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RESUMEN

TITULO: Desarrollo e implementacién de métodos analiticos para la determinacion vy
cuantificacién de vitaminas A, E y C en jugos y productos lacteos usando cromatografia
liquida de alta eficiencia con deteccidn ultravioleta visible multivariable.*

Autor: Lina Maria Sanchez Reyes**

Palabras clave: Vitaminas liposolubles e hidrosolubles, HPLC, UV-Vis longitud de onda
multivariable, validacion, implementacion, confirmacion.

Descripcion:

En el presente proyecto se desarrollé6 un método analitico para la determinacion y cuantificacién de
vitamina C en jugos y productos néctar, ademas se confirmé un método para el andlisis de
vitaminas liposolubles A y E en productos lacteos. Se determinaron las figuras analiticas de mérito
para confirmar que los resultados obtenidos por estas técnicas fueran validos, coherentes y
confiables para las entidades reguladoras y los clientes. Ademas se confirmé el empleo de estos
métodos para el analisis de muestras comerciales, confirmando que no hay diferencias
significativas entre los resultados obtenidos y los reportados por el comerciante.

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 evalué 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 determind analizando un material de referencia certificado y se comprob6 la
veracidad de los resultados utilizando una prueba estadistica t student, por Gltimo para el método
de vitaminas liposolubles la exactitud se evalu6 como porcentaje de recuperacion obteniendo
porcentajes en un intervalo de 86-108%.

Los resultados obtenidos permiten demostrar que los métodos desarrollados son precisos, exactos,
lineales y confiables, pueden ser empleados en andlisis de rutina en el laboratorio de alimentos
CICTA para determinar vitaminas liposolubles en productos lacteos y andlisis de vitamina C en
jugos y productos néctar.

*Trabajo de Grado
**Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica. Director; Luis Javier Lopez Giraldo.
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ABSTRACT

Title: Development and implementation of analytic methods for vitamins A, E and C
determination and quantification in juices and milk products using High Performance liquid
chromatography with multivariable ultraviolet — visible detection.*

Author: Lina Maria Sanchez Reyes**

KeyWords: Hydrosoluble and fat-soluble vitamins. HPLC. Multivariable UV-Vis wavelength.
Validation. Implementation. Confirmation.

Description

In the present work, an analytic method for vitamin C determination in nectar juices and products
was developed; also a method for fat-soluble vitamins A and E analysis in milk products was
confirmed. The merit analytic figures were determined to confirm that the obtained results by these
techniques were valid, coherent and reliable for regulator entities and customers. Furthermore, the
use of these methods for the analysis of samples is confirmed, confirming that there are no
significant differences between the results and those reported by the merchant

Linearity was evaluated with the obtained results from de calibration curve where R* > 0.999 and
detection limits ad quantification between 0,06-1,79 ppm and 0,19-5,96 ppm values respectively
were observed. Precision was evaluated in terms of retention times and area repeatability and
intermediate accuracy, obtaining percentages of CV < 5%. Vitamin C method accuracy was
determined analyzing a certificated reference material and results veracity was proved using a t
student statistical test. Finally, for fatsoluble vitamins method, the accuracy was evaluated as
recovery percentage, obtaining values between 86-108%.

The obtained results demonstrate that developed methods are precise, accurate, linear and

reliable. They can be used in routine analysis in CICTA food laboratory to determine fat-soluble
vitamins in milk products and vitamin C analysis in nectar products and juices

*Grade work
** Faculty of Science, School of Chemistry. Director; Luis Javier Giraldo Lopez.
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INTRODUCCION

Actualmente, el analisis de alimentos es un campo de investigacion importante en
la quimica, debido a la necesidad de productos alimenticios que sean mas
seguros, saludables y funcionales. Aunque inicialmente hubo mayor interés en la
presencia de aditivos, toxinas, contaminantes o residuos en los alimentos, los
estudios también han sido encaminados al analisis de la composicién de los
constituyentes elementales de los alimentos, como azucares, lipidos, vitaminas,
entre otros, debido a la importancia que tienen estos en la nutricién. Por ello, la
determinacion del contenido de vitaminas no solo es de importancia para el control
de calidad de las empresas, sino también para los consumidores, quienes han
adoptado una postura mas estricta respecto a los beneficios de los alimentos que

consumen.

Esta necesidad de los consumidores por mejorar su alimentacién y conocer los
nutrientes que traen los alimentos que consumen, conduce a la busqueda de
técnicas analiticas mas precisas y eficientes para cuantificar vitaminas. En la
literatura se encuentra gran variedad de publicaciones con estudios realizados
mediante diferentes técnicas analiticas, que incluyen aproximaciones

fluorimétricas, colorimétricas, potenciométricas y cromatograficas.[1-3]

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 fisiologico. Se divide en dos grupos, vitaminas liposolubles y

vitaminas hidrosolubles.
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Hoy en dia, el analisis de vitaminas en alimentos se convirti6 en un estudio
rutinario usando diferentes ensayos como colorimetria, fluorometria, ensayos
biolégicos, ensayo inmunoenzimatico, voltamperometria, potenciémetria,
cromatografia de gases, cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con
diferentes sistemas de deteccién. Desde mediados de los afios 70s el método
escogido para el analisis de vitaminas en alimentos es HPLC [4], debido a que
esta técnica no necesita derivatizacion de la muestra, no es una técnica

destructiva y la deteccion es selectiva.

En los dltimos 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 andlisis, ademds, 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 producen

resultados validos y coherentes con el objetivo previsto.

En la resolucion 333 de 2011[5], se establece el reglamento técnico sobre los
requisitos de rotulado o etiquetado nutricional que deben cumplir los alimentos
envasados para consumo humano. En esta resolucion el ministerio de proteccién
social obliga la declaracion de nutrientes en cualquier tipo de alimento que declare
informacion nutricional. Alli se dispone que las cantidades de vitaminas A, Cy E
deben expresarse con el nUmero entero mas cercano a la unidad en porcentajes
del valor diario por porcion de alimentos, pero no hacen obligatoria este reporte
para alimentos que contiene cantidades inferiores al 2% del valor de referencia por
porcion de alimento; pero si se debe reportar al final de la tabla nutricional que
este alimento no es fuente significativa de estas vitaminas. Estos valores
reportados deben ser el resultado de estudios realizados por métodos analiticos y
gue hayan sido validados, que se haya comprobado que es un método sensible,

robusto, veraz, y confiable.
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Debido a esta resolucion y a la importancia de reportar los valores de vitaminas en
los alimentos empacados, se hace completamente necesario que en los
laboratorios que se quiera realizar estos analisis, se validen los métodos
desarrollados y se compruebe con materiales de referencia la confiabilidad de los

resultados.

En este trabajo realizado en el Laboratorio de Alimentos CICTA de la Universidad
Industrial de Santander se desarroll6 e implemento un método analitico para la
determinacién de vitamina C en jugos y se confirmé un método para la
cuantificacion de vitaminas liposolubles (vitamina A y vitamina E) en productos
lacteos, utilizando cromatografia liquida de alta eficiencia con un detector de
radiacion ultravioleta multivariable (UV-VIS). Esto debido a la necesidad del
laboratorio de alimentos CICTA 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 informacién es presentada a las

entidades reguladoras y a los consumidores en las etiquetas de los productos.
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1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar e implementar un método analitico para la determinacion de vitamina C
en jugos, y confirmar una metodologia para la cuantificacion de vitamina Ay E en
productos lacteos para el Laboratorio de Alimentos de la Universidad Industrial de
Santander CICTA.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar un método cromatogréafico para la determinacion y cuantificacion de
vitamina C.

Implementar un método cromatografico para determinacion y cuantificacion de
vitaminas liposolubles (A 'y E).

Construir las figuras analiticas de mérito para la confirmacion de los métodos

analiticos desarrollados por HPLC.
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2. MARCO TEORICO

2.1. MARCO CONCEPTUAL

2.1.1. Vitaminas

Las vitaminas son un grupo de sustancias organicas de variada estructura y bajo
peso molecular, sin valor energético propio, que actian 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 o en suplementos multivitaminicos[6]. Aunque se
necesiten en pocas cantidades, su ausencia determinara el éxito o fracaso en los
procesos basicos y fundamentales del metabolismo celular. Se conocen 13
vitaminas esenciales en la nutricion humana y son clasificadas en dos grupos de
acuerdo a su solubilidad[6-8], 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.

2.1.1.1. Vitaminas liposolubles. Estas vitaminas son solubles en grasas y aceites,
se almacenan en tejidos adiposos del cuerpo y en el higado, por lo que no es

necesario consumir diariamente alimentos ricos en estas vitaminas[9].

2.1.1.1.1. Vitamina A (Retinol). Fue descubierta por una pareja de investigadores
(Elmer Verner Mc Collum y Marguerite Davis) de la Universidad de Wisconsin-
Madison y al mismo tiempo, por otra pareja de cientificos de la Universidad de
Yale (Lafayette Mendel y Thomas Burr Osborne) en 1917, mientras estudiaban los
efectos de la grasa en la dieta. La llamaron A, al considerarla como el primer factor
gue afectaba a las personas con sobrepeso y obesas. Harry Steenbock, descubrio
en 1919 la relacion que habia entre los pigmentos amarillos de algunas plantas (B-

caroteno) y la vitamina A [10].
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La vitamina A es un alcohol primario poliénico isopropenoide con 5 enlaces dobles
conjugados. Para la actividad biolégica es esencial la existencia de un anillo de 6
carbonos (ciclo-hexano), pero la introduccion de ciertas modificaciones en el anillo
producira disminucion 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. [11]

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 almacenado y de la forma de conservaciéon[12]. En la tabla 1,
se presenta la estructura, funcién, algunas propiedades fisicoquimicas y las

fuentes primarias de esta vitamina.

Tabla 1. Caracteristicas generales de la vitamina A
Nombre IUPAC: 3,7-dimetil-9-(2, 6,6-trimetil- Cita
Vitamina A (retinol) 1-ciclohexenil) -nona-2, 4, 6,8-tetraen-1-ol. bibliogréafica
Ca0H300

Productos animales: Leche, crema, mantequilla,
qgueso, huevos, carne, higado, aceite de higado
Fuentes de bacalao. Productos de origen vegetal: [9,12]
espinacas, zanahoria, espéarragos, calabaza y
en frutas como la naranja, el mango y el melén.

HsC CH

3\ XX _CH0H [13]
Estructura

CHj3

Promueve el crecimiento, la reproduccion, el
desarrollo fetal. Es de gran importancia su [14]
presencia en el ciclo visual, protege la piel y

Funcién participa en la elaboracion de enzimas en el
higado y de hormonas sexuales vy
suprarrenales.

Propiedades Punto ebullicion: 122.5°C, punto de fusion:
fisicoquimicas 63°C, Color: amarillo, soluble en: metanol, [13]
acetona y cloroformo.
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2.1.1.1.2. Vitamina E. Fue descubierta por dos estadounidenses en 1922, Herbert
Mclean Evans y Katehrine Bishop [10]. Al realizar un experimento con ratas, donde
las alimentaban con alimentos que contenian Unicamente vitaminas conocidas
hasta ese momento (A, B, C y D) y observaron que éstas no podian reproducirse.
Luego las empezaron a alimentar con germen de trigo y lechuga y este problema
se resolvio, asi pudieron concluir que en estos alimentos habia un componente
que ayudaba a la reproduccion. Afos después, en 1925, Evans propuso
denominarlo vitamina E, y al conocer los efectos que causaba la falta de esta
vitamina en el cuerpo la denomind “tocoferol” (del griego Tocos: descendencia y
Pherein: llevar) [15].

El termino vitamina E es utilizado para designar un grupo de ocho isémeros
naturales de tocoferoles y tocotrienoles (a, B, y, ®) (figura 1). Los tocoferoles
derivan del tocol, que tiene un anillo aromatico, llamado cromano con un grupo
hidroxilo y una cadena poliprenoide. Si la cadena poliprenoide es saturada
corresponderan a los tocoferoles y si es insaturada a los tocotrienoles. Estos ocho
isdbmeros varian segun el grupo que se encuentre en la posicion 5, 7 y 8 del anillo
central de cromanol. El isbmero a-tocoferol es la forma més abundante en la

naturaleza y es la que tiene mayor actividad bioldgica. [(15),(16)]
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Figura 1. Estructura de los vitAmeros de la vitamina E

CHe /CH_a /{: Hs fCH_—;
0 CH,
Ra
Ri=F:»=Rs=H Tocol
Ri1=R:=Rs:=H Tocotrienol
R1=R:=R3:=CHz3 o-Tocoferol .
Ri1=R:=R3=CH3 a-Tocotrienol

Ri=Rs=CHs; Ro=H  p-Tocoferol p _p _chipi=H  B-Tocotrienol

Ri=H: R>=Rs=CH3 y-Tocoferol g —p; Ry=Rs=CH; y-Tocotrienol

R1=R:=H: R:=CHz3 0-Tocoferol R;=R:=H; R:=CHj d-Tocotrienol

La principal funcion que tiene la vitamina E es su acciéon antioxidante, la cual se le
atribuye por su capacidad de proteger las membranas celulares, impidiendo la
oxidacion de éstas por los radicales libres [17]. Otras propiedades de esta vitamina
son: inhibir la sintesis de prostaglandinas y la agregacion plaquetaria; su déficit
aumenta la posibilidad de que ocurra hemolisis en los eritrocitos; inhibir la
actividad de ciertas enzimas como la creatinina kinasa y xantina oxidasa. Estas
propiedades de la vitamina E son las que relacionan su deficiencia con
enfermedades como las cataratas, cancer, diabetes, Alzheimer, etc. También se
ha encontrado que la vitamina E tiene gran importancia biolégica en la
reproduccion y esencialmente como micronutriente; y tiene efectos sobre la

sefalizacion celular y la expresién génica.[10,16]

Las fuentes principales de esta vitaminas son los aceites vegetales (soja, maiz,
algodén, y girasol), granos, hojas y partes verdes de las plantas y en el tejido
adiposo de los animales. Productos de cereales integrales, pescado, carne,
huevos, productos lacteos también proporcionan cantidades significativa de
vitamina E. [17,18]
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2.1.1.2. Vitaminas hidrosolubles. Estas vitaminas actiGan como coenzimas o
precursores de ellas, que tienen un funcionamiento activo en el organismo y
exhiben actividad in vivo, son compuestos solubles en agua. Las vitaminas
hidrosolubles son esenciales para las funciones metabdlicas y fisiologicas de los

seres humanos [19].

2.1.1.2.1. Vitamina C. La vitamina C es un cofactor redox y catalizador en una
amplia gama de reacciones y procesos bioquimicos [20]. Con este nombre se
designa a todos los compuestos que tienen una actividad biol6gica equivalente al
acido ascorbico, el cual tiene la capacidad de curar y prevenir el escorbuto.

El acido ascorbico es un derivado de los hidratos de carbono, tiene una estructura
de cetona ciclica que corresponde a la forma endlica de la 3-ceto-1-
gulofuranolactona (figura 2); contiene un enol entre los carbonos 2 y 3 que lo hace
un agente acido y altamente reductor, por lo que se oxida muy facilmente. Se
puede sintetizar quimicamente a partir de la glucosa, mediante una serie de

reacciones enziméaticas [20-22].

Naturalmente se encuentra en vegetales frescos y frutas. En las frutas que se
encuentra mayor cantidad de vitamina C es en los citricos, meldn, kiwi, mango,
papaya, pifia, fresas, frambuesas, moras y ardndanos (frutos rojos) y sandia; y los
vegetales con mayor cantidad de vitamina C son: brécoli, coles de bruselas,
coliflor, pimientos rojos y verdes, espinaca, repollo, nabos verdes y otras verduras
de hoja, papa y tomates. Es importante incluir estos alimentos en la dieta diaria
pues esta vitamina no la produce el cuerpo aunque si es almacenada en él [22—

24]. Entre las funciones de la vitamina C se encuentran:

- Participa en la sintesis de colageno, lipidos, proteinas,

norepinefrina, serotonina y L-carnitina.
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- Se necesita para el crecimiento y reparacion de tejidos en todas
las partes del cuerpo.
- Es un importante antioxidante que bloquea parte del dafio

causado por los radicales libres.

Su deficiencia en el cuerpo causa el escorbuto, esta enfermedad vuelve al
individuo muy susceptible a contraer diversas infecciones, también provoca
inflamacion articular, hemorragias subcutaneas e incapacidad de los osteoblastos

para funcionar. [22,25].

Figura 2. Estructura de la vitamina C

CH,OH

OH

L-Acido Ascorbico

2.1.2. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

2.1.2.1. Generalidades en cromatografia liquida. 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)
[26]. La cromatografia liquida de alta eficiencia es la automatizacion de la
cromatografia liquida tradicional en condiciones tales que se logran mejores
separaciones durante periodos de tiempo mas cortos, utilizando particulas de
relleno muy pequefias, columnas de diametros menores y alta presion de fluido.

Esta técnica se desarrolld a principios de 1960, y se ha convertido en una
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herramienta esencial para el analisis quimico de diversas sustancias. Una de las

aplicaciones mas comunes es el analisis de alimentos, campo en el cual se ha

ganado gran aceptacion dada la necesidad de realizar analisis rapidos de

nutrientes y la facilidad de automatizar los procedimientos analiticos [27].

Dependiendo de la naturaleza de la fase estacionaria se divide en cuatro tipos

[28]:

A w NP

Cromatografia de adsorcion
Cromatografia de particion
Cromatografia de intercambio iénico

Cromatografia de exclusion

A demés se hace otra division de los dos primeros tipos de cromatografia

anteriormente mencionados, basandose en la polaridad de la fase estacionaria

1.

Cromatografia de fase normal: la fase estacionaria es de naturaleza
polar (por ejemplo, silice o alimina) y la fase mévil es no polar (por
ejemplo, hexano). En este modo, las muestras polares son retenidas
mas fuertemente por la columna, Por lo tanto, se eluirdn primero los
compuestos no polares

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

mas tiempo en la columna.[27]

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

por el cual se extrae la muestra de la columna [26]:

1.
2.
3.

Desarrollo por elucién
Desplazamiento

Anadlisis frontal
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El primer método tiene dos formas de empleo, la elucion isocrética (que es la mas
popular) es cuando se lleva a cabo con un solo disolvente o con una mezcla de
disolventes, constante, en el tiempo de analisis; y la elucién 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 andlisis. Este
meétodo es Util para eliminar analitos con valores de coeficiente de distribucion (K)
muy variables y se usa especialmente en cromatografia de fase reversa.[23-24],
[26]

2.1.2.2. Detectores usados comunmente en HPLC. El detector es un dispositivo
gue 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
composiciéon del efluente. Este se debe escoger teniendo en cuenta las
propiedades del eluyente, como indice de refraccién, constante dieléctrica,
densidad, o basandose en las propiedades del soluto como: absorbancia,

fluorescencia, corriente limite.

Hay dos clases de detectores, detectores selectivos (dan diferente respuesta
dependiendo de la estructura molecular de la muestra que se esta analizando, por
ejemplo, detectores de absorbancia y fluorescencia) y los detectores universales
(la respuesta es similar para la mayoria de compuestos, por ejemplo, detector de
indice de refraccion) [27]. Los requisitos principales para escoger un buen detector

es su sensibilidad, que dé respuesta lineal amplia, rapida y reproducible [29].

Para el analisis de alimentos algunos de los detectores usados son: detector UV-
Vis, de fluorescencia, espectrometro de masas, electroquimico y de
guimioluminiscencia. El detector de UV-Vis, es predominantemente un detector

sensible a las propiedades del soluto, por eso se debe elegir una fase movil
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completamente transparente a la longitud de onda del detector. Hay tres tipos de
este detector, el detector de longitud de onda fija, el detector de longitud de onda
variable y el detector de arreglo de diodos [28-30]. Las caracteristicas mas
importantes de este tipo de detectores son: que otorga un funcionamiento 6ptimo
con minimo ruido, poseen una sensibilidad mejorada, le otorga una relacion sefal/
ruido mejorada gracias al uso de la lampara de deuterio y permite controlar la

variacion térmica

2.2 ANTECEDENTES

2.2.1 Anélisis de vitaminas liposolubles en alimentos (vitamina Ay E)

La presencia de vitaminas en el cuerpo es esencial para la produccién de energia
y para mantener un buen metabolismo, dado que el cuerpo no almacena estos
compuestos y la mayoria no son producidos por él, estos nutrientes deben se
ingeridos en los alimentos de consumo diario. Por esto, se han desarrollado
diferentes métodos para realizar estos analisis, pero en los ultimos afios [31] el
método cromatografico se ha convertido en una técnica indispensable para la
determinacion rpida y especifica de las vitaminas en los alimentos. Mas
exactamente la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) es la técnica
cromatografica mas utilizada y practicamente estandar para estos andlisis, gracias
a que se puede automatizar y es una técnica muy sensible e incluso facil de

realizar [9].

El contenido de vitaminas liposolubles en los productos alimenticios puede variar
dependiendo de los alimentos que lo componen y los tratamientos a los que estén
sometidos. Por ejemplo la vitamina A varia segun la forma en que se prepara y
almacena, esta puede ser bastante inestable a pH inferiores de 4,5, estas
condiciones de pH bajo causan isomerizacion de trans-retinol a cis-retinol que es
la forma menos potente de esta vitamina; también puede ocurrir desesterificacion

de los ésteres de esta vitamina formando el retinol mas labil. La vitamina E varia
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segun el origen de los alimentos, la preparacion, la temperatura de
almacenamiento y la edad del producto alimenticio.

En la literatura se encuentran publicaciones de estudios donde han analizado las
vitaminas segun su clasificacion. En 1995 Hewavitharana et al. [32], adecuaron un
método para la determinacién simultdnea de las vitaminas A, E y B-carotenos en
muestra de lacteos, el cual ahorra tiempo y resulta econémico para el laboratorio
que lo realice. Encontraron que el método logra mostrar un valor real de vitamina
A, teniendo en cuenta las diferentes formas isoméricas y sus actividades
biolégicas. En este método primero se extrajo la materia grasa de los lacteos
utilizado una version modificada del método de Rose-Gottlieb [33], este extracto se
analizé por HPLC en fase normal usando columna de silice y un detector de
fluorescencia y UV-Vis. Otros autores realizan andlisis simultdneo de vitaminas
liposolubles por HPLC pero varian el detector utilizado. Por ejemplo, Delgado et
al., en 1996 [34] emplearon un método para la deteccién de vitaminas A, D3 y E en
yogurt utilizando HPLC con un detector electroquimico. Ellos utilizaron HPLC en
fase inversa con una columna C-18 y los compuestos se cuantificaron usando la
deteccion amperométrica con un electrodo de carbono vitreo a un potencial de +
1,300 mV (frente a un electrodo de referencia de Ag / AgCl). Los resultados
obtenidos para el andlisis de las vitaminas A y E en las muestras analizadas son
consistentes con los porcentajes reportados en los empaques de los yogurts
analizados, pero para la vitamina D3 solo se logr6 obtener buenos resultados
cuando se analizaron yogurts fortificados en esta vitamina, en los yogurts

comunes se encuentra la presencia de esta vitamina en muy baja cantidad.

Entre los multiples alimentos que se analizan para determinar la cantidad de
vitamina presente en ellos, se encuentran, la leche de formula para bebes, a estos
productos se les hace control pues es importante que estén enriquecidas y
fortificadas en vitaminas. Desde hace algunos afios se han ido estableciendo

meétodos estandar para realizar el analisis de estos productos, ademas también se
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encuentran normas nacionales que se deben seguir para dar mas confiabilidad a
los estudios realizados en los laboratorios. En un estudio realizado en 1997 por
Hurtado et al. [35], se desarroll6 una metodologia que proporciona el analisis de
vitamina A y E en leche de formula para lactantes, el analisis se llevé acabo en
una sola corrida cromatografica, utilizando la técnica de HPLC en fase inversa con
una columna C-18 y un detector UV-Vis de longitud de onda variable. A la muestra
se le realiz6 una saponificacion a temperatura ambiente y posteriormente se
extrajeron las vitaminas con n-hexano. Autores como Rodas et al. (2003)[14]
emplearon HPLC en fase inversa con un detector de fotodiodo, ellos en este
estudio proponen dos métodos de extraccion directa simples, eliminando la etapa
de saponificacion que se creia esencial y hacia el analisis mas largo y tedioso. La
técnica empleada para analizar vitaminas ha sido modificada cambiando
detectores, variando la fase en la que se realiza la separacién y hasta
implementando diferentes columnas cromatogréaficas, Por ejemplo, Heudi et al.
(2004) [36], utilizaron HPLC en fase normal y flujo isocratico con detector de
espectrometria de masa y observaron que el método propuesto redujo
considerablemente el tiempo requerido para los procedimientos de preparacion de
muestras y por lo tanto aumento el rendimiento analitico. Afios después, Chavez
et al. (2006)[37], utilizan un detector de arreglo de diodos y ademas mejoran el
sistema cromatografico utilizando una columna mas estrecha la cual requiere
menor cantidad de disolvente y mejora la sensibilidad, de esta forma facilitan el

andlisis simultaneo de las vitaminas Ay E en la leche de férmula para infante.

Un gran numero de autores se han enfocado en estudiar el contenido de vitaminas
en leche y productos lacteos, algunos buscan comprobar si los valores registrados
en los empaques de estos productos son reales y ademas cuales son las formas
estructurales de estas vitaminas en ciertos alimentos, esto para poder predecir
qué factores pueden hacerlas variar quimicamente [38—40] otros comparan
métodos de extraccion y desarrollan métodos eficaces combinando las mejores

condiciones para estos analisis [3,41-44]. Otros productos estudiados han sido
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harinas [45], suplementos dietarios [43] leche materna [46], unos de estos
productos ricos naturalmente en estas vitaminas y otros fortificados especialmente
en ciertas vitaminas especificas gracias a su gran importancia en la alimentacion

humana.

2.2.2 Analisis de Vitaminas hidrosolubles (vitamina C) en alimentos.

Al hablar de vitamina C nos referimos a todos los compuestos que exhiben
actividad bioldgica equivalente al L-acido ascorbico (LAA), este grupo incluye los
productos de oxidacion, isomeros, ésteres, y las formas sintéticas. El L-acido
ascoérbico se encuentra naturalmente en la mayoria de frutas y verduras, este
compuesto debe ser ingerido en la dieta diaria dado que el cuerpo humano no es
capaz de sintetizarlo. Se oxida muy facilmente a condiciones de temperatura alta y
pH altos, también cuando se expone a la presencia de oxigeno o metales y por la
accion enziméatica. El producto de la oxidacién del L-acido ascorbico es el &cido
deshidroascoérbico el cual exhibe la misma actividad biolégica que el LAA, esta
caracteristica es importante porque permite cuantificar la cantidad total de vitamina
C en los alimentos. Dado que el objetivo principal de un método analitico es medir
el contenido real del analito de interés, sin cambiar artificialmente su estructura ni
estabilidad, se debe tener cuidado con la extracciobn y analisis para evitar la
pérdida y degradacion del LAA [47]. Teniendo en cuenta esto, se hizo necesario
validar los métodos analiticos utilizados para determinar el contenido de vitamina
C en los alimentos, ofreciendo a los clientes resultados fiables. Por afios se hizo
dificil el estudio de estos dos compuestos en un mismo analisis, varias técnicas
fueron utilizadas pero ninguna de ellas fiables, pues habian interferencias de otros
agentes reductores [48]. El andlisis de HPLC se hizo mas confiable y selectivo en
comparacion de metodos espectrofotométricos, de titulacion o enzimaticos. Esta
técnica ha sido muy empleada con sistemas de deteccion UV-Vis [49-54],
deteccion electroquimica [55,56] 0 espectrometria de masas [57, 58] que

proporcionara la mayor sensibilidad y selectividad pero también es el método con
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mayor costo de funcionamiento lo cual lo hace inaccesible para muchos

laboratorios.

En la tabla 2 y 3 se muestran ciertas especificaciones sobre el método que usaron
algunos autores que reportan el uso de HPLC-UV-Vis para el analisis de vitaminas
Ay E (tabla 2) y vitamina C (tabla 3).

El laboratorio de alimentos, CICTA, de la Universidad Industrial de Santander
necesité desarrollar métodos para el analisis de vitaminas en alimentos con el fin
de complementar los servicios para ofrecer analisis de obligatoria declaracion para
la tabla nutricional de los productos alimenticios. En este trabajo se desarroll6 e
implementé un método para la determinacién de vitaminas A, E en matrices
lacteas extrayendo los analitos de la matriz utilizando el método de saponificacion
y posterior extracion con solvente (hexano) y vitamina C en jugos, haciendo
extraccion directa con acido metafosférico. Se utilizd un cromatégrafo liquido
HPLC Thermo Dionex Ultimate 3000 con inyector automético, una columna SEA
18 y detector UV-visible de longitud de onda multivariable. Las condiciones
cromatograficas empleadas permitieron obtener resultados que se encuentran
dentro de los intervalos obtenidos por otros autores y sobre todo estan dentro de
lo establecido en normas de validacién como la de EURACHEM [59] y la NTC-
ISO/IEC 17025:2005.
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Tabla 2.

Cienciometria del analisis de vitaminas liposolubles en condiciones experimentales similares a las

utilizadas en este trabajo.
Autor y . Columnay . Fase Sensibilidad : .
~ Analito y muestra Extraccion . (LODy LOQ) |Recuperacion Resolucion
afo Detector Movil
Hg/mL
RP-18 (100mmx
L 4,6mm X 5um) Saponificacion y
Sarafrazet | Vitaminas AyEen | gl | extraccion con 100% | LOD=0,003V,,
al Leche de formula _ : _ 97,5%-104% 3,9-5,1%
(2013)[60] fantil UV—.VIS (A:292 bencn)a de metanol LOD=0,08Ve
nm: VE, A=323 petréleo
nm: VA)
Zorbax SB-C18
(250mm x 4,6mm
X 5um).
Vitaminas A, E, D3, | Arreglo de diodos
Chen et al K1 en Leche (A=284nm: Extraccion en 100% LOD=0,1:VA'Y >90% < 5%
(2011)[61] | fortificada y tabletas acetato de fase solida. metanol 0,2:VE
multivitaminicas tocoferol,
A=327nm:
acetatos de
retinol)
Luna RP-18
Tocoferoles (a, Y, &) | (250mmx 4,6mm
Villanueva | acetato de a-tocoferol, | x 5um) Arreglo de Extraccién Metanol: LOD=0.05-0.9- RSD <2,9%
et al retinol y acetato de diodos directa con THF: agua LOQ:b 07_’2 ' (intra-dia), RSD
(2014)[42] | retinol, B-caroteno en (A=290nm: hexano (67:27:6) ' < 4,6%(interdia)
leche tocoferol,

A=325nm: retinol)
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Tabla 3. Cienciometria del analisis de vitamina C utilizando HPLC-UV
Sensibilidad
Autor y afio Analito y muestra Columna Detector Fase Movil (LODy LOQ) | Resolucion
Hg/mL
. Solucién de decilamina,
Fontannaz et Vitamina C en L|(05hr?nsp£1e6r rErI:nl(S UV-Vis acetonitrilo, acetato de LOD=0.1 RSD=4 6%
al.(2005)[49] | Alimentos fortificados p25’0r;1m) (265 nm) sodio, acido fosférico y 0 o
TCEP-HCI

Romeu et Vitamina C en Leche C18 tracer UV-Vis Acido acético: metanol LOD=0,3

al.(2005)[50] humana spherisorb (254nm) (95:5) LOQ=0,9
Acido ascorbico y .
. L . Solucion 0.01%
Odriozola et vitamina C total en : UV-vis - . . LOD=0,17 RSD=0,6-
al.(2007)[53] Fresas, tomates, C-18 Spherisorb | 545 nmy | 9@ ac'doasu'fg”zc% ajustado | | 5557 3,9%
manzanas pH &
. . . . . UV-vis, < . " _
Ciulu et Vitaminas hidrosolubles | Alltima C-18 (250 longitud de Acido trifluoroacético y LOD=0,1
al.(2011)[54] en miel mm x 4,6mm, 5um) onda variable acetonitrilo LOQ=0,3
Vitamina C en Jugo de UV-Vis )

Tarrago et al. | frutas, especias secas y cis arrealo de Acido férmico 0,05% o LOD=0,06 RSD=1.1-

(2012)[52] alimentos ricos en diog dos acido orto-fosférico 0,02% LOQ=0,09 2%

grasa,
Agilent ZORBAX .
Sami et al. Vitamina C en OKRA Eclipse Plus C18( UV-vis AIE|A§ %t)atBo(:fe?(;)r:ﬁzllg-g, 1L,l\g
(2014)[51] 250 x 4.6mm x 5 (254nm) | PT % 9

pm )

50:50) A/B:33/67
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2.3 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Dada la necesidad que presentan los laboratorios de demostrar que los métodos
que realizan proporcionan resultados fiables y adecuados a su finalidad vy
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. La validacion se
define como la “Confirmacién mediante examen y suministro de evidencia objetiva

de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico previsto
segun la NTC-ISO/IEC 17025:2005 [59].

Por lo general se considera que la validacion del método esta ligada
estrechamente con el desarrollo del método. De hecho, no es posible determinar
exactamente donde termina el desarrollo del método y donde empieza la
validacion. Segun la Eurachem [59], una asociacion europea de laboratorios
centrada en el mejoramiento y estandarizacion de los métodos de analisis
guimico, un método analitico se debe validar cuando es necesario verificar que los
parametros de desempefio son adecuados para el uso de éste en la solucion de
un problema analitico especifico. Para la validacion se requiere la determinacion

de ciertos parametros como lo son:

- La especificidad/selectividad: Grado en que otras sustancias interfieren en
el andlisis. Mide la capacidad del método para identificar/cuantificar los
analitos en presencia de otras sustancias. ¢Qué hacer para medir la
selectividad? Analizar muestras y materiales de referencia con el método
desarrollado y aparte analizar por este mismo método muestras que
contengan interferencias sospechadas en presencia del analito de
interés[62].

- Limite de deteccion: Es la menor concentracion del analito en una muestra
gque puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse bajo las

condiciones establecidas de la prueba. Para estimar el limite de deteccion
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pueden utilizarse varios métodos, uno de ellos depende del analisis de
blanco y el examen de la relacion entre la sefial y el ruido[59,63], 0 se
puede utilizar las medidas del patron de concentracidbn mas baja de la curva
de calibracion.

Limite de cuantificacion: Concentracion mas baja de un analito que puede
ser determinada con aceptable precision y exactitud. Para su célculo se
utilizan las curvas de calibracion y blancos de muestra.[59]

Linealidad: Define la habilidad del método para obtener resultados
proporcionales a la concentracion del analito. La evaluacion de la linealidad
es muy util para determinar qué tipo de calibracién es requerido en el uso
rutinario del método, este define si la curva de calibracion requiere solo un
punto o tantos como sean necesarios para obtener una regresion adecuada
[62].

Exactitud: Se analiza la proximidad entre el resultado de una medicion y el
valor de referencia aceptado. 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.[63]

Sensibilidad: Es el cambio en la respuesta de un instrumento de medicion
gue corresponde a un cambio en la concentracion del analito. Es la
pendiente de la curva de calibracién [59].

Precision: Grado de dispersion entre una serie de mediciones obtenidas de
multiples muestras homogéneas bajo condiciones prescritas. Se evalla
mediante andlisis de réplicas, analisis repetidos de un estandar estable o
analisis de adiciones conocidas sobre la muestra. La precisién indica la
variabilidad de un método de ensayo y expresa en que rango es aceptable
la variacion de una misma muestra a condiciones reales. Se deben
considerar tres niveles: repetibilidad, precisién intermedia y reproducibilidad
[59,62,63].
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La reproducibilidad: Resultados que se obtienen con el mismo método,
sobre objetos de prueba idénticos, en diferentes laboratorios, por diferentes
operadores, usando diferentes equipos.
Precision intermedia: La precision intermedia expresa la variacion dentro de
un laboratorio en diferentes dias, diferentes analistas, diferente equipo, etc.
Repetibilidad: Resultados que se obtienen con el mismo método, sobre
objetos de prueba idénticos, en el mismo laboratorio, por el mismo
operador, usando el mismo equipo y dentro de intervalos de tiempo cortos.

- Robustez: Es una medida de la capacidad de un método de permanecer
inalterado por variaciones pequefias en los parametros del método y

proporciona una indicacion de su confiabilidad durante su uso normal.

2.4 INCERTIDUMBRE

Segun el Vocabulario Internacional de Términos Béasicos y Generales en
Metrologia, VIM, la incertidumbre es “el parametro asociado con el resultado de
una medicion que caracteriza la dispersion de los valores que deberian ser
atribuidos al mensurando”[64]. Reportar el valor de la incertidumbre de medicién
no genera duda acerca de la validez de un mensurando; por el contrario, este
valor implica el incremento de la confianza en la validez del resultado de medicién
[65].

El procedimiento general para la estimacion de la incertidumbre de medicion

consta de los siguientes pasos. [66, 67]

1. Especificar el mensurando: Explicacion clara de que es lo que se esta
midiendo.
2. lIdentificar las fuentes de incertidumbre: Listar las posibles fuentes de

incertidumbre.
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3. Cuantificar la incertidumbre estandar: hallar el tamafio de la incertidumbre
asociada a cada fuente identificada.

4. Determinar la incertidumbre combinada y expandida del mensurando:
combinar las incertidumbres estandar. Luego multiplicar el valor obtenido
por el factor de cobertura elegido para obtener una incertidumbre

expandida.

Es importante luego de validar o confirmar un método analitico en el laboratorio,
determinar las diferentes fuentes de incertidumbre de medicion que pueden ser:
muestreo, efectos de la muestra, sesgos instrumentales, pureza de reactivos,

analista, condiciones de medicion, método, entre otros.

El célculo de la incertidumbre puede realizarse segun dos tipos: [68]

e Tipo A: Determinaciéon de un componente por analisis estadistico de los
resultados obtenidos en condiciones de medicion definidas. Por ejemplo:
mediciones en condiciones de repetibilidad.

e Tipo B: Determinacion de un componente por otros medios distintos a los

del tipo A. Por ejemplo. Informacién basada en un certificado de calibracion.

2.5. PRUEBA DE SIGNIFICANCIA

En la presentacion de los datos obtenidos de un método analitico es necesario
indicar el nivel de confianza de los datos, este nivel es un intervalo en el que con
una probabilidad determinada, que puede ser del 95% al 99%, el valor sera
verdadero. La probabilidad de equivocacion se llama nivel de significancia, como
su nombre lo indica, esta aproximacion prueba si los resultados son
significativamente diferentes o si se pueden justificar so6lo por variaciones

aleatorias.
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Al realizar una prueba de significancia se comprueba la veracidad de una hipotesis
denominada hipoétesis nula mediante la cual un método no se encuentra sujeto a
errores sistematicos [69]. Para comparar el resultado de un andlisis realizado por
dos métodos diferentes se aplica la prueba de t de student, la cual plantea la
hipotesis de que los dos valores son iguales. Al realizar esta prueba si el t
calculado es mayor que el t tabulado entonces los dos métodos son iguales. En la
figura 3, se encuentra la tabla de valores t con intervalo de confianza de 90% a
99%.

Figura 3. Distribucion t

Tabla A1 La distribucion

Walor de rpara un intervalo de confianza de 0% 95% S8 % 9%
Valor critico de |f] para valores de P de 010 0,03 0.02 (.01
Numero de grados de libertad

| 6.31 1271 3182  63.66
p 292 4.30 696 092
3 235 318 4.54 5.84
4 213 2,78 375 4.600
5 202 2.57 336 403
6 VS 245 114 37
T L.ED .36 300 3.50
8 |86 2.31 2.90 3.36
9 .53 2,26 282 325
10 1.81 2123 276 317
2 L.78 218 2.63 3.05
14 L.76 2.14 2.62 298
16 1.75 212 258 292
18 1.73 210 2.33 2.EB
20 1.72 209 2.53 2.85
30 1.70 204 246 275
50 .68 2 2.40 2.68
] 1.64 1.9G 233 2.58

Loz valores criticos de || son adecuados para una prugba de dos colas. Para una prueba de una cola el valaor se
teima de la celuimmg para dos veees el valor de P deseade, por ejempla, para una proeba de una cola, P = 0,005,
5 prados de libertad, el valor critico se lee de la colummna F = 010 y es igual & 2.02,

(tomada del libro Estadistica para quimica analitica [69]).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. MATERIALES Y REACTIVOS

3.1.1. Reactivos y solventes

3.1.1.1. Vitaminas liposolubles (A y E). Los solventes utilizados fueron metanol
grado HPLC (Merck), agua ultra pura tipo HPLC obtenida del equipo Aqua
Solutions del laboratorio de alimentos CICTA. Los reactivos utilizados fueron:
acido galico (antioxidante), solucion acuosa de hidroxido de potasio 50%, n-
hexano grado HPLC, corriente de nitrogeno.

3.1.1.2. Vitamina C. Se utiliz6 como solvente una solucién de &cido ortofosforico
pH 2.8. Los reactivos empleados fueron: &acido metafosforico 3%, sodio
dihidrogeno fosfato monohidrato (Merck), disodio hidrogeno fosfato (Merck), agua
ultra pura tipo HPLC obtenida del equipo Aqua Solutions del laboratorio de
alimentos CICTA.

3.1.2. Patrones y material de referencia certificado

Se emplearon patrones de L-acido ascérbico 99% pureza ref. A92902, +-a-
tocoferol 96% pureza ref. T3251 y retinol 95% pureza ref. R7632 que fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich. El material de referencia certificada fue un jugo de
naranja ref. IA0915 obtenida de MOLLABS.

3.1.3. Muestras
Las muestras para el andlisis de vitaminas liposolubles fueron yogurt, leche en
polvo, mantequilla y leche fortikids. Para el analisis de vitamina C se analizaron

muestras de jugo de naranja, jugo con fibra, jugo néctar, bocadillo y pulpa de fruta
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natural casera; los productos comerciales fueron obtenidos de supermercados

locales

3.2. EQUIPOS Y MATERIAL DE LABORATORIO

3.2.1. Material de laboratorio

Balanza analitica OHAUS, probetas de 25mL, balones aforados de 250mL, pipetas
de 10mL, pipetas pasteur, micropipetas de 2-20, 100-1000 uL, puntas plasticas
para micropipetas, jeringas plasticas, filtros de membrana WHATMAN uniflo de
0,45 pm, viales ambar.

3.2.2. Cromatografo liquido

Para el andlisis cromatogréafico se utilizé un cromatégrafo liquido HPLC Thermo
Dionex Ultimate 3000 equipado con desgasificador, inyector automatico, un horno
para variar la temperatura de la columna, una columna SEA 18 5um 25 x 0,46 y
un detector UV-Visible RS de mudltiple longitud de onda.

3.3. PROCEDIMIENTO

Para el analisis de vitaminas liposolubles e hidrosolubles en muestras comerciales
se emplearon ciertos parametros iguales, los cuales estan reportados en la tabla
4.

3.3.1 Pruebas preliminares para el analisis de vitamina Ay E

Para el analisis de vitaminas liposolubles (vitaminas A y E) el método empleado
fue el método desarrollado en el 2008 en el centro de investigacion CENIVAM de
la Universidad Industrial de Santander [69]. Hubo la necesidad de hacer ciertas
variaciones, primero solo se requeria analizar dos vitaminas de las 11 para las que

habian realizado este método, por ello, el gradiente escogido fue un gradiente de
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solvente metanol-agua 95%-5% los primeros 10 minutos y 100% metanol hasta los
25 min. Otro cambio fue el rango de concentracion de la curva de calibracion, por
lo cual se realizaron pruebas en el intervalo reportado por Freys Serrano (0,5 a 50
pHg/mL) y ademas se realizaron pruebas en un intervalo mas alto que fue de 5-500

pg/mL.

3.3.2 Pruebas preliminares para el analisis de vitamina C

Para establecer la fase movil que mejor resolucion aportara para el andlisis de
vitamina C se estudio inicialmente la fase movil de Buffer fosfato de sodio (0,1M a
pH 3) Metanol 80%-20%[71]. Y luego se empled la fase movil en modo isocrético

de una solucién acuosa de &cido ortofosforico a pH 2,8. [72]

Tabla 4. Parametros del equipo de HPLC para el analisis de vitaminas
Parametros Especificaciones
Columna SEA 18 5um 25 x 0,46
Temperatura 30°C
Volumen de inyeccion 20pL
Flujo 1mL/min

3.3.2. Extraccion de las vitaminas liposolubles (vitamina Ay E)

Para la extraccion de las vitaminas liposolubles en las muestras comerciales se
realizd inicialmente una saponificacién (hidrolisis alcalina) con solucién acuosa
KOH 50% (p/v), acido galico como antioxidante y metanol por 30 min a 90°C,
pasado este tiempo se pone en bafio de hielo por 10 minutos y se procedio a
hacer la extraccion [69]. Para la extraccion con solvente se utilizé n-hexano, en
este paso ocurre una separacion de fases de la cuales se tomoé la fase organica
(parte superior). Se realiz6 la extraccion por triplicado mezclando las fases
organicas obtenidas y se evapor6 a sequedad en corriente de nitrégeno. Por
altimo el residuo se mezclé con 2mL de metanol grado HPLC y se filtré para su
posterior inyeccion en el cromatografo [40].
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3.3.3. Extraccion de vitamina C

Para la preparacion de la muestra en el analisis de vitamina C, se realiz6 una
prefiltracion en el caso de productos con fibra y con la pulpa de fruta natural. La
extraccion de acido ascorbico se realizo con acido metafosforico (MPA) 3g/100mL,
el cual se mezclo con la muestra y se centrifug6 a 4500 g por 10 min [72]. Luego el
sobrenadante se filtr en filtro de 0,45 micras y se inyecto en el cromatografo

3.4. FIGURAS DE MERITO PARA LA VALIDACION

3.4.1. Sensibilidad
Se realiz6 una curva de calibracion con 7-9 niveles de concentracion y cada nivel
se analizd por triplicado. Para analizar este parametro se toma el valor de la
pendiente, dado que la sensibilidad se define como la pendiente de la curva, b, ya
que ésta define la razon de cambio de la propiedad medida por unidad de
concentracion. Entre mas alto el valor de la pendiente significa que el analito es
mas sensible al detector del equipo. La sensibilidad se expresa de la siguiente
forma:

Ecuacién 1. Forma de expresar la sensibilidad

b+tx*Sb

t = 2,36 (t de student para un nivel de confianza del 95%).
Sb=Desviacién estandar de la pendiente

3.4.2. Rango dinamico lineal (RDL)

Con los datos obtenidos en las mediciones de la curva de calibracion por triplicado
se calculd el rango dinamico lineal, el cual se determina evaluando el intervalo en
que la respuesta del detector es lineal (coeficiente de correlacion de la curva de
calibracion). El coeficiente de correlacion es el cociente entre la covarianza y el

producto de las desviaciones tipicas de ambas variables:

Ecuacion 2. Coeficiente de correlacion
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2
gxX
= ()
axay
oxy = covarianza de (x,y)

ox = desviacion tipica de x

oy = desviacion tipica de y

3.4.3. Nivel minimo de deteccion (NMD) y de cuantificacion (NMQ)

De la curva de calibracion también se calculé los limites de deteccion y
cuantificacion [71] utilizando el patrén de concentracion mas baja de la curva de
calibracion, que seria la sefial analitica mas pequefia que pueda ser medida y que

no corresponda a una medida del blanco.

Para determinar el nivel minimo de deteccion se debe hallar la desviacion
estandar de las medidas realizadas y se multiplica por un factor k, el cual es un
valor que se elige segun el nivel de confianza que se desee trabajar, generalmente

se utiliza 3, para hallar el NMQ se defini6é un valor de k=10.[73]

Ecuacion 3. Nivel minimo de deteccidn

3S
NMD = —
m
Ecuacion 4. Nivel minimo de cuantificacion.
10S
NMD = —
m

3.4.4. Precision

La precision se evaluo en términos de repetibilidad y precision intermedia, se
evalu6 mediante el andlisis de patrones haciendo cinco repeticiones en el mismo
dia y la precision intermedia se calculé6 midiendo la misma muestra estandar por
duplicado durante tres dias diferentes[69]. De estas medidas se tendran en cuenta

los tiempos de retencion y las areas, se hallara el promedio de cada medida (Pm)
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y la desviacion estandar de la media (Sm). Con estos valores se calcul6 finalmente
el coeficiente de variacion (%CV), el cual debe ser menos del 5%.[74]

Ecuacion 5 Coeficiente de variacion

Sm
CV =—x100
Pm

3.4.5. Recuperacion

Se enriquecié una muestra con el analito de interés y luego se analizaron la
muestra enriquecida y sin enriquecer. Con estos datos se hallo el porcentaje de
recuperacion.

Ecuacién 6. Porcentaje de recuperacion

» E — CNE
Y%recuperacion = CS—EX100

Donde:
CE: Concentracion de vitamina en la muestra enriquecida.
CNE: Concentracion de vitamina en la muestra no enriquecida.

CSE: Concentracién de la solucion enriquecedora.

3.4.6. Exactitud
Esta figura de mérito se determind mediante el analisis de una muestra de material
de referencia certificada. Se calcul6 la diferencia absoluta entre el valor medido y

el valor certificado [42].

Ecuacion 7. Diferencia entre el valor experimental y el valor certificado [71]
Am = |Xm — Xcrm|
Para evaluar si hay diferencia significativa entre los valores medidos y el reportado
se realizd la prueba t, en la cual si el teac < terit I0S vValores se aceptan. [67]

Ecuacion 8. Valor de t calculado.

n
tealc = (x - xa) E

Dénde:
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tcaic=t calculado

xa=Valor asignado al material de referencia
x=Valor de las lecturas analizadas

S= Desviacion estandar absoluta

n= Numero de lecturas o valores observados

3.5. INCERTIDUMBRE

3.5.1. Tipo A o aleatorio.

Este tipo de incertidumbre se determiné por medio del valor de desviacion

estandar de las medidas de repetibilidad de areas de la curva de calibracion y el

error tipico de la ecuacion de la recta. Ademas también se tuvo en cuenta el error

aportado por la desviacién estandar de las mediciones de la muestra real.
Ecuacion 9. Determinacion de la incertidumbre estandar tipo A.[75]

S
U=—
Vn

S: Desviacion estandar de las mediciones realizadas

n: Numero de repeticiones

3.5.2. Tipo B o sistemaético

Se determind teniendo en cuenta la incertidumbre aportada por los equipos y
material volumétrico utilizado:

- Balanza analitica

- Balones aforados

- Micropipetas

- Pureza del patrén.

Se utilizaron dos ecuaciones para hallar la incertidumbre tipo B, la ecuacion 10
que es para la incertidumbre de la pesada y la ecuacion 11 que es para calcular la

incertidumbre de la disolucion.

45



Ecuacion 10. Calculo para la incertidumbre de la pesada [70]

2
Umstd = \/(ubal)z + (urepe)
Upa=incertidumbre de la balanza

Urepe=incertidumbre de la repetibilidad de las medidas
Ecuacion 11. Calculo para la incertidumbre de la dilucion. [70]

Ugy = C(dil)x\/(u(CStd))z + (u(vStd))Z N (u(vfin))z

Cstd vstd vfin

u(cstd)=incertidumbre de la concentracion del estandar
u(cstd)=incertidumbre del volumen del estandar

u(vfin)=incertidumbre del volumen final
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4. RESULTADOS

4.1. ANALISIS DE LAS PRUEBAS PRELIMINARES PARA EL ESTUDIO DE LA
VITAMINA C

En las pruebas preliminares se realizaron corridas cromatograficas utilizando dos
fases moviles diferentes. Como se puede observar en la figura 4 se encuentran
dos perfiles cromatograficos del material de referencia, y se aprecia que en el
cromatograma de la parte superior se obtiene un pico con mejor resolucion que en
el cromatograma de la parte inferior, donde se observa una sefial mas ancha que
solapa diferentes picos. Por lo tanto, la fase mdvil seleccionada fue la solucion de

acido ortofosférico a pH 2,8 en modo isocratico.
Figura 4. Perfil cromatogréfico de un jugo certificado con fase movil Parte

superior solucion de acido ortofosférico a pH 2,8, parte inferior Solucion Buffer
fosfato de sodio (0,1M a pH 3)
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4.2. FIGURAS ANALITICAS DE MERITO PARA LA VALIDACION

4.2.1. Evaluacion del rango dindamico lineal y sensibilidad del método.
Estos pardmetros se calcularon por medio de la curva de calibracién obtenida para

cada vitamina por separado. Los rangos de concentracion de las curvas de
calibracion fueron:

e Vitamina C: 1 pg/mL a 250 pg/mL (se tomaron 9 puntos)

e Vitamina A: 0,5 pg/mL a 50 pg/mL ( se tomaron 7 puntos)
e Vitamina E: 5 pug/mL a 500 pg/mL (se tomaron 7 puntos)
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Figura 5. Curva de calibracion vitamina C
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Figura 7. Curva de calibracion vitamina E
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Para evaluar el rango dinamico lineal se elabor6 un diagrama de dispersion entre
la variable X que es la concentracion (independiente) y la variable Y que es el area
(dependiente), los datos obtenidos se encuentra en los anexos y los graficos se
pueden observar de la figura 5 a la figura 7, en ellos se aprecia que las lineas de
tendencia marcan una relacion lineal entre las dos variables. Pero aunque
visualmente se ve la linealidad es necesario tener en cuenta el valor del
coeficiente de correlacién (R?) de la curva, el cual muestra el ajuste de la curva
para el rango de concentraciones evaluado. En varios trabajos [63,68,76] reportan
que el R? debe ser mayor a 0,99. En la tabla 5 se muestra las ecuaciones de cada
curva de calibracién con el valor de R?, la pendiente y la desviacién estandar de la

pendiente la cual se utilizé para medir la sensibilidad del método.

Tabla 5. Evaluacion del rango dinamico lineal y sensibilidad.
Desviacion
Analito Ecuacion de larecta R? Pendiente estandar b +tSb
(b) (S
Vitamina C y =0,9187x + 0,673 0,9998 0,918 0,345 0,9187 + 0,88
Vitamina A y =3,3619x + 0,382 0,9996 3,362 0,018 3,3619 + 0,04
Vitamina E y=0,1132x - 0,134 0,9997 0,113 0,001 0,1132 + 0,001
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t: 2,57 para un 95% de confianza

Como se puede observar en la tabla 5, los valores obtenidos de coeficiente de
correlacion para las tres curvas de calibracion estan en valores mayores a 0,99 lo
que permite concluir que el método es aplicable en los intervalos de concentracion
empleados. Ademas se puede observar los valores de las pendiente de las curvas
con las cuales se determind la sensibilidad del método, de los valores tabulados
se infiere que el método empleado es sensible para el analito de interés, en el
caso de la vitamina A, por el contrario valores bajos de pendiente como por
ejemplo 0,1132, pendiente obtenida en la curva de calibracién de la vitamina E,
indican baja sensibilidad para determinar el analito. Ademas se reporta el valor de

pendiente con un intervalo del 95% confianza.

4.2.2. Determinacion del nivel minimo de deteccidn y cuantificacion
Para la determinacion de estos pardmetros se siguio lo establecido en la seccion

3.4.3 y los resultados obtenidos se reportaron en la tabla 6.

Tabla 6. Nivel minimo de deteccion y cuantificacion de las vitaminas A, Ey C
NMD NMQ
Vitamina S ppm ppm
Vitamina C 0,200 0,099%657 0,1949¢1%%6
Vitamina A 0,120 0,100 0,350
Vitamina E 0,070 1,790 5,960

Luego de realizar la Cienciometria para el analisis de vitaminas liposolubles e
hidrosolubles se recopilaron los datos obtenidos por otros autores, encontrando
gue la mayoria de estos métodos tiene un intervalo de NMD de 0,003 ppm a
0,1ppm (vitamina A), 0,08-0,2 ppm (vitamina E), 0,06-0,3ppm (vitamina C). Como
se puede observar en la tabla 6 los valores obtenidos para NMD estan dentro de
estos intervalos y se puede asumir que el equipo y las condiciones
cromatograficas elegidas son aptos para determinar y cuantificar estas vitaminas a

concentraciones bajas. Para el NMQ han reportado intervalos de 0,07-6 ppm para
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vitamina Ay E y de 0,09-0,9 ppm para vitamina C, como se puede observar el
NMQ obtenido en este trabajo se encuentra entre los intervalos reportados.

4.2.3. Determinacion de la precision del método

La precision se evalué en términos de repetibilidad y precision intermedia de areas
y tiempos de retencion. Para la vitamina C se analizaron todos los puntos de la
curva de calibracion, para las vitaminas A y E se analizaron tres mezclas de
concentraciones diferentes (10, 25 y 100 pg/mL), tomando estas tres
concentraciones por ser los puntos centrales de las curvas de calibracion, y se
calcul6 para cada una de ellas el coeficiente de variacién. Para estudiar la
repetibilidad se analiz6 cada muestra por triplicado en el mismo dia, los resultados

obtenidos se encuentran en las tablas 7-10.

Para hallar la precision intermedia se analizé cada muestra en tres dias diferentes,
con el mismo analista, el mismo equipo, los resultados de los coeficientes de

variacion se observan en las tablas 11 a 14.

Tabla 7. Repetibilidad de los tiempos de retencién para vitamina C.
Concentracion Tr
[ppm] MEDIDA 1 | MEDIDA 2 | MEDIDA 3 Promedio Desyiacién %CV
Estandar
1 3,676 3,677 3,673 3,675 0,002 0,06%
2 3,693 3,696 3,699 3,696 0,003 0,08%
4 3,657 3,660 3,659 3,659 0,002 0,04%
8 3,660 3,663 3,663 3,662 0,002 0,05%
16 3,660 3,667 3,662 3,663 0,004 0,10%
32 3,660 3,661 3,663 3,661 0,002 0,04%
64 3,690 3,687 3,683 3,687 0,004 0,10%
125 3,683 3,683 3,68 3,682 0,002 0,05%
250 3,710 3,710 3,713 3,711 0,002 0,05%
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Tabla 8. Repetibilidad de las areas para la vitamina C

Concentracién MEDIDA 1 MES:;Z > MEDIDA 3 Promedio Desv,iacién %CV
[ppm] Estandar
1 0,708 0,712 0,711 0,710 0,002 0,29%
2 2,526 2,480 2,502 2,503 0,023 0,92%
4 3,725 3,718 3,719 3,721 0,004 0,10%
8 8,147 8,137 8,147 8,144 0,006 0,07%
16 14,549 14,565 14,597 14,570 0,024 0,17%
32 29,102 29,057 28,787 28,982 0,170 0,59%
64 60,528 60,548 60,477 60,518 0,037 0,06%
125 118,364 118,026 118,162 118,184 0,170 0,14%
250 228,276 227,254 227,564 227,698 0,524 0,23%
Tabla 9. Repetibilidad de tiempos de retencion de una mezcla de vitamina Ay
E en tres concentraciones diferentes.
Tr
Analito Concentracién Promedio S %CV
[ppm] MEDIDA1 MEDIDA2 MEDIDA 3
Vitamina 10 6,124 6,132 6,132 6,129 0,005  0,08%
A 25 6,136 6,136 6,14 6,137 0,002  0,04%
100 6,149 6,144 6,149 6,147 0,003  0,05%
Vitamina E 10 17,149 17,161 17,161 17,157 0,007  0,04%
25 17,165 17,169 17,165 17,166 0,002  0,01%
100 17,182 17,178 17,182 17,181 0,002  0,01%
S: Desviacién estandar
Tabla 10.  Repetibilidad de &reas de una mezcla de vitamina Ay E en tres
concentraciones diferentes.
Concentracion Area
ANALITO [Ppm] MEDIDA1 MEDIDA2 MEDIDA3 Promedio S %CV
Vitamina A 10 29,716 29,556 29,467 29,580 0,126 0,43%
25 81,736 80,229 81,286 81,084 0,774 0,95%
100 344,201 351,489 343,677 346,456 4,367 1,26%
Vitamina E 10 1,249 1,224 1,269 1,247 0,023 1,81%
25 2,669 2,569 2,567 2,602 0,058 2,24%
100 12,952 13,409 13,29 13,217 0,237 1,79%

S: Desviacion estandar
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Tabla 11.

Concentracién
[ppm]

125
250

Tabla 12.

Concentracion
[ppm]
1
2
4
8
16
32
64
125
250

Tabla 13.

Dia 1
3,698
3,696
3,657
3,660
3,659
3,660
3,660
3,659
3,659

Dia 1
0,728
2,506
3,819
8,241

14,955
28,858
60,639
118,466
225,564

Precision intermedia tiempos de retencién para una mezcla de

Tr

Dia 2
3,669
3,696
3,700
3,700
3,704
3,709
3,709
3,709
3,711

Area
Dia 2
0,685
2,505
3,697
8,051
14,537
30,691

61,655
116,563
226,669

Dia 3
3,697
3,699
3,702
3,705
3,703
3,695
3,687
3,681
3,677

Promedio

3,688
3,697
3,686
3,688
3,689
3,688
3,685
3,683
3,682

Promedio
Dia 3
0,711 0,708
2,533 2,515
3,601 3,706
8,241 8,178
14,478 14,657
30,802 30,117
60,655 60,983
120,468 118,499
225,329 225,854

vitamina A y E en tres concentraciones diferentes.

Concentracioén

ANALITO
[ppm]

10
25
100
10
25
100

Vitamina A

Vitamina E

Dia 1
6,179
6,177
6,186
17,334
17,261
17,269
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Desviacion
Estandar

0,016
0,002
0,025
0,025
0,026
0,025
0,025
0,025
0,026

Precision intermedia de las areas para la vitamina C

Desviacion
Estandar
0,022
0,016
0,109
0,110
0,260
1,092
0,582
1,952
0,716

Tr . Desviacion
Dia 2 Dia 3 Promedio Estandar
6,127 6,143 6,150 0,027
6,132 6,156 6,155 0,023
6,134 6,144 6,155 0,028
17,277 17,177 17,263 0,079
17,162 17,203 17,209 0,050
17,166 17,363 17,266 0,099

Precision intermedia de los tiempos de retencion para la vitamina C

%CV

0,45%
0,05%
0,69%
0,67%
0,70%
0,69%
0,67%
0,68%
0,72%

%CV

3,07%
0,64%
2,95%
1,34%
1,77%
3,63%
0,95%
1,65%
0,32%

%CV

0,43%
0,37%
0,45%
0,46%
0,29%
0,57%



Tabla 14. Precision intermedia de areas de una mezcla de vitamina Ay E en

tres concentraciones diferentes.

ANALITO Concentracién Area Promedio Desviacion %CV
[ppm] Dia 1 Dia 2 Dia 3 Estandar
Vitamina A 10 28,295 29,978 29,834 29,369 0,933 3,18%
25 82,230 81,470 80,819 81,506 0,706 0,87%
100 333,297 340,775 330,253 334,775 5414 1,62%
Vitamina E 10 1,145 1,154 1,155 17,209 0,050 0,29%
25 2,415 2,408 2,491 2,438 0,046 1,89%
100 13,178 12,610 13,102 12,963 0,308 2,38%

En estas tablas se pueden observar coeficientes de variacion menores al 5% por
lo cual se puede decir que el método es preciso segun las buenas practicas de
laboratorio (BPL) y que los resultados que se obtendran al analizar muestras

comerciales seran resultados confiables.

4.2.4. Determinacion de la exactitud del método

Este pardmetro es importante en la validacién dado que expresa la cercania de un
resultado al valor verdadero. Se determiné como sesgo, analizando el material de
referencia certificado (MRC) IA0915 para la vitamina C. Dado que para las
vitaminas liposolubles no se contaba con un MRC se determind la exactitud como
porcentaje de recuperacion (seccion 4.2.5) [59]. Los calculos para determinar la

exactitud se reportaron en la tabla 15.

Tabla 15. Resultados para determinar la exactitud del método.

Xm Xmrc t t
Analito pa/g pa/g Am S calculado tabulado
Vitamina C 617,540 620,000 2,460 0,452 5,845 6,960
616,901 620,000 3,099

Como se puede ver en la tabla 15, al realizar la prueba t con un 98% de confianza,
se obtuvo que el valor de tc.yc €s menor que el de tip, 0 que indica que no existen
diferencias significativas por lo que se puede decir que el método propuesto es

exacto.
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4.2.5. Determinacion del porcentaje de recuperacion

Este pardmetro se calcula con el fin de saber que tan exitoso ha sido el método
para extraer el analito de la matriz. En este caso para el andlisis de la vitamina C
se utilizé6 una matriz de jugo con fibra y para las vitaminas A y E la matriz
seleccionada fue una muestra de leche en polvo. Como se puede observar en la
tabla 16 los porcentajes de recuperacién obtenidos estan entre 86% a 108%,
valores que segun la literatura se encuentran en el intervalo aceptado que es de
70-120% [59]. Como se puede ver se aceptan porcentajes de recuperacion
mayores al 100% dado que al enriquecer la muestra este analito no estara tan
fuertemente ligado como el que se encuentra naturalmente en ella y como

consecuencia abra un porcentaje mas alto de analito en la muestra.[59]

Tabla 16. Resultados del porcentaje de recuperacion.

Analito *CNE 'CE °CSE %R
Vitamina C 0,016 1,834 2 90,89
0,003 1,725 2 86,10
Vitamina A 0,187 10,207 10 100,20
0,192 9,912 10 97,19
Vitamina E 1,915 12,766 10 108,51
2,862 13,604 10 107,42

'CE: Concentraci6n de vitamina en la muestra enriquecida.

2CNE: Concentracion de vitamina en la muestra no enriquecida.

3CSE: Concentracion de la solucién enriquecedora

En la tabla 17 se hace un resumen de los resultados obtenidos de las figuras de

meérito determinadas para los métodos empleados.
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Tabla 17.
cromatograficos
Parametro Prueba realizada
Sensibilidad  Curva de calibracion
Linealidad RDL
Regresion Lineal
NMD
NMQ
Precision Repetibilidad
Precisién intermedia
Exactitud Comparacién con un

4.2.6. Determinacion de vitaminas en muestras comerciales.

material de
referencia
Recuperacién %

Valor
Vitamina A=3,362
Vitamina E=0,113
Vitamina C=0,918
Vitamina A=0,9996
Vitamina E=0,9997

Vitamina C=0,9998

Vitamina A: y = 3,3619x + 0,382
Vitamina E: y=0,1132x - 0,134
Vitamina C: y = 0,9187x + 0,673

Vitamina A: 0,10
Vitamina E: 1,79
Vitamina C: 0,06
Vitamina A: 0,35
Vitamina E: 5,96
Vitamina C: 0,19

intervalo de 0,01%-1,81%
intervalo de 0,05%-3,63%

t calculado = 5,845

86% - 108%

Resultados generales de validacion y confirmacion de los métodos

Criterio

Valor de la pendiente:
valores altos, sensible
al analito.

R?> 0,999

y=mx +b

3S/m

10S/m

CV< 5%

Prueba t =t calculado <
t tabulado

70-120%

Luego de determinar las figuras de mérito para la validacion de los métodos

propuestos, se aplican estos al analisis de muestras comerciales. Para la vitamina

C se analiz6 un jugo de naranja, un jugo néctar, un jugo con fibra y un bocadillo

adquiridos en tiendas locales y una pulpa de fruta de guayaba (casero). Para las

vitaminas A y E se analizaron muestras de yogurt, mantequilla, leche en polvo y

leche fortikids. Los perfiles cromatogréaficos obtenidos se pueden observar en las

figuras 8 a la 16.
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Figura 8. Perfil cromatogréafico del andlisis de vitaminas A y E en leche
fortikids.
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Figura 9. Perfil cromatografico del andlisis de vitaminas A y E en leche en
polvo.
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Figura 10.  Perfil cromatografico del andlisis de vitaminas A y E en mantequilla.
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Figura 11.

Perfil cromatografico del andlisis de vitaminas A y E en yogurt.
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Figura 12.  Perfil cromatografico del analisis de vitamina C en jugo de naranja.
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Figura 13. Perfil cromatografico del andlisis de vitamina C en jugo néctar.
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Figura 14.

Perfil cromatografico del andlisis de vitamina C en jugo con fibra.
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Figura 15.

Perfil cromatogréfico del analisis de vitamina C en bocadillo.
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Figura 16.  Perfil cromatografico del analisis de vitamina C en pulpa de guayaba.
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En la tabla 18 y 19. Se reportan las concentraciones de las vitaminas en las
muestras analizadas. El valor reportado en las tablas es el valor de concentracion

corregido con el porcentaje de recuperacion. Este valor se halla dividiendo el valor
obtenido sobre el porcentaje de recuperacion por 100.

Tabla 18. Resultados del analisis de vitaminas A y E en muestras comerciales.

Leche fortikids VR Leche en V  Mantequilla VR yogurt VR
Analito polvo R
pg/mL Ha/g
vitamina 2,63+0,1 2,92 6,98 + 1,14 9 14,31 + 0,3 15 0,30 + NR
A 0,03
Vitamina 14,52 + 0,2 15,00 38,34+1,04 N 12,14 + NR 0,12 + NR
E R 0,01 0,04

VR: valor de referencia

Tabla 19. Resultados del analisis de vitamina C en muestras comerciales

Jugo de Juago néctar Jugo con fibra
) naranja VR (C?ilifornia) VR (Pulpy VR Guayaba Bocadillo
Analito (Tampico) colanta)
pg/mL Hg/10g

vitaminaC 24482+19 250 4521+02 NR 2191+0,15 225 170,79+0,4

131,79 + 0,1
VR: valor de referencia
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En estas tablas se puede observar que el valor medido no esta tan alejado del
reportado en las tablas nutricionales de estos alimentos, al igual que para la
determinacién de la exactitud se realiz6 una prueba t para verificar si la diferencia
entre el valor experimental y el reportado por el vendedor son significativos. Estos

resultados se encuentran reportados en las tablas 20 y 21.

Tabla 20. Resultados de prueba t para la determinacion de vitaminas Ay E en

lacteos.

Leche Leche en Mantequilla Yogurt
Analito fortikids polvo

tear < tap=4,30

Vitamina A 4,1 2,5 3,25 --
Vitamina E 3,39 -- - -

Tabla 21. Resultados de prueba t para la determinacion de vitamina C en jugos

Jugo de naranja Jugo con fibra
Analito

tear < tapb=4,30
Vitamina C 4,18 4,17

En las tablas anteriores (20 y 21) se puede observar que al realizar la prueba t
para un valor de confianza del 95% y un n=2, el valor calculado es menor que el
tabulado (ver tabla en seccion 2.5) en todos los casos, por lo cual se puede decir
que estas metodologias desarrolladas se aplican a diferentes matrices y que los

resultados obtenidos son confiables.

4.2.7. Determinacion de la incertidumbre de medida.
Para determinar el valor de incertidumbre de los métodos propuestos se aplicaron
las formulas y criterios descritos en la seccion 3.5. En las tablas 22 y 23 se

encuentran reportados los resultados del célculo de incertidumbre para cada
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método. La incertidumbre expandida se determind con un factor de cobertura k=2,

para obtener un nivel de confianza del 95%.

Tabla 22.

Fuente de
incertidumbre
Uy
Equipo

Repetibilidad

Balanza
Material
volumeétrico
Micropipetas
(Transferpette)
Pureza del
patron

Tabla 23.

Incertidumbre para el método

Tipo de u, original
incertidumbre
0,345
Tipo B
(incertidumbre 0,00018 y
por masa) 0,00003
Tipo B. 0,04
incertidumbre
por dilucién 0,6
0,1

Incertidumbre de la medida

vitaminas liposolubles

Fuente de
incertidumbre
Uy
Equipo

Repetibilidad

Balanza

Material
volumétrico
Micropipetas
(Transferpette)
Pureza del
patrén

Tipo de uy original
incertidumbre
0,018
Tipo A 1,41
Tipo B
(incertidumbre 0,00018 y
por masa) 0,00003
Tipo B. 0,04
incertidumbre
por dilucién 0,6
0,4 (VitE)y
0,5 (vit A)

65

Incertidumbre

Incertidumbre

de la vitamina C

Incertidumbre Incertidumbre

estandar uy; combinada expandida
0,1725
0,097
0,09
0,201 0,401
0,103

para el método de determinacion de

Incertidumbre Incertidumbre

estandar uy; combinada expandida
0,09
0,57
0,09 0,833 1,66
0,64



5. CONCLUSIONES

Los métodos desarrollados para el andlisis de vitaminas liposolubles (A y E) y
vitaminas hidrosolubles (vitamina C) utilizando cromatografia liquida de alta
eficiencia, en fase reversa, son validos bajo las condiciones de andlisis
establecidas y para un intervalo de 0,5-50 pg/mL, 5-500 pg/mL y 1-250 pg/mL,

respectivamente.

Se confirmé que el método desarrollado para vitaminas liposolubles arrojo valores
de figuras de mérito satisfactorios, que hacen al método selectivo, lineal, preciso y
exacto; demostrando que con este método los resultados de analisis de muestras

comerciales seran confiables y de calidad.

Se desarroll6 un método analitico para la determinacion de vitamina C utilizando
como fase movil solucién de &cido ortofosférico a pH 2.8 y se determinaron las
figuras de mérito necesarias para demostrar que el método es selectivo para acido
ascorbico (vitamina C), lineal en el intervalo de concentraciones establecido,

preciso y exacto.

Se comprobo la funcionalidad de estos métodos analiticos al realizar el analisis de
vitaminas en productos comerciales y obtener resultados cercanos a los
reportados por el comerciante. Esto se corrobor6 realizando la prueba estadistica
t, la cual permite afirmar que no hay diferencias significativas entre el valor

experimental y el reportado en la etiqueta.
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6. RECOMENDACIONES

Evaluar la reproducibilidad del método concursando en pruebas interlaboratorio
para comprobar ademas la robustez del método variando el laboratorio y el

analista.

Es importante tener en cuenta que en la preparacion de muestra se debe evitar la
exposicién a la luz y oxigeno ademas de utilizar material ambar para almacenar
las muestras. También se debe procurar inyectar la muestra al instante de hacerle
la extraccion, si por algun caso no se puede, se debe guardar a temperatura

menos de 10°C.
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