceptado
5 Tl 5,000 5,0033 4,9854 4,9943 -0,9585 Dato Aceptado
6 Tl 5,000 5,0001 5,0000 5,0000 -0,4213 Dato Aceptado
7 Tl 5,000 14,9717 5,0309 5,0013 -0,3022 Dato Aceptado
8 Tl 5,000 5,0081 5,0064 5,0073 0,2567 Dato Aceptado
9 T1 10,000 9,9850 10,0009 9,9930 -0,7549 Dato Aceptado
10 Tl 10,000 9,9983 9,9999 9,9991 -0,4668 Dato Aceptado
11 T1 10,000 19,9949 9,9952 9,9951 -0,6555 Dato Aceptado
12 T1 10,000 10,0330 10,0102 10,0216 0,5882 Dato Aceptado
13 T1 15,000 14,9800 14,9730 14,9765 -1,1600 Dato Aceptado
14 T1 15,000 14,9999 15,0002 15,0001 -0,4228 Dato Aceptado
15 T1 15,000 15,0055 14,9900 14,9978 -0,4943 Dato Aceptado
16 T1 15,000 14,9937 15,0268 15,0102 -0,1045 Dato Aceptado
17 T1 20,000 19,9942 19,9977 19,9959 -0,5195 Dato Aceptado
18 T1 20,000 19,9999 19,9999 19,9999 -0,4269 Dato Aceptado
19 Tl 20,000 19,9945 19,9965 19,9955 -0,5307 Dato Aceptado
20 T1 20,000 20,0037 20,0008 20,0023 -0,3716 Dato Aceptado

Fuente: Elaboracién propia

Como todas las mediciones son aceptables segun el estadistico G de Grubbs, se

procedio a la elaboracion del grafico de Youden, este grafico demuestra si el rango de

trabajo planteado es adecuado para el método de analisis, este se muestra en la Gréfica 2.
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100,3 - Elintervalo debe contener al valor de referencia
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Grafica 2 Gréfica de Youden para las recuperaciones del rango de trabajo

Fuente: Elaboracion propia

El valor de referencia (punto morado) en la Gréfica 2, se encuentra dentro de los
limites inferior (LIic) y superior (LSic) del intervalo de confianza, por lo tanto, se acepta
el rango de trabajo planteado.

5.4.4. Linealidad

Para este estudio, se determind: R (coeficiente de correlacion mudltiple), R?
(coeficiente de determinacion), a (intercepto) y b (pendiente), para el 95% de confianza
en un analisis de regresion — polinomio de ler grado (Tablas 25, 26 y 27).

Tabla 25 Estadisticas de regresion (polinomio de ler grado)

Coeficiente de correlacion

. 0,99999997
multiple
Coeficiente de determinacion R?  0,99999994
R? ajustado 0,99999992
Error tipico 0,00221011
Observaciones 5

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 26 Analisis de varianza

Grados de Suma de Promedio Valor critico
. de los F
libertad cuadrados de F
cuadrados
Regresion 1 230,640128 230,640128  47217917,3 6,7969E-12
Residuos 3 1,4654E-05 4,8846E-06

Total 4 230,640143
Fuente: Elaboracion propia

Tabla 27 Anélisis de varianza (continuacion)

Coeficie Error  Estadisti Probabil Inferior  Superior Inferior Superior
ntes tipico cot idad 95% 95% 95,0% 95,0%
Intercep
cion 0,00392 0,00178 2,19891  0,115289 -0,00175 0,009595 -0,001754  0,009594
Variable
X1 0,99965 0,00014 687153 6,78E-12 0,999190 1,000117  0,999191 1,000117

Fuente: Elaboracion propia

Se utilizo el estadistico t para determinar si las variables son o no significativas
(Tabla 28)

Tabla 28 Evaluacion de significancia

Grados de libertad  ter t < teri
13 2,160 Variable significativa
13 2,160 Variable significativa

Fuente: Elaboracion

Con el estadistico t se encontr6 que para el analisis de regresién con polinomio de
ler grado las variables eran significativas, entonces fue necesario realizar un analisis del
cumplimiento del criterio de validacion (Tabla 29), donde se debe cumplir que: “sesgo 0

desvio de linealidad < Error permitido”.
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Tabla 29 Analisis del cumplimiento del criterio de validacion

Prediccion  Prediccion  Prediccion S
p ul/ lerorden  2doorden  3er orden DeL E/T C“Srlo |<DECL| oV
. Ullg Ullg Ullg Ullg 0 s Critertio_
Criterio de
1 1 1,005 1,004 1,004 1,004 0,072 0,171 0,085 verificacion
cumplido
Criterio de
2 5 5,001 5,002 5,002 5,003 0,007 0,171 0,085 verificacion
cumplido
10,00 . Criterio de
3 10 ! 10,000 10,000 10,000 0,171 0,085 verificacion
2 0,008 .
cumplido
14,99 - Criterio de
4 15 ! 14,999 14,998 14,998 0,171 0,085 verificacion
6 0,007 )
cumplido
19,99 Criterio de
5 20 8 19,997 19,998 19,998 0,005 0,171 0,085 verificacion
cumplido

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados obtenidos nos muestran que se cumple el criterio de validacion, por

lo tanto, el sistema de medicion tiene la misma exactitud con respecto a todos los valores

de referencia en el rango estudiado.

de la recta y = 0,99966x + 0,0039205.

Rango lineal =

1,000

De los estudios de rango de trabajo y linealidad se obtuvo que:

a 20,00 Ul/g

Rango de trabajo =

LC

a LSRL Ullg

Rango de trabajo= 0,0210' a 20,00 Ul/g

LC = Limite de Cuantificacion

! Del estudio de Limite de Deteccion y Cuantificacion

Para este estudio se obtuvo un valor de R = 0,9999, R? = 0,9999, con una ecuacion
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LSRL = Limite Superior del Rango Lineal
5.4.5. Limites de deteccion y cuantificacion

Para determinar los limites de deteccidn y cuantificacion, se aplicé el criterio G de
Grubbs, para aceptar o rechazar los datos obtenidos (Tabla 30),

Tabla 30 Datos obtenidos para el limite de deteccidn y limite de cuantificacion

Respo X

N° nsable M Ul/g Mediciones Ul/g Ullg G G=Gecri
x1 X2 x3 x4 x5 X6

1 0TI 1000 1,0010 10010 00997 10078 09992 10051 10023 13717 Aceptado

2 0TI 5000 50033 50000 50001 50309 50081 50064 50081 0,7686 Aceptado

3 TL 10000 99999 99949 99983 99952 0000 1001 99909 - Aceptado
14980 15005 14099 14090 14993 15026 14,999 -

4 T1 15,000 0 5 9 0 7 8 30,7349 Aceptado
19997 19099 19,999 19,096 20,003 20,000 19,999 -

5 T1 20,000 7 9 9 5 7 8 80,7045 Aceptado

Fuente: Elaboracion propia

Para calcular los valores del limite de deteccion y el limite de cuantificacion se
utiliz6 las Ecuaciones 28 y 29. En la Grafica 3 se muestran los resultados obtenidos para

el limite de deteccién y el limite de cuantificacion.

)

LD (u/g)= 0,0105 LC (Ul/g)= 0,0210 LSRT=LSIL|

Grafica 3 Zona de deteccion y cuantificacion

Fuente: Elaboracion propia

5.4.6. Robustez

La robustez de la metodologia se establecio realizando variaciones en 3 factores
del metodo que fueron: reactivo de saponificacion, temperatura de reflujo y tiempo de
reflujo (Tabla 14).
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En la Tabla 31 se muestran las mediciones obtenidas para el estudio de robustez.

Tabla 31 Datos obtenidos para la robustez

N° Responsable VR Ul/g Medicion Ul/g X Ul/g
X1 X2

1 T1 99,7595 99,5556 99,6823 99,6189

2 T1 99,7595 99,5661 99,5823 99,5742

3 T1 99,7595 99,5056 99,5323 99,5189

4 T1 99,7595 99,7546 99,7493 99,7519

Fuente: Elaboracion propia

Segun el estadistico t que se describio en la seccion experimental, se evaluo la

significancia de los efectos individuales (Tabla 32).

Tabla 32 Evaluacion de los efectos

Factor Descripcion Efecto E S t [t] < teri
A Reactivo de saponificacion ~ -0,094 0,059 -2,3 Efecto no significativo
B Tiempo de reflujo -0,039 0,059 -0,9 Efecto no significativo
C Temperatura de reflujo -0,139 0,059 -3,3 Efecto no significativo

tcri = 4,30

Fuente: Elaboracion propia

De la tabla anterior, se observa que los efectos de la variacion de los factores no

son significativos, estos resultados se pueden observar en la Gréafica 4.
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En la Grafica 4 se puede observar las significancias de los efectos de los factores.
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Grafica 4 Comportamiento de la significancia de los efectos de los factores estudiados

Fuente: Elaboracion propia

Las limites superior (linea roja) y limite inferior (linea azul) muestran los limites
por fuera de los cuales, los efectos de los factores se consideran significativos, pero como
se observa en la grafica anterior, los 3 factores que fueron evaluados para el estudio de
robustez (reactivo de saponificacion, tiempo de reflujo y temperatura de reflujo) se
encuentran dentro los limites superior e inferior, entonces se considera que los efectos de
los factores no son significativos, por lo tanto la capacidad del método es buena al

permanecer inalterado por variaciones de los factores mencionados.
5.4.7. Incertidumbre de medicion

Se identificd las fuentes de incertidumbre del método, los cuales fueron: error
aleatorio en términos de repetibilidad (Sr), obtenido del estudio de precision, sesgo del
laboratorio en términos de precision intermedia (Sw), obtenido del estudio de precision,
incertidumbre del método asociado a la veracidad (u(8)), calculado a partir de los datos
de repetibilidad y precisién intermedia (ecuacién 35), y otras fuentes de laboratorio
durante las mediciones (u(X;)), calculados a partir del valor de la pendiente del polinomio
de ler orden obtenido del estudio de linealidad y de datos obtenidos del analisis de

varianza del estudio del sesgo.
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Las incertidumbres tipicas de cada fuente mencionada se muestran en la Tabla 33.
La incertidumbre tipica de la repetibilidad (Sr) y la precision intermedia (Sw) se obtuvo

del estudio de precision.

Tabla 33 Contribucion de las incertidumbres tipicas

Magnitud Unidad Incertidumbre tipica (Hi(y))
Repetibilidad (Sy) Ul/g 0,03935
Precision intermedia Ullg 0,02733
(Sw)
Sesgo (3) Ul/g 0,03554
Variacion del valor Ullg 0,3469

nominal (Ci*u(Xi)
Fuente: Elaboracion propia

A partir de las incertidumbres tipicas se calcul6 la incertidumbre combinada, el

resultado fue el siguiente:
u(R) =0,3520[U1/g]

Con los datos de grados efectivos de libertad 9, rqctivos = 10,60 y el factor de

cobertura k = 2 se calcul6 la incertidumbre expandida:
U(R) = 0,7040[UI/g]
Entonces la incertidumbre expandida relativa es de:
Ur = 0,7057 %

Las contribuciones de las fuentes de incertidumbre sobre la incertidumbre total se

muestran en la Grafica 5.
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Fuente de incertidumbre

-

Sesgo (8) I

Reproducibilidad interna (SL)

Repetibilidad (Sr)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 920
Contribucién de las fuentes de incentidumbre en la incertidumbre total (%)

100

Grafica 5 Contribucién de las fuentes de incertidumbre

Fuente: Elaboracidn propia

5.5.Cuantificacidn de vitamina A por HPLC en muestras de aceites

vegetales

Para el analisis de HPLC se determind experimentalmente que el tiempo de

cromatograma mas adecuado fue de 5 min, y un tiempo de retencién para la vitamina A

de 2,769 min. El cromatograma obtenido para la vitamina A se muestra en la Gréfica 6.

mAl

25
20
15
10

DAD1 A, Sig=324 4 Ref=360,100 (011-P2-C3-3.39.0)

—_— 12

Gréfica 6 Cromatograma de vitamina A

Fuente: Elaboracion propia
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Las muestras utilizadas para el andlisis fueron aceite comercial de soya y aceite
mezcla de soya-girasol, los valores calculados acompafiados con su valor de

incertidumbre correspondiente fueron:

Soya-girasol Soya

(64,24 +1,10)Ullg (62,34 £ 1,13) Ul/g

Para un factor de cobertura de k = 2,23.
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CAPITULO VI
6. CONCLUSIONES

Desarrollary validar un método analitico para la determinacion de la vitamina A en
aceites comestibles por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) en el
Instituto Boliviano de Metrologia (IBMETRO).

Se desarroll6 un método de analisis para la cuantificacion de vitamina A por HPLC
en aceites vegetales comerciales de soya y mezcla de soya-girasol, para el cual se elabord
un protocolo donde se detallan el método desarrollado en la institucion de IBMETRO, el

cual se muestra en el Anexo II.

Los resultados obtenidos del parametro de desempefio de precision, en términos
de repetibilidad (S=0,03935) y precision intermedia (Sw=0,2029), cumplieron
satisfactoriamente con los criterios de aceptacion establecidos. Entonces podemos

concluir que el método reune todas las condiciones apropiadas para el uso previsto.

Para el estudio del sesgo, se obtuvo un resultado de %b = —0,17, el cual nos
muestra que el proceso de extraccion y cuantificacion de vitamina A desarrollado fue

bastante eficiente al mostrar valores de medicién muy cercanos al valor de referencia.

Para el estudio de rango de trabajo, se evalud los niveles de concentracion 1, 5,
10, 15y 20 Ul/g. Se encontr6 que el intervalo de confianza contiene al valor de referencia,

por lo tanto, se acepta el rango de trabajo estudiado entre 1 a 20 Ul/g como aceptable.

Para el estudio del parametro de linealidad, se utilizo el estadistico t y un criterio
de validacion |Dg, | < Criterio V para evaluar la significancia de los resultados, como el
desvio de linealidad < Error permitido, el sistema de medicion tiene la misma exactitud

con respecto a todos los valores de referencia en el rango estudiado.

Del estudio de rango de trabajo y linealidad, se obtuvo que el rango lineal se

encuentra entre 1,00 a 20,0 Ul/g.
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Para el analisis del parametro de limite de deteccion y cuantificacion, se hizo uso
del estadistico de "t" para encontrar que la calidad de la recta obtenida fue aceptable. A
través de los datos obtenidos de la evaluacion de la linealidad, se calculd el limite de
deteccion (0,0105 Ul/g) y el limite de cuantificacion (0,0210 Ul/g), los cuales nos

muestran los limites de la zona de deteccion y la zona de cuantificacion.

Para el estudio del pardmetro de desempefio de robustez, se evalud la significancia
de los efectos debido a la variacion de 3 factores experimentales a través del estadistico t,
el cual nos mostré que los efectos de los 3 factores no fueron significativos. Entonces el
impacto de los errores de los componentes sistematicos y aleatorios asociados al método
de ensayo debido a la variacion en 3 factores, no afectd la robustez del método dentro de
rango de trabajo, por lo tanto, el método de ensayo es robusto y sélido para la matriz
donde se aplica (aceite vegetal comestible) y el rango de trabajo ya definido, segln las

condiciones establecidas en el procedimiento.

Para la estimacion de la incertidumbre de la medida, se identificd las fuentes
posibles de incertidumbre, se calcul6 las contribuciones a la incertidumbre tipica, y se
encontr6 que la fuente de mayor incertidumbre proviene de la variacién del valor nominal
el cual representa un 97,13 % de la incertidumbre. A través de la incertidumbre tipica se
calculd la incertidumbre combina u(R) = 0,3520 [UI/g], y el factor de cobertura k = 2
para finalmente calcular la incertidumbre expandida U(R) = 0,7040 [UI/g] y la

incertidumbre expandida relativa Uy = 0,7057 %.

Por lo descrito en parrafos anteriores, se logro validar un método de cuantificacion
de vitamina A por HPLC, el cual es aplicable en el laboratorio donde se desarroll6 el
método, con todas las condiciones que le corresponden. Haciendo uso del método
desarrollado y validado, se analizd 2 aceites comerciales, aceite vegetal de soya y mezcla
de soya-girasol, para los cuales se determiné los valores de concentracion de vitamina A
correspondientes a cada aceite junto con la incertidumbre de medicion para un factor de
cobertura de k = 2,23, obteniéndose una concentracion de (62,34 + 1,13) Ul/g para el

aceite de soya, y (64,24 + 1,10) Ul/g para el aceite de mezcal soya-girasol.
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Segun la Norma Boliviana para los aceites comestibles de soya y mezcla de soya-
girasol NB 161:2016 y NB 685:2016 respectivamente, el contenido de vitamina A debe
encontrarse en un rango de 6000 a 6500 [U1/100 g] o su equivalente de 60 a 65 [UI/g], los
resultados obtenidos nos indican que tanto el aceite de soya como el aceite de mezcla
soya-girasol, estan dentro de los limites establecidos segun las Normas Bolivianas

mencionadas.
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7. RECOMENDACIONES

Para la validacion de la metodologia es recomendable utilizar un material de
referencia certificado (MRC) de aceite vegetal con contenido de vitamina A para poder

realizar analisis con mayor fiabilidad.

Es recomendable el uso de un gas (como el nitrégeno) que no interactle con la
vitamina A, evitando asi su degradacion por accién del oxigeno del ambiente durante el

proceso de extraccion de la vitamina.
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9. ANEXOS

ANEXO |

Equipos de laboratorio

Anexo 1 Espectrofotometro UV-VIS

Marca Agilent Technologies, Cary Series UV-Vis Spectrophotometer

Modelo Cary 100 UV-Vis

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 2 Cromatografo de HPLC

Marca Agilent, Modelo 1260 Infinity Il

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 3 pH-metro y soluciones buffer

Marca Mettler Toledo, Seven compact

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 4 Balanza analitica

Marca Mettler Toledo, Modelo XS204

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO 11
Protocolo de cuantificacion de vitamina A validado
Objeto y campo de aplicacion

Este protocolo establece el método para determinar vitamina A y se aplica en

aceites vegetales comestibles de soya y mezcla de girasol-soya.
Definiciones
Analito

Vitamina A palmitato. CzsHeoO2, M = 524,86 g/mol

CH3 CH3

i \ \\ \ \ CHzo—u—(CH2)14—CH3

HsC CH

Método de ensayo
Principio del método

Este es un método muy selectivo que no requiere de blancos. La muestra se

saponifica con hidréxido de sodio en el etanol con dos propoésitos (IBNORCA, 2005):

a) Liberar el retinol de la matriz gelatinosa de la microcéapsula.
b) Hidrolizar el retinol de sus ésteres. Para extraer el retinol de la matriz, se utiliza
el siguiente método:
a. Extraccion con un solvente organico (n-hexano y acetona). El retinol
se separa por medio de cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), utilizando una fase estacionaria apolar (ODC Cig) y como
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fase mavil, metanol. El retinol se detecta con un detector de arreglo de

diodos a 324 nm.
Punto criticos y precauciones

Es preferible separar y determinar la cantidad de retinol libre en vez de su
palmitato, ya que el sistema de HPLC utilizado tiene mayor resolucion, sensibilidad,

precision y rapidez con el primero (IBNORCA, 2005).

Para no tener problemas de degradacion es recomendable utilizar antioxidantes
(IBNORCA, 2005).

El método aqui descrito ha sido probado para aceites vegetales comestibles de soya
y mezcla de soya-girasol fortificadas con vitamina A, sin embargo, este puede ser

utilizado para otros aceites, con los consiguientes ajustes y validacion (IBNORCA, 2005).
Materiales y equipos

e 1 soportes universales

e 1 bal6n base plana de 250 mL

e 4 pinzas de nuez (de 3 dedos)

e 1termOmetro

o 1 refrigerante serpentin

e 1 bol metélico para realizar el bafio maria

e 1 Placa calefactora

e Perlas de ebullicion para el bol metalico

e 10 Vasos de precipitado de 25 mL

e 25 unidades de Tubos falcon

e Jeringas de 5 mL

e Micropipetasde 5y 1 mL

e Espectrofotometro UV-VIS (Agilent) (ver Anexo 1)
e Cromatografo HPLC (Agilent) (ver Anexo 2)
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e pH-metro (Mettler Toledo) (ver Anexo 3)

e Balanza analitica (Mettler Toledo) (ver Anexo 4)

Reactivos

e Hidroxido de sodio, p.a. (Merck)

e Etanol absoluto, p.a.

e Acido ascorbico, 99,7 % (Scharlau)
e Cloruro de sodio, p.a. (Merck)

e n-hexano, grado HPLC (Merck)

e Acetona, p.a. (Merck)

e Retinol, 95 % (Sigma Aldrich)

e Metanol, grado HPLC (Merck)

Solucion de hidréxido de sodio 50%

Pesar 50 g de hidroxido de potasio y aforar a 100 mL con agua bidestilada. Agitar

vigorosamente y guardar en frascos de polietileno.
Solucion de cloruro de sodio 1%

Pesar 1 g de cloruro de sodio, disolverlo con 100 mL de agua bidestilada, agitar

vigorosamente. Preparar en el momento de analisis.
Mezcla de extraccion
Mezclar acetona p.a. y n-Hexano grado HPLC relacion 6:4 respectivamente.
Soluciones patrén
Solucion madre de vitamina A (retinol)

Pesar 0,0032 g vitamina A (retinol 95 %) en un frasco ambar, diluir con metanol

grado HPLC hasta llegar a un peso total de 10 g.
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Solucion patrén de vitamina A (retinol) de 1 Ul/g

Tomar un alicuota de 0,0030 g de la solucion madre de vitamina A a un frasco

ambar, diluir con metanol grado HPLC hasta un peso total de 3 g.
Solucién patron de vitamina A (retinol) de 5 Ul/g

Tomar un alicuota de 0,0150 g de la solucion madre de vitamina A a un frasco

ambar, diluir con metanol grado HPLC hasta un peso total de 3 g.
Solucion patron de vitamina A (retinol) de 10 Ul/g

Tomar un alicuota de 0,0300 g de la solucién madre de vitamina A a un frasco

ambar, diluir con metanol grado HPLC hasta un peso total de 3 g.
Solucion patrén de vitamina A (retinol) de 15 Ul/g

Tomar un alicuota de 0,04500 g de la solucion madre de vitamina A a un frasco
ambar, diluir con metanol grado HPLC hasta un peso total de 3 g.

Solucion patrén de vitamina A (retinol) de 20 Ul/g

Tomar un alicuota de 0,0600 g de la solucion madre de vitamina A a un frasco

ambar, diluir con metanol grado HPLC hasta un peso total de 3 g.
Procedimiento
Saponificacion

Pesar 5 g de muestra, se agrega en un balén de fondo plano de 250 mL, adicionar
50 mL de etanol absoluto, 0,01 g de &cido ascorbico y 10 mL de hidréxido de sodio al
50%. Poner el balon en un bafio de agua en ebullicion con un condensador de reflujo.
Reflujar por 2 h y luego enfriar por 5 min. Transferir el contenido completo del bal6n a

un matraz volumétrico de 100 mL y aforar con agua bidestilada.
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Extraccion con hexano

En un embudo de separacion poner 10 mL de muestra, 2 mL de etanol absoluto, 2
mL de cloruro de sodio al 1 % y 5 mL de mezcla. Agitar vigorosamente durante 2 min,
dejar separar las dos fases y usando una pipeta, coloque la fase orgénica (superior) en un
embudo de separacion, agregar 5 mL de mezcla, 2 mL de etanol y 2 mL de cloruro de
sodio a la fase organica y repetir el procedimiento. Lavar la fase organica en el embudo
de separacion agregando 10 mL de agua bidestilada hasta que no se evidencie un cambio
color con 3 gotas de fenolftaleina o medir su pH hasta que la solucion se encuentre a un
pH = 7. Finalmente extraer la fase organica y evaporar a bafio maria el solvente para
después disolverlo en 2 mL de metanol para su respectivo analisis por HPLC. Analizar el

extracto lo mas pronto posible.
Cromatografia

Filtrar el extracto de vitamina A con un filtro de membrana de 0,45 um y recoger

el filtrado a un vial de ambar para HPLC.

Inyectar las soluciones patron y las muestras con las siguientes condiciones

cromatograficas.

Fase movil Metanol 100%
Flujo 1 mL/min
Columna ODC C18
Detector DAD
Longitud de onda 324 nm
Temperatura de la columna 30°C
Volumen de inyeccion 20uL

Tiempo de retencién 2,8 min
Tiempo de cromatograma 5 min

Expresion de los resultados

Es necesario elaborar la curva de calibracion y asi obtener la ecuacion lineal cuyo
factor de correlacion debe ser mayor o igual a 0,9996 para su segura aplicacion en la
evaluacion del contenido de vitamina A en la muestra (IBNORCA, 2005).
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X

. Y
(Estandar) "

Concentracion de Retinol ug/mL de metanol Areaen HPLC

N1 A f(N1)

N2 A f(N2)

N3 A f(N3)

Y =a+ bX
(Y -—a) g L .
X = (Ecuacién de la curva de calibracion del estandar)

Donde:
Y = area

X = concentracidon de retinol (ug/mL)

Para la el calculo de la concentracion de retinol en la muestra se aplica la siguiente
expresion matematica (IBNORCA, 2005).
Crprc X Vi X'V,

Retinol (ug/100g) = %P x 100
a

Donde:

ChpLc: Concentracion de Retinol pg/mL calculado para la muestra en funcion de

su area en la ecuacion de la curva de calibracién del estandar.

V. Volumen de metanol en el que se disolvio la muestra para inyectar al sistema
(2mL)

Va: Volumen de alicuota para extraer (10 mL)
Vi: Volumen inicial de la muestra (100 mL)

P: Peso de la muestra
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Se debe tener registrado todos los datos desde el comienzo del anélisis, desde el
peso inicial, volumen inicial, alicuota tomada para la extraccion y el volumen de dilucion
de la muestra para inyectar al HPLC (IBNORCA, 2005).

Equivalencia

Como la expresion de los alimentos fortificados que contienen vitamina A suele
estar expresado en término de Unidades Internacionales de Vitamina A contenido, se

presenta la siguiente equivalencia.

1U.I.de vitamina A = 0,3 ug de Retinol All Trans
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Anexo 5 Planificacion de validacion del método

ANEXO 111

1| Validacién 100
2 | Establecimiento del plan de validacion 100
Determinacion de la Precision (repetibilidad,
3 e 100
reproducibilidad interna)
4 [ Determinacion de la Veracidad (sesgo) 100
5 [ Determinacidn de la Linealidad 100
6 [ Determinacién del Rango de trabajo 100
7 | Determinacion del Limite de deteccion 100
8 | Determinacion del Limite de cuantificacion 100
9 [ Determinacién de la Robustez 100
10 | Determinacion de la Incertidumbre de medicién 100
Evaluacion de los resultados obtenidos en el proceso de
11 e 100
validacién
12 Elaboracion del protocolo de cuantificacion de vitamina 100
A por HPLC en aceites vegetales comestibles
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ANEXO IV

Documento de conformidad de trabajo desarrollado en el Instituto Boliviano de
Metrologia — IBMETRO
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FSTADQ PLUNINALIONAL oy 3 c 0
MINISTERIO DE DESARROLL
lA PRODUCTIVO Y ECONOMIA PLURAL

1y INSTITUTO BOLIVIANO
DE METROLOGIA

IBMETRO

La Paz 03 de febrero de 2022

Dr. Heriberto Castaneta M.
DIRECTOR DE CARRERA DE CIENCIAS QUIMICAS
Presente.-

Ref.: Conformidad de trabajo desarrollado en el Instituto Boliviano de Metrologia - IBMETRO

Distinguido doctor, mediante la presente doy CONFORMIDAD que la universitaria GILDA
LINA CRUZ OCHOA, con C.I. 10022616 LP., realizo su trabajo dirigido para optar al grado de
licenciatura, con titulo “DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO PARA LA DETERMINACION
DE VITAMINA A EN ACEITES VEGETALES POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(HPLC)” en el Laboratorio de Organica de la Unidad de Metrologia Quimica correspondiente a la
Direccion de Metrologia Industrial y Cientifica, el cual ha cumplido y concluido con las exigencias
requeridas.

Es cuanto certifico para fines que convengan a la interesada.
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