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GLOSARIO
Batido: Bebida elaborada a base de proteina de soya y suero de leche, mejor conocido

como suplemento nutricional.

Bin: Mezclador que se utiliza para realizar mezclas uniformes y fluidas, bajo un sistema

de mezclado convencional rotatorio fijo.

Conservante: Sustancias naturales o artificiales usadas para la preservacion de los

alimentos.

Control de Calidad: Ocupacion de todos los mecanismos, acciones y herramientas
realizadas para detectar la presencia de errores. El control de calidad asegura que los
productos cumplan con los requisitos minimos de calidad.

Densidad aparente: Relacion entre el volumen y el peso seco de una sustancia sin

compactarse, incluyendo huecos y poros que contenga.

Especificaciones: Conjunto explicito de requisitos que debe cumplir un determinado
producto.

Lote: Grupo de manufacturas elaboradas especificamente sin solucién de continuidad.

Materia Prima: Materia artificial o extraida de la naturaleza que se transforma
industrialmente para la fabricacion de un producto.

Propiedades organolépticas: Descripciones de las caracteristicas fisicas de un producto

segun las pueda percibir los sentidos; sabor, textura, olor, color.
Ul: Unidad de medida estandar para las vitaminas individuales. Por ejemplo; Vitamina

A; 0,00033 mg de retinol. Vitamina D; 0,000025 mg de ergosterol. Vitamina E; 0,67 mg
de tocoferol.

xiii
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RESUMEN

El &cido ascorbico como vitamina hidrosoluble poco estable, es utilizado por la
industria farmacéutica y alimentaria como marcador de referencia para establecer
mecanismos de estabilidad de los productos y con ello realizar analisis de control de
calidad bajo métodos analiticos que incluyen parametros de exactitud, precision y
repetibilidad. Particularmente, el andlisis de acido ascorbico en los suplementos
nutricionales producidos por Laboratorios VALMOR, C.A, presentaba problemas en
cuanto al método de cuantificacion, por lo que fue necesario reevaluar la metodologia
analitica a modo de proporcionar garantia de calidad producto fabricado. Por ello, en el
presente Proyecto de Investigacion se presenta el desarrollo y validacion de un método
por cromatografia liquida de alta resolucion para la determinacion de acido ascérbico en
una mezcla compleja hecha a base de proteina de soya y suero de leche. Este objetivo se
alcanzé utilizando como medio de extraccion una mezcla de &cidos conformados por;
acido o-fosforico, acido acético glacial y EDTA a pH 2,5; una fase mdvil de fosfato
monobasico de potasio a pH 3,00 y una columna cromatografica
Cis, 5um - (250 x 4,6) mm con un sistema de deteccion UV a 245 nm. El método de
andlisis fue selectivo para el acido ascorbico a la longitud de onda de estudio,
encontrando como limites de deteccién y de cuantificacion: LOD = 1,50 x 10 mg/mL y
LOQ = 1,65 x 10° mg/mL respectivamente. Asimismo, la metodologia empleada
presentd linealidad en un intervalo de (1,65 — 12,0) x 10° mg/mL, ademas de precision,
repetibilidad y exactitud con porcentajes de recuperacion del 95 %. Es importante
mencionar que el método de analisis desarrollado permitio la evaluacion del
cumplimiento con las especificaciones a diferentes lotes producidos por la empresa, lo

que dio garantia de calidad del producto fabricado.

Palabras claves: Acido ascorbico, cromatografia liquida, evaluacién de las

especificaciones, método analitico, validacion.
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCCION

La separacion de una especie de interés de posibles interferencias resulta una etapa
de vital importancia en los procedimientos analiticos antes de llevar a cabo la fase de
medicién y evaluacién de resultados [Laitinen y Harris, 1982]. Sin embargo, la mayoria
de los métodos de anélisis quimico son en general selectivos para unas pocas especies,
pero muy pocos meétodos son especificos. Hasta mediados del siglo XX, las separaciones
analiticas se llevaron a cabo a través de métodos clasicos tales como; precipitacion,
destilacion y extraccion [Pickering, 1980], pero hoy en dia y con los diversos avances
tecnoldgicos a nivel mundial, las separaciones para analisis quimico se realizan
mediante técnicas como la cromatografia, en especial cuando las muestras estan

formadas por varios analitos y resultan ser complejas.

La cromatografia, es una potente técnica de separacion que tiene aplicacion en todas
las ramas de la ciencia. Esta técnica fue descubierta por el botanico ruso Mikhail
Tsweet, al conseguir la separacion de pigmentos vegetales en solucion de éter de
petroleo, utilizando adsorbentes s6lidos como el carbonato de calcio, dispuesto en un
tubo de cristal vertical [Voet et al., 2007; Ebbing y Gammon, 2010], observando la
separacion de los pigmentos vegetales en diversos colores. De alli radica su nombre,
que; etimoldgicamente significa “escritura en color”, proveniente del griego chroma

que significa color y graphein que significa escribir [Voet et al., 2007].

Actualmente, existen diversas variedades de técnicas cromatograficas en las cuales
todas trabajan bajo un principio similar, en este caso; la muestra de analisis se disuelve
en una fase mavil (gas o liquido) y se hace pasar a través de una fase estacionaria
inmiscible fija en una columna o superficie solida [McMurry, 2008]. Dentro del
conjunto de técnicas cromatograficas, la cromatografia de liquidos es la técnica analitica
de separacion mas utilizada, la razon de esto es; alta sensibilidad, facil adaptacion a
determinaciones cuantitativas exactas, idoneidad para automatizacion, capacidad para
separar especies no volatiles y termolabiles, ademéas de amplia aplicabilidad a sustancias
que son importantes en la industria quimica [Skoog et al., 2008]. Esta importancia radica

en la determinacion de la concentracion real de un analito en un determinado producto,

1
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pudiendo evaluar el cumplimiento de las especificaciones para efectos de control de
calidad. Un ejemplo de ello es el analisis de acido ascorbico en los suplementos
nutricionales producidos por Laboratorios VALMOR, C.A, en el estado Mérida, hechos

a base de proteina de soya y suero de leche.

El é&cido ascorbico (AA) también conocido como vitamina C, funciona
principalmente en los productos alimenticios como marcador de referencia, ya que, al
tratarse de una vitamina poco estable, su variacion de concentracion resulta relevante
para establecer mecanismos que afectan su estabilidad y por ende el tiempo de vida util
del producto. Ademés de ello, la vitamina C es la mas sensible de las vitaminas
hidrosolubles, siendo 1&bil en presencia de humedad y oxigeno, pH, agentes oxidantes,
temperatura y presencia de iones metéalicos como el cobre y el hierro [King y de Pablo,
1987], por ende su caracterizacion resulta un reto de analisis quimico, no por los
métodos de determinacidn sino debido a los procedimientos de extraccion y la poca

estabilidad de la especie de interés.

Particularmente, el método de determinacion de AA estipulado por Laboratorios
VALMOR, C.A presentaba problemas de precision y repetibilidad, ademas de desgaste
de los equipos en general, sobre todo las columnas cromatograficas. De alli, la necesidad
de revaluar la metodologia y plantear un método alternativo que permita cuantificar el
acido ascorbico (AA), utilizando menor cantidad de reactivos y bajo un método que
incluya pardmetros de exactitud, precision y repetibilidad, implicando una validacion
analitica y estableciendo asi una evidencia de que el procedimiento desarrollado
conducird, con un alto grado de seguridad, a la obtencion de resultados precisos y
exactos, dentro de las especificaciones y atributos de calidad previamente establecidos

por la empresa.
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1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde el punto de vista de los analisis 0 métodos analiticos desarrollados por las
industrias, es necesaria la estipulacion de especificaciones que aseguren la calidad de los
productos fabricados bajo parametros de exactitud, precision y repetibilidad de acuerdo
a las caracteristicas de cada producto y sus principios activos. Particularmente,
Laboratorios VALMOR, C.A. como industria farmacéutica nacional figura como una
empresa altamente competitiva con una gran responsabilidad social en la elaboracion de
productos de altisima calidad. Actualmente, dicha empresa emprendié un acuerdo de
comercializacion de productos de tipo alimenticios en los que se incluye un suplemento
nutricional que contiene diversos componentes de interés dietético, cuyo andlisis de
control de calidad se efectia en base a la técnica de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), mediante la determinacién de acido ascérbico como marcador de
referencia, estableciendo asi mecanismos que afectan la estabilidad del producto. A
pesar de que existe una metodologia analitica para la determinacién de AA en el
suplemento, la misma no se adecua a las condiciones de equipos Yy reactivos dados por el
Laboratorio de Control de Calidad, siendo necesario adaptar otros métodos que han
presentado problemas de repetibilidad y escaza estabilidad de la linea base en los
analisis (figura N° 1), producto de los pH tan bajos utilizados; comprometiendo asi la
capacidad de la empresa de garantizar los atributos de calidad del producto. Es por ello
que se ve la necesidad de reevaluar la metodologia, y disefiar un método repetible y
confiable, ajustado a las condiciones infraestructurales, permitiendo una mejora en la

certificacion de calidad del suplemento nutricional.

Figura N° 1. Cromatograma ejemplo de los problemas observados por la Empresa.
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1.3 HIPOTESIS

La modificacion selectiva del pretratamiento de las muestras de analisis permitira

cuantificar por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) el acido ascérbico

presente en los suplementos nutricionales producidos por Laboratorios VALMOR, C.A.

bajo parametros de exactitud, precision y repetibilidad, permitiendo ademas el

rendimiento de la columna cromatogréfica y la obtencion de cromatogramas con mayor

estabilidad de la linea base, al utilizar pH controlados de todas las soluciones que

atraviesan el sistema cromatografico (fase maévil y solucién de extraccion).

1.4 OBJETIVOS
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1.4.2

Objetivo general.

Determinar acido ascérbico en un suplemento nutricional empleando la técnica
de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con deteccion UV — arreglo

de diodos.

Objetivos especificos.

Desarrollar un método analitico para la determinacion y cuantificacion de acido
ascorbico en mezclas complejas a base de proteinas.

Ajustar el método optimizado a las condiciones e infraestructuras disponibles en
el Laboratorio de Control de Calidad de Laboratorios VALMOR, C.A.

Elaborar una metodologia para la extraccion e identificacion del acido ascorbico
mediante una preparacion sencilla de la muestra de analisis.

Realizar ensayos de variacion del pH de la fase mévil y del medio de extraccion
que alarguen el tiempo de vida util de la columna de separacion.

Determinar las condiciones cromatograficas dptimas para la determinacion de la
vitamina C en la muestra alimenticia.

Evaluar la metodologia analitica bajo parametros de selectividad, linealidad,

exactitud, precision y repetibilidad.
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1.5 ANTECEDENTES

La aplicacion de técnicas instrumentales como la cromatografia liquida representa
una herramienta fundamental para el analisis de diversos tipos de muestras en industrias
quimicas como la farmacéutica y alimentaria. Particularmente, el andlisis de &cido
ascorbico constituye un tema de gran interés al que los investigadores de diversas
Universidades e Instituciones Internacionales han dedicado un gran esfuerzo. Aunque
son muchos los estudios realizados en base a la determinacién de AA por HPLC, pocos
tienen relacion con la determinacion del mismo en suplementos nutricionales o matrices

similares a la estudiada en el presente trabajo de investigacion.

Sin embargo, el método establecido por Laboratorios VALMOR, C.A [Moronta,
2016] estipula la determinacion de AA en suplementos nutricionales hechos a base de
proteina de soya y suero de leche (producto de interés) bajo un analisis quimico que
implica un medio de extraccion de acido m-fosforico (MPA) al 5 %, con una fase movil
de &cido o-fosforico al 0,02 %. En este método, el constituyente cromatografico de
mayor importancia lo representa la columna de separacion de tipo Luna Cig 5 um,
(250 x 4,6) mm, con un sistema de deteccion UV a 245 nm, una velocidad de flujo de
0,5 mL/min y un volumen de inyeccién de 10 pL. El tiempo de corrida para el analisis

es de 12 min, con un tiempo de retencién alrededor de 6 min por parte de la vitamina C.

Es importante hacer énfasis en que la mayoria de las extracciones de AA se realizan
con &cido m-fosférico, tricloroacético, o acido oxalico, bien sea solos 0 en combinacion
con otros &cidos o alcoholes de cadena corta como metanol o etanol. Adicionalmente, la
oxidacion inducida por cationes como hierro o cobre se puede evitar utilizando
antioxidantes 'y agentes quelantes metalicos como el EDTA (&cido
etilendiaminotetraacético) en la solucion de extraccion. Otra proteccion adicional del
AA implica la purga de las soluciones con gas inerte para reducir la exposicion al
oxigeno disuelto en la matriz, realizar la extraccion a baja temperatura y reducir la
exposicion de las muestras a la luz blanca [Nollet, 2000]. Ademas de ello, la
cromatografia en fase reversa con columnas Cig es la mas empleada actualmente para

dicho analisis, con deteccion UV o electroquimica con excelente sensibilidad y selectiva
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al analito. Los contenidos de vitamina C se expresan comunmente en miligramos (mg)
[Nollet, 2009].

Como se dijo anteriormente, los trabajos e investigaciones encontrados en la
literatura no se asemejan a la muestra o matriz de interés. Aun asi, todos poseen relacion
con el presente estudio, ya que todas persiguen lo mismo; determinar &cido ascérbico
mediante la técnica de cromatografia liquida en fase reversa con sistema de deteccion de
uVv.

Particularmente, en la década de los 90 investigadores como Racz y colaboradores
[R&cz et al., 1990] determinaron AA en frutas y vegetales, especificamente en
frambuesa congelada. El fruto de interés se desintegré en un mezclador y se adiciono
cierta cantidad conocida del mismo a un matraz volumétrico de 100 mL al cual se le
agrego el eluyente, que estaba constituido por una mezcla de metanol/agua/acido acético
glacial en proporcion (30:69:1) y que contenia ademas 0,01 g/mL de cloruro de sodio
(NaCl). Para dicho analisis el volumen de inyeccion de la muestra al sistema
cromatografico fue de 20 uL, utilizando una columna de separacién Cqg. La deteccion de
AA se realiz6 a 230 nmy el flujo de fase movil fue de ImL/min a 20 °C. Este método
fue rapido, fiable y no necesitd de quimicos especiales o dificiles de conseguir. Ademas
de ello, los resultados del estudio arrojaron valores del contenido de vitamina C en la
frambuesa de 26,94 mg/g con una desviacién estandar relativa de 0,02 % y un porcentaje

relativo de error de 0,08 %.

Otro estudio en frutas frescas y vegetales fue realizado por Watada, A.E [Watada,
1982], quién utiliz6 como medio de extraccion para la determinacion de AA el MPA al
6 %. La fase estacionaria en este estudio estuvo constituida por una columna Cig
(8 mm x 10 cm) en un modulo de compresion radial Waters, con una fase movil
compuesta por 1,5 % de NH4H,PO,4 a pH 3,0. El flujo de fase mdvil fue de 4,0 mL/min,
y la longitud de onda de deteccion de 254 nm, con un tiempo de retencion del analito de
1,98 min.

Por otro lado, investigadores como Grindberg y Willians [Gindberg y Williams,

2010], evaluaron el contenido de vitamina C en brdcoli, pimenton rojo, naranjas y un
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suplemento utilizando 250 pg/mL de hidrocloruro de tris(2-carboxietil)-fosfina (TCEP —
HCI) y una solucién de acido tricloroacético (TCA) al 1 %. La fase movil estuvo dada
por; 1,6 g de decilamina, 80 mL de acetonitrilo, 100 mL de acetato de sodio (0,25 M)
con 820 mL de agua ultra pura, ajustando el pH a 5,4 con &cido o-fosforico concentrado
y adicionando ademéas 50 mL de la solucién de TCEP-HCI. Las muestras de analisis
fueron trituradas, y 10 g de estas se agregaron en balones de 100 mL con
40 mL de TCEP-HCI y aforando las mismas con TCA (1 %). Es importante mencionar
que en dicho estudio los autores utilizaron el TCEP-HCI como agente reductor que evita
la oxidacion de la vitamina C, y el TCA para extraer el AA. Otras condiciones
cromatograficas a tomar en cuenta son el flujo de la fase mévil y la longitud de onda de
deteccidn los cuales fueron de 1 mL/min y 265 nm respectivamente. Los analisis bajo

este método fueron repetibles en las diversas muestras.

Shafqat y colaboradores [Shafqat et al., 2012], estudiaron el contenido de AA en
jugos locales de Pakistan bajo un método rapido y simple el cual fue preciso, repetible y
consistente con porcentajes de recuperacion entre (94 — 101) %. Al igual que en otros
trabajos de investigacion, los autores de este proyecto trataron la muestra de interés con
MPA al 3 %, y una fase mdvil constituida por KH,PO, (20 mM). Respecto a las
condiciones cromatogréficas, se utilizé una fase estacionaria dispuesta por una columna
C1g 5 um, (250 x 4,6) mm, bajo una deteccion UV a 240 nm y un tiempo de retencion de
(1,63 — 1,65) min del analito. Los resultados para esta investigacion arrojaron curvas de
calibracion de estandar lineales bajo un rango de (0,1 — 2,5) mg/mL, con un limite de
deteccién (LOD) de 0,05 mg/mL y un limite de cuantificacion (LOQ) de 0,1 mg/mL.

Otros autores como Fatariah y colaboradores [Fatariah et al., 2015] ademas de
Correa y colaboradores [Correa et al., 2011] determinaron vitamina C en frutos silvestres
como Benincasa hispida y “camu camu” Myrciaria dubia utilizando MPA al 3 % vy
4,5 % respectivamente. En cuanto a las condiciones cromatograficas, ambos trabajos de
investigacion muestran un flujo de fase mdvil de 0,5 mL/min. Sin embargo, las fases
moviles utilizadas por los autores al igual que la longitud de onda de deteccion varian en
gran magnitud, pues Fatariah y colaboradores utilizaron fosfato dibasico de sodio

detectando el analito a 230 nm mientras que Correa y colaboradores realizaron las
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corridas con agua ultra pura acidificada con &cido sulfurico (H,SO,) a pH 2,2 y un
sistema de deteccion a 245 nm. Se debe mencionar que las columnas cromatogréaficas de
separacion en ambos proyectos fueron de tipo Cig con dimensiones de 5 um,
(125 x 4) mm y 5 pum, (250 x 4) mm para cada caso. Particularmente, en el trabajo
expuesto por Fatariah y colaboradores en 2015, compararon el contenido de AA en el
extracto de fruto Benincasa hispida con tres extractantes diferentes; &cido m-fosforico (3
%), acido citrico (3 %) y agua destilada, demostrando que la mejor extraccién
correspondio al acido m-fosforico, seguido de agua destilada y finalmente acido citrico.
En dicho caso, los autores estudiaron la linealidad del método con MPA encontrando
una curva de calibracion lineal en un rango de (1,0-16,0) pg/mL con un LOD de 0,24
pg/mL y un LOQ proximo a 0,8 pg/mL. Por otro lado, el porcentaje promedio de
recuperacion fue de 93,52 % con un tiempo de corrida de 6 min, bajo un tiempo de

retencion de la especie de interés de 2,60 min.

Por su parte, Ferin y colaboradores [Ferin et al., 2013], también estudiaron la
estabilidad del &cido ascérbico mediante tres métodos de extraccion que implico; acido
m - fosforico (MPA), &cido perclérico (PCA) y écido tricloroacético (TCA) con una fase
movil de buffer de fosfato a pH 2,4. En este estudio, ademas de determinar AA, se
cuantifico acido urico en plasma humano, con resultados que mostraron una mayor
estabilidad del AA con MPA. Sin embargo, los autores indican que los otros dos acidos
también son representativos para la extraccion. Bajo este método, ambos antioxidantes
fueron cuantificados con buena repetibilidad y resultados de excelente linealidad con un

coeficiente de correlacion R? > 0,999.

Si bien es cierto que la mayoria de trabajos de investigacion implican la
determinacion de &cido ascorbico utilizando como medio de extraccion el &cido
m-fosférico, existen otros autores que han determinado la vitamina C por HPLC con
otros extractantes. Tal es el caso de Zuo [Zuo et al., 2015], quienes determinaron
creatinina, acido Urico y acido ascérbico en leche bovina y jugos de naranja. Este
método estuvo basado en utilizar como eluyente acido acético al 3 % (v/v), una fase
movil de acetonitrilo/ buffer fosfato de sodio a pH 4,75 y una fase estacionaria con

columna Cig 5 um, (7,5 x 4,6) mm. Dentro de los parametros cromatograficos, la
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deteccion se realiz6 a 205 nm con un flujo de fase movil de 1,2 mL/min. Dicha
determinacion obtuvo buena linealidad y sensibilidad, por lo que los autores proponen

utilizar este método para el andlisis de otros tipos de alimentos.

Investigadores como Brause y colaboradores [Brause et al., 2003], realizaron un
estudio interlaboratorio para evaluar por HPLC el contenido total de AA en alimentos a
niveles de (5-60) mg/100 g de alimento. En esta investigacion los autores hicieron
hincapié en los jugos de fruta, aunque los alimentos también se incluyeron en el estudio.
Luego de la disolucion en agua de la muestra, el acido dehidroascorbico (DHA)
enddgeno se convirtid en acido ascérbico por reduccion en la precolumna con ditiotreitol
a pH neutro. El ascorbato total se determind mediante cromatografia liquida en fase
reversa con columna Cig y un eluyente de fosfato a pH 2,5 incorporando ditiotreitol para
mantener la vitamina C en forma reducida. La deteccion UV se efectué a 254 nm. En
dicho analisis se produjo una desviacion estandar relativa de (5,80-14,66) % con lo cual
los autores concluyeron que este método es adecuado para el uso rutinario en productos

de frutas y alimentos que contienen alrededor de 5 mg/100 g de alimento de vitamina C.

Finalmente, la busqueda de fuentes naturales de AA también reviste de gran interés
por las caracteristicas antioxidantes que tiene la vitamina de estudio. Asi, investigadores
como Gutiérrez y colaboradores [Gutiérrez et al., 2007] realizaron estudios en los frutos
silvestres de los Andes Suramericanos tales como la “uchuva” (Physalis peruviana L.),
que registra contenidos de 20 a 32 mg de AA por cada 100 g de pulpa. El objetivo de
este estudio fue encontrar las condiciones dptimas para la extraccién, identificacion y
cuantificacion por cromatografia liquida de alta resolucion del &cido ascorbico presente
en la uchuva. Para ello, utilizaron como medio de extraccion acido o-fosférico (0,05 N)
del cual obtuvieron porcentajes de recuperacion entre el (92,36-100,4) %. Las
condiciones de operacion méas adecuadas para la cuantificacion fueron; fase movil:
NaH,PO, al 1 % pH 2,7. Fase estacionaria: C1g3 5 um, (4,0 x 250) mm. Longitud de
maxima absorcion: 265 nm y un flujo de fase de 0,9 mL/min. La metodologia de
cuantificacion presentd linealidad, precision, exactitud y sensibilidad a un nivel de

confianza del 95 %.



Trabajo Especial de Grado.

CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1 ACIDO ASCORBICO

El é&cido ascorbico, también conocido como vitamina C, es una vitamina
hidrosoluble constituida por seis &tomos de carbono, siendo sin duda la més conocida de
todas las vitaminas ya que; fue la primera en descubrirse en 1928 por Albert Szent—
Gyorgyi, ademas de ser caracterizada estructuralmente y sintetizada en el laboratorio en
1933 [McMurry, 2008; Hacisevki, 2009]. Su nombre procede del prefijo a — que
significa “no” y de la palabra latina scorbuticus que significa escorbuto, una enfermedad
causada por la deficiencia de vitamina C, y vista por primera vez entre los marineros de
exploraciones de los siglos XVI a XVII [Montafio, 2011], en quienes aparecia
hemorragia gingival, inflamacion articular, manchas en la piel y debilidad muscular.
Esta enfermedad también se pronuncié en el antiguo Egipto, Grecia y Roma, y sobre
todo en el norte de Europa durante los inviernos, cuando los frutos y hortalizas frescas

eran dificiles de conseguir.

Hoy en dia, el déficit de vitamina C constituye un fenémeno poco habitual, ya que
solo basta cumplir ciertos habitos alimenticios para asegurar las necesidades diarias de
dicho micronutriente, siendo necesario consumir alrededor de 75 mg para la mujer y
90 mg para el hombre [National Institutes of Health, 2016]. En la actualidad, se
sintetizan mas de 200 millones de libras de vitamina C al afio en todo el mundo, bajo
distintas presentaciones, mas que la cantidad total de las otras vitaminas combinadas
[McMurry, 2008].

2.1.1 Estructura quimica

El &cido ascérbico es la forma endlica de una alfa cetolactona, cuya estructura
molecular (figura N° 2) contiene dos 4tomos de hidrogeno enolicos ionizables que le
confieren su caracter &cido y reductor [Arakelian, et al., 2010]. Este compuesto es
termolabil y se oxida con facilidad pudiéndose presentar en dos formas quimicas
interconvertibles; acido ascorbico (AA) en su forma reducida, y acido dehidroascorbico
(DHA) en su forma oxidada (figura N° 3), siendo ambas formas biologicamente

10
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funcionales que se mantienen en equilibrio fisiologico. El proceso oxidativo de AA a
DHA se lleva a cabo por la transferencia de dos electrones, lo que implica una
degradacion en los que influyen nimeros factores como; pH alcalino, presencia de
oxigeno, enzimas y presencia de iones metalicos pesados como Cu*?, Ag*, y Fe™ [Serra
y Cafaro, 2007].

Figura N° 2. Estructura quimica del &cido ascorbico.

Figura N° 3. Oxidacion y reduccion del &cido L—ascérbico (AA).

La forma natural de la vitamina C es el isdbmero L, que posee diversas propiedades
nutricionales significativas. Sin embargo, también se conoce el isomero D del acido
ascorbico, conocido como &cido D —isoascorbico (IAA), que tiene alrededor del 10 % de
la actividad del isomero L, pero sin fines vitaminicos. Ambos isomeros difieren en la
configuracién del carbono 5 [Serra y Cafaro, 2007]. De manera general, el 1AA es
utilizado en la industria alimentaria ya que el mismo resulta ser efectivo como
antioxidante y no es tdxico, aunque su actividad biologica resulta menor al compararse
con AA. Ademas de ello, el IAA se ha utilizado ampliamente como estandar interno en
una serie de métodos analiticos cromatograficos para la determinacion de AA [De
Leenheer et al., 1992].

11
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2.1.2 Propiedades fisicoquimicas

- Nombre IUPAC: (R)-3,4—dihidroxi—5—((S)-1,2—dihidroxietil)furano—2(5H)ona.

- Caracteristicas: Polvo cristalino de color blanco, sin olor particular.

- Formula molecular: CgHgOg

- Peso molecular: 176,12 g/mol.

- Punto de fusion: (190-192) °C, con descomposicion.

- Densidad: 1,65 g/mol.

- Indice de refraccion: 1,65 a 25 °C.

- Solubilidad: Soluble en agua (0,3 g/mL) y etanol pero no en algunos solventes
orgénicos como el éter etilico, benceno, cloroformo y éter de petrdleo [Lide,
2006 — 2007].

2.1.3 Funciones de la vitamina C

Actualmente, no se conoce con precision el cometido bioquimico del &cido
ascorbico, sin embargo se sabe de su importancia en numerosos procesos vitales. Su
papel bioldgico principal es el de actuar como cofactor en diversas reacciones
enzimaticas que dan lugar en el organismo. Asi, el AA actia como coenzima de las
hidroxilasas de prolina y lisina, encargadas de hidroxilarse en el protocolageno [De
Leenheer et al., 1992] y con ello dar paso a la sintesis de las fibrillas del mismo
(colageno), necesario para la formacién y mantenimiento del tejido conjuntivo normal
del organismo, como los cartilagos, tendones y huesos [Gutiérrez, 2000]; también
interviene en la sintesis de lipidos, proteinas, norepinefrina, serotonina, L—carnitina, y en

el metabolismo de tirosina, histamina y fenilalanina [Serra et al., 2006].

Intercede en el metabolismo de algunos aminoéacidos, favorece la absorcion del
hierro al convertirlo a su forma ferrosa, y activa al acido félico a su forma vitaminica.
Por otro lado, protege la vitamina A, vitamina E y algunas vitaminas B de la oxidacion,
participa en la formacion de determinadas hormonas y neurotransmisores como la
adrenalina, que son secretadas durante situaciones de estrés, como el ejercicio [Melvin,
2002].

12
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2.1.4 Fuentes de acido ascorbico

Las principales fuentes naturales de vitamina C incluyen en general frutas,
hortalizas y diversos tipos de hojas. Se encuentra en mayor magnitud en citricos como
las naranjas, limones y toronja. En vegetales de hojas crudas como la lechuga y el
repollo, ademas de tomates, fresas, meldn, pimientos y espinaca. Las hortalizas de raiz y
las papas contienen cantidades pequefias pero Utiles para la ingesta del hombre. El maiz
tierno, asi como los cereales germinados y las legumbres también aportan acido
ascorbico [Hernandez y Sastre, 1999; Thomas, 2016]. Algunos productos animales como
la carne, pescado, leche y huevos también tienen cantidades discretas de vitamina C; sin
embargo, como el calor la destruye con facilidad; la coccion prolongada de estos
alimentos puede destruir cantidad importante de la vitamina que contenga [Melvin,
2002].

Por otro lado, diversos tipos de industrias utilizan ampliamente el acido ascorbico
potencializando sus propiedades. Asi; la industria cosmética aprovecha el poder
antioxidante que posee para combatir la oxidacion y generacion de radicales libres
causante del envejecimiento prematuro. La industria farmacéutica, por su parte, se ha
dado a la tarea de producir diversos medicamentos que contienen vitamina C para el
combate y prevencion de algunas enfermedades. Mientras que en la industria
alimentaria, el &cido ascorbico es utilizado como aditivo, siendo adicionado no por su
valor nutricional como vitamina sino por sus propiedades antioxidantes como
conservante, de manera que se utiliza para preservar determinados alimentos de la
degradacion bacteriana y microbiana. Sin embargo, el uso de AA como aditivo

alimentario esta totalmente regulado y se realiza en dosis minimas e inocuas.

La vitamina presente en los suplementos y/o medicamentos se encuentra en forma de
acido ascorbico, pero algunos casos contienen otras formas como; ascorbato de sodio,
ascorbato de calcio, otros tipos de ascorbatos minerales y &cido ascorbico con
bioflavonoides. Diversos estudios cientificos no han demostrado que ninguna forma de

vitamina C sea mas efectiva que otra [Damodaran et al., 2007].

13
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2.2 SUPLEMENTOS NUTRICIONALES

Durante los Gltimos afios la percepcion que la industria y el consumidor tienen de
los alimentos ha sido modificada sustancialmente. Particularmente, el desarrollo de
nuevas tecnologias ha permitido a la industria alimentaria la fabricacién de productos
que aportan necesidades energéticas y nutricionales basicas, incluyendo beneficios
fisiologicos a partir de ciertos componentes quimicos que tienen los alimentos [Gomez,
2010], y que hoy en dia se aprovechan como suplementos nutricionales. La
Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés “Food and
Drug Administration”) de los Estados Unidos [Astiasaran, 2003] definié en 1994 los

suplementos nutricionales del siguiente modo;

“Sustancias incorporadas a un alimento para incrementar la ingesta diaria en
vitaminas, minerales, aminoacidos, etc. y prevista para ser tomado bajo la forma de
pildoras, cépsulas, pastillas, o liquido, pero nunca como un alimento convencional o

como un Unico producto alimenticio dentro de una comida.”

Desde el punto de vista nutricional, los suplementos tienen el objetivo de aportar
nutrientes de dos tipos: macronutrientes; que se requieren en mayor proporcién como
proteinas, carbohidratos y lipidos, y micronutrientes; que aunque se necesitan en menor
cantidad son fundamentales para el organismo por intervenir en funciones vitales, en
este caso se encuentran; las vitaminas, minerales, &cidos grasos, y aminoacidos
[Hernandez, 2004]. De este modo, los suplementos tienen ciertos beneficios a tomar en
cuenta, segun las caracteristicas o contenido de los mismos. Algunos de ellos son
capaces de asegurar la ingesta de sustancias vitales que el cuerpo necesita para funcionar
y otros incluso ayudan a reducir el riesgo de enfermedades, aun asi, estos no deben
sustituir por completo las comidas que son necesarias para una dieta saludable, y aunque
pueden ser beneficiosos para la salud, también implican ciertos riesgos [U.S Food &
Drug, 2016], ya que muchos de ellos contienen ingredientes activos que tienen fuertes
efectos bioldgicos en el cuerpo, lo que los hace inseguros en algunas situaciones y
afectar o complicar la salud. Un ejemplo de ello es el &cido ascérbico como conservante
presente en la mayoria de suplementos, que puede causar una absorcion excesiva de

hierro conduciendo a una hemocromatosis, o provocar litiasis renales, es decir; aparicion
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de piedras en los rifiones. Por ende, el consumo excesivo de suplementos puede implicar
alteraciones en la absorcion intestinal o provocar interferencias con la absorcion de otros

nutrientes [Astiasaran, 2003].

Como se menciond; los suplementos contienen un conjunto de nutrientes entre los
cuales cabe destacar las vitaminas. Estas son sustancias organicas bioldgicamente
activas que contienen carbono, hidrégeno y en algunos casos, oxigeno, nitrogeno y
azufre. Estas son presintetizadas por las plantas, pero los animales y los humanos
carecen de las enzimas necesarias para producirlas, por esta razon son ingeridas a través
de los alimentos y son necesarias en cantidades pequefias para el desarrollo normal y el
mantenimiento de la integridad fisica del ser humano [Serra et al., 2006], por ende la

ausencia de las mismas puede causar determinados sindromes de deficiencia especifica.

En general, las vitaminas se dividen clasicamente en dos grupos de acuerdo a su

solubilidad en grasas o en agua [Garcia, 2002].

Tabla N° 1. Clasificacion de las vitaminas en funcién de su solubilidad.

HIDROSOLUBLES LIPOSOLUBLES
Acido ascorbico (vitamina C) Calciferol (vitamina D)
Acido félico Tocoferol (vitamina E)
Acido pantoténico Retinol (vitamina A)
Biotina Vitamina K

Cobalamina (vitamina B,)
Niacina
Piridoxina (vitamina Bg)
Tiamina (vitamina B;)

Riboflavina (vitamina B,)

Las vitaminas resultan de vital interés para el desarrollo de este Trabajo Especial de
Grado ya que; la empresa venezolana Laboratorios VALMOR, C.A. firmé un acuerdo de
comercializacion para la fabricacion de productos de tipo alimenticios en los que se

incluye un suplemento nutricional a base de proteina de soya y suero de leche
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(figura N° 4), cuyo control de calidad implica el andlisis de una vitamina hidrosoluble
conocida como vitamina C (&cido ascorbico).

Figura N° 4. Batido nutricional de chocolate, vainilla y fresa.

2.2.1 Caracteristicas del producto

El aspecto del suplemento nutricional producido por la empresa Laboratorios
VALMOR, C.A. es en polvo, y sus especificaciones se resumen en la tabla N° 2,
teniendo en cuenta que el mismo deriva de una presentacion en cuatro sabores

diferentes; chocolate, fresa, galleta y crema ademas de vainilla.

Tabla N° 2. Caracteristicas fisicoquimicas del suplemento nutricional.

Especificaciones

Presentacion

Chocolate Fresa Galletay crema Vainilla
Aspecto Polvo fino
Olor Chocolate Fresa Crema Vainilla
rema con -
Sabor Chocolate Fresa Crema co Vainilla
galleta
Crema con
) . migas de galleta . -
Color Marrén Rosa pélido g g Amarillo palido
de chocolate
Componente
activo de Acido ascérbico (vitamina C).
analisis
Cantidad .
10 mg/ 25 g de batido.
declarada g g
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2.2.2 Informacion nutricional

La mezcla en polvo para batido nutricional formula 1 (figura N° 4) contiene la

siguiente informacion nutricional en base a 25 g de producto por cada 240 mL de agua.

Tabla N° 3. Informacion nutricional de la mezcla en polvo fabricado por Laboratorios
VALMOR, C.A.

Nutricién Cantidad aportada
Vitamina A 661Ul
Tiamina 0,22 mg
Niacinamida 3,7 mg
Acido pantoténico 1mg
Vitamina Bg 0,67 mg
Biotina 8 mcg
Acido félico 76 mcg
Vitamina By, 0,41 mcg
Vitamina C 10 mg
Vitamina D 33 Ul
Selenio 18 mcg
Vitamina E 3,4 Ul
Calcio 94 mg
Cobre 457 mcg
Fosforo 145 mg
Hierro 9 mg
Magnesio 127 mg
Potasio 289 mg
Zinc 2,3 mg
Yodo 49 mg
Manganeso 0,33 mg

2.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

En la industria farmacéutica y alimentaria, la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés “High Performance Liquid
Chromatography”) es una de las técnicas mas aplicadas para el analisis quimico de
sustancias térmicamente labiles o moléculas de gran tamafio presentes en mezclas
complejas debido a su alta sensibilidad y adecuacion para realizar determinaciones
cuantitativas exactas [Skoog et al., 2008]. Esta técnica consiste en separar sustancias
disueltas en una mezcla por adsorcion selectiva de los constituyentes de la misma,

siendo una variante de la técnica en columna simple, basada en el descubrimiento de que
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las separaciones cromatograficas mejoran si la fase estacionaria esta constituida por
particulas esféricas de tamafio uniforme y muy pequefias. Dicho método, requiere de
bombas de alta presion para hacer pasar el disolvente a través de una columna
estrechamente empaquetada, y se utilizan detectores electronicos para monitorear la

aparicion del material que eluye por la misma [McMurry, 2008].

2.3.1 Descripcion general y conceptos basicos

La cromatografia es una técnica que permite separar, identificar y cuantificar
sustancias 0 componentes de una mezcla bajo dependencia de las afinidades
diferenciales de los solutos entre dos fases no miscibles que se conocen con el nombre
de fase estacionaria y fase movil. La fase estacionaria es un lecho fijo de gran area
superficial que puede ser un sélido poroso o finamente divido que permite la adsorcién o
desorcion de los solutos con frecuencia. Mientras que la fase movil es un liquido que se
mueve a través de la fase estacionaria, y puede ser un liquido puro o una mezcla de

soluciones [Gennaro, 2003].

En todas las separaciones cromatograficas, la fase movil transporta la muestra y se
hace pasar a lo largo de la capa o columna que contiene la fase estacionaria, encontrando
que; a medida que la fase movil fluye por la fase estacionaria, los solutos se distribuyen
entre ambas fases. Aquellos componentes fuertemente retenidos por la fase estacionaria
se mueven lentamente con el flujo de fase mdvil, por el contrario; lo componentes
menos afines se mueven mas rapidamente a través de la fase estacionaria. Por ende, el
tiempo de residencia de la molécula en la fase estacionaria depende de las fuerzas de

interaccidn entre las fases y el analito [Bromatologia, 2015].

En funcion del mecanismo de separacion y de la naturaleza de la fase estacionaria,
es posible clasificar la cromatografia liquida de cuatro maneras diferentes [Skoog et al.,
2008];

- Cromatografia de adsorcién: Es la forma clasica de CL que introdujo Tswett a
principios del siglo XX. Anteriormente fue utilizada para separar especies no polares,
isdbmeros estructurales y grupos de compuestos como los hidrocarburos alifaticos, pero

debido a problemas de reproducibilidad, esta se reemplazé por la cromatografia en fase
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normal. La fase estacionaria es un adsorbente que permite que las separaciones ocurran
por repetidas etapas de adsorcién—desorcion, y estdn formadas por silice o alumina

finamente dividida.

- Cromatografia de reparto: La separacion se basa en un reparto del soluto entre
las dos fase inmiscibles (fase movil y fase estacionaria). En cromatografia de reparto, los
soportes estdn preparados con silice rigida, cuyas superficies son mecanicamente

resistentes, porosas y uniformes, con didmetros de 1,5 a 10 pum.

- Cromatografia de intercambio idnico: Esta técnica se refiere a los métodos
modernos y eficientes para separar iones en columnas con relativa capacidad de
intercambio catidnico y anionico. La fase estacionaria presenta en su superficie grupos
ionizados capaces de retener selectivamente iones de signo contrario que circulan en la

fase movil.

- Cromatografia de exclusion por tamafio: Esta técnica se aplica en particular a
especies de elevada masa molecular. La fase estacionaria es un material poroso de
tamafio controlado que permite la entrada de ciertas moléculas de manera selectiva,

dejando fuera otras de mayor tamario.

El mecanismo de retencion en los dos primeros casos es similar, variando
unicamente el tipo de interaccidén que ocurre en la fase estacionaria dependiendo de la
polaridad. Asi, se puede tener una clasificacion adicional de las técnicas

cromatograficas;

- Cromatografia en fase normal: Cuya fase estacionaria presenta puntos activos de
alta polaridad y las interacciones que se producen con el analito son especificas. En este
tipo de cromatografia el componente menos polar se eluye primero, y la fase
estacionaria es un solido adsorbente (silice o alimina), o bien, un soporte al que se unen
guimicamente moléculas organicas que presentan grupos funcionales de alta polaridad

(ciano, amino, entre otros).

- Cromatografia en fase reversa: La naturaleza de la fase estacionaria es apolar, y

posee cadenas hidrocarbonadas o grupos fenilos unidos. Particularmente, en este tipo de
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cromatografia los componentes mas polares aparecen primero en el cromatograma y un
aumento de la polaridad de la fase mdvil incrementa el tiempo de elucién. En general, la

cromatografia en fase reversa aplica a especies polares pero no ionicas.

2.3.2 Cromatograma

Considerando la separacion de una sustancia en una columna mediante el transporte
de la especie de interés por adicion sucesiva de la fase movil sobre la fase estacionaria, y
disponiendo de una dispositivo al final de la columna que responda a los cambios de
composicion de la fase movil o concentracion del soluto, es posible registrar un

cromatograma [Gomez et al., 2009].

Un cromatograma, es un grafico que representa la respuesta del detector en funcién
del tiempo de elucién (figura N° 6). El detector registra en forma de curvas gausianas
(forma de campana) los componentes eluidos, bajo sefiales que se denominan picos y
que dan informacion cualitativa y cuantitativa del analito en cuestién, y cuya linea base

representa la sefial del detector en ausencia de compuestos eluidos.

Cualitativamente, el tiempo de retencidn, tg, es siempre constante bajo condiciones
cromatograficas idénticas, lo que implica la identificaciéon de un pico o analito por
comparacion de tiempos con un patron. De manera cuantitativa, el area de un pico es
proporcional a la cantidad de muestra inyectada o introducida al sistema, por lo que es
posible conocer exactamente la concentracion de las especies bajo integracion del area
de la sefial [Skoog et al., 1997].

Figura N° 5. Cromatograma caracteristico de una muestra de analisis.
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2.3.3 Tiempo de retencion (tg)

Teniendo en cuenta que la retencidn en cromatografia es la capacidad que tiene la
fase estacionaria de retener la sustancia de interés; es posible definir el tiempo de
retencion (tg) como el tiempo que tarda el analito en atravesar la columna hasta llegar al
detector una vez inyectada la muestra al sistema, alcanzando asi el maximo de sefial

[CSIC, 2010], como se muestra en la figura N° 6.

El tiempo de retencion, es sin duda el pardmetro mas sencillo de medir, este se
expresa en unidades de tiempo y depende directamente del flujo de la fase movil y la
interaccion del compuesto sobre la fase estacionaria. Mientras mayor es el flujo del
diluente mas corto es el tiempo de retencion, y a mayor retencion en la fase estacionaria

mas largo es el tiempo que tarda en detectarse el analito.

2.3.4 Tiempo muerto (tw)

En la figura N° 6, se aprecia un pico que representa una especie que no se retiene en
la columna por interaccion con la fase estacionaria, pero que alcanza al detector poco
tiempo después de inyectar la muestra al sistema. En términos generales, el tiempo
muerto, ty, se conoce como el tiempo que tarda la especie no retenida en alcanzar el
detector [Lia, 2008].

2.3.5 Factor de capacidad

En un sistema cromatografico, el factor de capacidad (k’) permite describir las

velocidades de migracidn de los analitos en la columa de separacion y se define como;

k’: factor de capacidad (adimensional)

t’r : tiempo de retencion ajustado (min).

Mientras mayor es el factor de capacidad menor es la velocidad de migracion de los
solutos en la misma [Valcarcel y Gomez, 1988], por el contrario; si k’ es muy pequeno,

la elucion tiene lugar tan rapidamente que es dificil determinar los tg con exactitud. Este
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factor ademés, permite relacionar los volimenes o tiempos de retencion de un

componente respecto a la fase movil, mateméaticamente esto es;

K,V
K, = AVs

(2)

VFM

Ka: Constante de distribucion
Vs: Volumen de fase estacionaria

Vem: Volumen de fase movil.

Sin embargo, en términos experimentales este parametro es tomado a partir del
cromatograma en funcion de la ecuacion 1 donde t’r es el tiempo de retencién ajustado,
que se define como el tiempo de permanencia de un analito en la fase estacionaria bajo
larestade tr vty [CSIC, 2010].

2.3.6 Constante de distribucion

La transferencia de un analito durante su desplazamiento a lo largo del sistema
cromatografico depende de la afinidad que este tengo con las fases inmiscibles

(estacionaria y movil) [Bromatologia, 2015]. Por ende, para una especie A se cumple;

A Fase movil <> A Fase estacionaria

Este equilibrio es dinamico, y mide la distribucién del analito entre la fase
estacionaria y movil bajo un término conocido como constante de distribucion (K),

definida matematicamente como;

Siendo [A]s la concentracion molar del analito en la fase estacionaria y [A]wm la
concentracion molar de analito en la fase movil.
2.3.7 Eficiencia en cromatografia

Evidencias anteriores demuestran que: los picos cromatograficos son
representaciones de curvas semejantes a una campana de Gauss, la cual se explica del

siguiente  modo; durante el desplazamiento por el interior de una columna
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cromatografica, una particula individual de analito experimenta miles de transferencias
entre la fase movil y estacionaria. El tiempo de residencia en una fase dada es irregular,
lo que implica que el tiempo de permanencia de la particula dentro de la columna
también es andémalo, ya que algunas particulas se desplazan rapidamente por su
permanencia mayor en la fase movil, mientras que otras lo hacen con mayor lentitud

como consecuencia de la interaccion con la fase estacionaria [Gonzales, 2012].

Como los procesos ya mencionados transcurren de forma aleatoria, se obtiene una
dispersion de los tiempos de residencia en la columna alrededor de un valor medio,

originandose un pico gaussiano [Simpson, 1976].

En cromatografia, el objetivo es la obtencion de picos estrechos y sobre todo
simétricos, por ende; el término eficiencia se utiliza para describir el ensanchamiento de
las bandas de los solutos en su movimiento a traves de la columna. Para realizar una
separacion cromatogréfica 6ptima, debe evitarse el ensanchamiento de las bandas, en
efecto, cuanto mas anchos sean los picos, menor nimero de ellos pueden ser resueltos en
un espacio dado, es decir, cuanto mas agudos sean los picos que emergen de la columna
mejor estara actuando esta [CSIC, 2010]. La anchura de una banda, depende de las

caracteristicas de la columna, ademas de factores como velocidad de la fase movil.

La eficiencia, por otro lado se define en base a dos términos afines (medida
cuantitativa) que derivan de la teoria de platos tedricos; basada en considerar que la
columna cromatografica esta constituida por numerosas, pero discretas, capas estrechas
denominadas platos. Asi, en cada plato tedrico se establece un equilibrio del analito
entre las dos fases, y el desplazamiento de este a través de la columna, es decir, hay una
transferencia de la fase movil desde un plato al siguiente. De alli derivan entonces los
dos términos que definen la eficiencia de la columna [Simpson, 1976]; la altura del

plato H y el nimero de platos N, descritos por la ecuacion;

siendo L, la longitud en centimetros del relleno de la columna. De este modo, la

eficiencia de la columna cromatografica aumenta cuanto mayor es el nimero de platos y
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cuanto menor es la altura del mismo. Experimentalmente, dicha evaluacion se puede

realizar a partir de la siguiente ecuacion;
N=16G57 (5)
w

W; anchura del pico a considerar.

Es importante mencionar que el nimero de platos depende de la calidad de la
columna, la uniformidad de la fase estacionaria, la calidad del empaque, las dimensiones
de la columna, asi como las condiciones de operacion (velocidad de flujo, temperatura

de la fase movil, entre otros).

2.3.8 Separacion y resolucion de la columna

Hasta el momento se ha considerado solo el caso de que exista una Unica banda
proveniente de un analito, sin embargo; el principio de la cromatografia es separar
mezclas de varios componentes, siendo sumamente importante considerar la separacion
de varias bandas o picos. Asi, la resolucion (Rs) de la columna constituye una medida
cuantitativa de la capacidad de separar las sustancias de interes.

La separacion entre dos bandas cromatogréaficas (figura N° 7) debe estudiarse en
funcion de dos pardmetros, la retencion relativa (o), que se define como el cociente

entre los tiempos de retencion corregidos de las dos bandas:

t' 4
o = R(B) _ B

(6)

B t'rea) K,

y la resolucion (Rs), que es el cociente de la distancia entre los centros de las dos bandas

y el valor medio de la anchura de los mismos:

R. = 2[(tr)s — (tr)Al
s W, + Wy

(7)

Por ende, una separacion total de dos bandas o analitos requerird de valores

elevados de a y Rs Para Rs estos se consiguen con la eficiencia de la columna, mientras
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que el valor de a es constante para cada sistema cromatografico y solamente podra

variarse alterando la fase estacionaria o moévil.

Figura N° 6. Cromatograma de dos bandas y parametros para calcular eficiencia y resolucion.

2.3.9 Ventajasy desventajas de la cromatografia liquida de alta resolucién

La cromatografia liquida de alta resolucion se utiliza en casi todas las ramas de la
ciencia para la separacion e identificacién de compuestos en diversos tipos de muestras o
matrices. Aunque resulta ser de una técnica poderosa para el analisis quimico tiene

ciertas ventajas y desventajas asociadas, entre las que destacan;

Tabla N° 4. Ventajas y desventajas de la técnica de cromatografia liquida.

Ventajas Desventajas
Alta resolucion y automatizacion Alto costo
Eficiencia y reproducibilidad La muestra debe ser soluble
Analisis rapidos, analiticos y preparativos Requiere uso de patrones certificados
Resultados cuantitativos y limites de Dificil resolucion en muestras
deteccion buenos complejas
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2.4 INSTRUMENTACION

El equipo necesario para llevar a cabo un andlisis por HPLC implica un
cromatografo liquido de alta presion constituido por cinco modulos integrados (figura

N° 8) en los que se encuentra; una bomba, un inyector, una columna cromatografica, un
detector y un sistema de registro de datos.

bomba inyector columna detector sistema de datos

oo F———{F_}
L =——\

Figura N° 7. Los cinco modulos ineludibles de un cromatégrafo liquido.

En Laboratorios VALMOR, C.A se dispone de equipos Agilent Technologies de la
serie 1200 y 1260 cuyos modulos y caracteristicas se describen a continuacion, teniendo

en cuenta que el equipo utilizado para el trabajo de investigacion es el de la serie 1200
(figura N° 9).

Figura N° 8. Cromatografo liquido de alta presion Agilent Technologies, serie 1200.
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241 Bomba

En un sistema cromatografico, la bomba es quien permite forzar el paso de la fase
movil a través del sistema de alta presion. Los sistemas modernos cuentan con varias
bombas reguladoras controladas por un computador cuya ventaja radica en la variacion

de la relacion entre los componentes de la fase movil.

Los equipos Agilent, en primera instancia cuentan con un gabinete para la
disposicion de solventes, constituido por cuatro lineas, cuya ventaja radica en la
integracion de una bomba cuaternaria en el primer modulo del sistema cromatografico
que permite mezclar los solventes en una proporcion adecuada para generar la fase
movil y regular el flujo del sistema de forma isocratica 0 mediante gradiente. Por otro
lado, también dispone de una valvula que permite redirigir el flujo de disolvente desde la
bomba a través de la salida de la valvula sin pasar por la columna o la valvula de
inyeccidn, permitiendo realizar la purga del equipo, y asegurando que durante el analisis
no interfieran elementos como burbujas de aire o solvente de un analisis previo. Es
importante mencionar que los requisitos mas importantes de una bomba para HPLC son
los intervalos de flujo y presiones que debe manejar para su rendimiento.
Particularmente, la bomba previamente descrita posee presiones de rango operativo de 0
a 400 bares [Agilent Technologies, 2008].

2.4.2 Inyector (Automuestreador)

Muchas veces el factor limitante en la precision de mediciones cromatogréaficas es la
reproducibilidad con que se pueden introducir las muestras al sistema. La muestra se
inyecta en la fase movil manualmente a traves de una jeringa o automéaticamente con el

uso de inyectores automaticos.

Asi, el segundo modulo del sistema cromatografico lo conforma el
automuestreador, donde se encuentra el carrete de muestras que son tomadas por un
brazo mecanico, y el inyector, encargado de afiadir la muestra en analisis al sistema a
través de la fase maovil. Antes de la inyeccion y durante la estabilizacion del analisis, la
valvula de inyeccién permite que el solvente o fase movil sea pasado a través de todo el

sistema de inyeccion, el loop y la aguja, evitando acumulacién de muestra. Al comenzar
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la secuencia de muestreo, la valvula cambia de posicion y dirige el flujo directo hacia la
columna, mientras la muestra es tomada por el brazo mecénico y colocado en el asiento.
La aguja desciende y el dispositivo de medida extrae el volumen de muestra necesario
que luego es colocado en el “loop”. Posteriormente, el vial es retirado y la valvula de
inyeccion cambia a su posicion inicial ingresando la muestra al sistema y haciéndola

pasar hacia la columna[Agilent Technologies, 2008].

Figura N° 9. Extraccion de la muestra en el sistema de inyeccion.

2.4.3 Compartimiento de la columna

Los compartimientos termostatizados de la columna son compartimientos a los
cuales se puede aplicar una temperatura controlada, que se utilizan para calentar y
refrigerar la columna de separacién. De este modo, el disolvente que entra en el
compartimiento se calienta o enfria segun una temperatura configurable. El
compartimiento del cromatdgrafo de la serie 1200 tiene especificaciones de rendimiento
de hasta 10 °C por debajo de la temperatura ambiente, hasta 80 °C con flujo de 5
mL/miny 100 °C a flujo de 2,5 mL/min [Agilent Technologies, 2008].

2.4.4 Columna de separacion

Dentro de un sistema cromatografico, la columna resulta ser el corazén del mismo,

ya que es ahi donde tiene lugar la separacion de la muestra de analisis.
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Las columnas mas utilizadas en cromatografia son las de relleno, que consisten de
un tubo de acero, relleno de una fase estacionaria de acuerdo al tipo de separacion que se
pretende llevar a cabo, y estd constituida por gel de silice poroso u otro soporte cuya
superficie se ha modificado quimicamente y cuya polaridad depende de los grupos
funcionales unidos, que varian desde el octadecilsilano (alcano Cig) relativamente no
polar, hasta grupos nitrilos muy polares. Ademas del relleno de la columna existen otras
caracteristicas que influyen sobre la capacidad de separacion de la misma y que se

describen a continuacion;

- Diametro interno: En HPLC, este es un aspecto critico que determina la cantidad
de muestra que se puede cargar a la columna, influenciando también la sensibilidad. La
eleccion del didmetro interno de la columna se realiza en funcion de la cantidad de
muestra a separar, pues para separaciones de escala analitica se suelen usar columnas de
diametros pequefios (1 a 6 mm), mientras que los trabajos a escala preparativa superan
los 10 mm, cuyo inconveniente es el elevado consumo de disolventes, debido a la
necesidad de flujos elevados para conseguir velocidades lineales de eluyente. Las

columnas analiticas de mas amplio uso suelen tener 4,6 mm de didmetro interno.

- Longitud: Evidencias anteriores indican que los procesos cromatogréficos se
rigen por parametros en los que se incluye la eficiencia de la columna, que depende
entre otros factores de la longitud, encontrando que mientras mayor sea la longitud de la

columna, mayor eficiencia se obtendra de la misma.

- Conexiones: En los extremos de la columna se colocan los sistemas de conexion
que permiten unir la columna al detector y a su vez al sistema de inyeccion y bombeo de
eluyentes. Estas conexiones deben permitir el paso de secciones anchas de tubo a

capilares, ademas de que deben ser facilmente montables y desmontables.

Por otro lado, y como cierre del tubo que contiene el relleno se colocan las Ilamadas
fritadas, que son mallas con un tamafio de poro inferior al didmetro de la particula de

relleno, dejando pasar el eluyente y evitando que el relleno se salga de la columna.

- Relleno: Todas las separaciones cromatograficas tienen lugar sobre la fase

estacionaria, que estd constituida generalmente por particulas de materiales rigidos o
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semirigidos. En la mayoria de los rellenos de columna para HPLC, se utiliza silice que
cumple ciertas funciones principales, ya que; los grupos activos de la silice permiten la
separacion, ademas de la seleccion de moléculas en funcion del tamafio. Este tipo de
relleno posee gran resistencia mecanica, que permite mayor resistencia a presiones de
trabajo. Posee amplia gama de formas, tamafio y diametro de poro lo que hace posible
tener una extensa capacidad de separacion y de posibilidades de ligar quimicamente

moléculas a su superficie.

- Tamafio de particula: El tamafio de particula es un factor importante en la
calidad y eficiencia de la columna encontrando que; a diametros pequefios la altura
equivalente del plato tedrico sera menor y por tanto se dard una mayor eficiencia del
sistema. Hoy en dia los tamafios de particulas de mayor uso estdn comprendidos entre
(3-10) um de diametro, aunque en la gran mayoria de los casos, los analisis se realizan

con rellenos de 10 um 0 5 um.

En el caso de HPLC existe una variedad muy amplia de columnas disponibles en el
mercado, las cuales pueden ser de diferentes fases estacionarias y diferentes
dimensiones. Para el estudio de acido ascérbico en el suplemento nutricional se dispone
de una columna de la casa comercial Waters, SunFire - Luna Cyg - 5um (4,6 x 250) mm

cuyas caracteristicas [Waters, 2010] mas importantes se tabulan a continuacion

Tabla N° 5. Caracteristicas de la columna cromatogréfica utilizada.

Quimica Cis

L1 (Octadecilsilano unido quimicamente a microparticulas de
N° de clase USP . o
silice o0 ceramica porosas 0 N0 porosas.)

Forma de particula Esférica
Tamario de particula 5um
Tamarfio de poro 100 A
Superficie de area 340 m%/g
Rango de pH 2-8
Limites de Bajo pH =50 °C
temperatura Alto pH =40 °C
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2.45 Detector

Teniendo en cuenta que; la separacion de los componentes de una muestra de
analisis se realiza dentro de la columna, es necesario incluir un sistema que permita
detectar los analitos eluidos y con ello realizar la caracterizacion. Los detectores son los
dispositivos que permiten la deteccion de las especies de interés a medida que eluyen, y
en general estan constituidos por una celda de deteccidén colocada a la salida de la
columna, dentro de la cual se mide la caracteristica fisica que permite manifestar la

presencia de la especie de interés [Agilent Technologies, 2006].

Para la determinacién de acido ascérbico en suplementos nutricionales, el detector
utilizado es de tipo UV a longitud de onda variable, cuyo disefio permite obtener
maximos de rendimientos Opticos, ya que su sistema esta conformado por una fuente de
radiacion continua de una lampara de descarga de arco de deuterio que emite luz en un
rango de longitud de onda de (190-600) nm. El haz procedente de la lampara atraviesa
un lente, un filtro, una rendija de entrada, un espejo esférico (M1), un difractor, un
segundo espejo esférico (M2), un divisor del haz y finalmente la celda de flujo para
llegar al diodo de la muestra [Agilent Technologies, 2006].

La absorcién UV tiene lugar en la celda de flujo segun la muestra; la intensidad de
luz emitida se convierte en sefial eléctrica mediante un fotodiodo. Parte de la luz se
dirige al fotodiodo de referencia mediante un divisor del haz para obtener una sefial de

referencia y compensar la fluctuacion de intensidad de fuente de luz.

2.4.6 Dispositivo de recoleccion de datos

El registrador de datos es un dispositivo que permite recibir y mostrar la sefial del
detector digitalizada. Estos pueden ser simples registradores o computadoras que

almacenan todos los datos digitales para el procesamiento de los mismos.

Particularmente, las computadoras cuentan con programas especiales de
procesamiento de datos cromatograficos. En Laboratorios VALMOR, C.A y en especial
el equipo Agilent Technologies de la serie 1200 dispone del software ChemStation
compatible con IBM con un sistema operativo Microsoft® Windows XP Professional,

incluyendo en general; adquisicion de datos, control instrumental, analisis de datos
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(integracion y cuantificacion), automatizacion y personalizacion para un instrumento
analitico [Agilent ChemStation, 2009].

Durante la adquisicién de datos, todas las sefiales adquiridas por el instrumento se
convierten de sefiales analdgicas a sefiales digitales en el detector, la sefial digital se
transmite directamente al software (electronicamente) y se guarda en un fichero de
datos. Por otro lado, la capacidad de control instrumental de ChemStation es posible
mediante diagramas graficos del sistema, siempre y cuando los instrumentos analiticos
lo admitan, permitiendo controlar el estado de los mismos. A partir del software cada
componente esta representado por un icono mostrando el estado actual con un codigo de

color.

El software también permite un andlisis de datos en base a una integracion y
cuantificacion de picos. En general, la integracién busca los picos en una sefial y calcula
su tamafio. Cuando se integra una sefial, el software identifica el inicio y final para cada
pico y los marca con sefializacion vertical, encuentra el maximo de cada uno (tiempo de
retencion), construye la linea base y calcula el area, la altura y anchura de cada uno de
ellos. Todo este proceso se controla por medio de parametros denominados “eventos de
integracion”. Una vez identificados e integrados los picos, se realiza la cuantificacion,
bajo el area o altura de la sefial de interés para determinar la concentracién del analito.
ChemStation incluye varios pasos para el analisis cuantitativo bajo condiciones

cromatograficas idénticas;

- Conocimiento del analito de interés.

- Establecimiento de un método de andlisis de muestras que contengan el analito.

- Analisis de patrones que contengan concentraciones conocidas del analito para
obtener la respuesta debida a dicha concentracion.

- Analisis de la muestra que contiene concentracion desconocida del analito.

- Comparacion de la respuesta del patron con la respuesta de la muestra de

analisis.

Los calculos de cuantificacion utilizan factores de correccion tales como; el

multiplicador y factor de dilucién. Estos factores se utilizan en los procedimientos de
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calibracion para compensar las variaciones de la respuesta del detector a distintos
componentes de muestra, concentraciones, diluciones de muestra, cantidades de muestra
y para convertir unidades. Asi, el multiplicador se utiliza en cada férmula de célculo
para multiplicar el resultado de cada componente, y sobre todo para convertir unidades
en cantidades expresadas. Mientras que el factor de dilucion es un nimero por el que se
multiplican todos los resultados calculados y permite cambiar la escala de los resultados
o corregir los cambios de una composicion de muestra durante el trabajo previo de

analisis.

Otro factor importante a considerar es la calibracion realizada por ChemStation. La
calibracion es el proceso de determinar los factores de respuesta que se utilizan para
calcular las concentraciones absolutas de componentes mediante la inyeccion de
patrones de referencia especialmente preparados. Una curva de calibracion es una
representacion grafica de los datos de cantidad y respuesta de un compuesto obtenidas
de una o varias muestras de calibracion. Generalmente, se inyecta una porcién de
alicuota de un patrén, se obtiene una sefial y la respuesta se determina calculando el area
o la altura del pico. Este tipo de calibracion se denomina calibracion de un dnico nivel,
en las que se asume una respuesta lineal del detector sobre el rango de trabajo de
concentraciones para la muestra de interés. La desventaja de este tipo de calibracion es
que se asume que la respuesta del detector a la muestra es lineal y pasa a través del
origen en un grafico de concentracion frente a la respuesta, cosa que puede conducir a

resultados imprecisos ya que no siempre se cumple eso.

2.5 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Los métodos usados en un laboratorio de analisis quimico deben ser evaluados y
sometidos a diversas pruebas que aseguren la obtencion de resultados véalidos y
coherentes [UNODC, 2010]. De este modo, la validacion de un método es el
establecimiento de la evidencia documental de que un procedimiento analitico
conducird, con un alto grado de seguridad, a la obtencién de resultados precisos y
exactos, dentro de las especificaciones y los atributos de calidad previamente
establecidos [Ortega y Cortés, 2001].
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Su importancia radica en el aseguramiento de que el producto elaborado cumple de
forma consistente y repetitiva con las especificaciones y atributos de calidad,
cumpliendo asi los objetivos de productividad establecidos y disminuyendo el costo de

los procesos [Capacha y Llanos, 2007].

2.5.1 Parametros de validacion de métodos analiticos

Los pardmetros analiticos considerados en una validacion son en general;
selectividad, limite de deteccién y limite de cuantificacion, intervalo lineal o rango,

precision y exactitud.

25.1.1 Selectividad

En el estudio de matrices complejas, es necesario asegurar la eliminacion de
interferentes antes de llevar a cabo un estudio por técnicas como la de cromatografia de
liquidos. La Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada, IUPAC, en 2001 definid
la selectividad como; la extension en la que un método puede utilizarse para determinar
analitos particulares en mezclas o matrices sin interferencias de otros componentes con
un comportamiento similar [Rodriguez et al., 2012], es decir, es la propiedad de un
método de producir una sefial medible debida solo a la presencia del analito, libre de

interferencias de otros componentes en la matriz de la sefial.

Al méximo de selectividad se denomina especificidad, asi; un método es especifico
cuando la sefial medida solo proviene del analito de interés. La selectividad de un
método debe ser determinado antes de iniciar el estudio de cualquier otro pardmetro de
validacion, debido a que debe conocerse en qué grado la respuesta del método es
Unicamente proporcionada por la especie de interés [Quattrocchi et al., 1992].

2.5.1.2 Limite de detecciéon (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ)

El limite de cuantificacion (LOQ) de un método de analisis quimico se define como
la minima cantidad de analito presente en una muestra que se puede cuantificar bajo
condiciones experimentales de precisidn y exactitud. Mientras que, el limite de deteccién

(LOD) es la minima cantidad de analito en la muestra que se puede detectar aunque no
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necesariamente cuantificar bajo las condiciones experimentales ya mencionadas.

Matematicamente, el LOD y LOQ se calculan como;

Op OGb

3 1
LOD= — (8) LOQ=
m

9)

Siendo oy la desviacion estdndar de la sefal del blanco y “m” la pendiente de la
curva de calibracion. Generalmente, en método de analisis por HPLC la sefial del blanco
no siempre es cuantificable y no se realiza correccion frente a un blanco, por ende los
términos matematicos previamente descritos no son del todo recomendables para la
determinacion de los limites de interés. Por lo tanto, es necesario tener en cuenta la sefial
media obtenida del analisis correspondiente, es decir, el ruido de fondo o background
del sistema (Y},), incluyendo también el ndmero de réplicas (n) en que se realizan las
distintas medidas [Ortega y Cortés, 2001], en consecuencia, la expresion final para el
calculo de LOD y LOQ es;

Yb + (KX Sb)

LODy LOQ = X T

(10)

2.5.1.3 Intervalo lineal

El intervalo lineal de un método analitico sefiala el intervalo util de trabajo, que va
desde el limite de cuantificacion (LC) hasta el limite de respuesta lineal (LL), es decir,
hasta el punto en que la curva de calibracion se desvia de la linealidad debido a que la
concentracion de analito no presenta comportamiento lineal respecto a la sefial de
interés. Tambien se puede definir como el intervalo entre la concentracion superior e
inferior de analito para el cual se ha demostrado una correcta precision, exactitud y

linealidad del método [Capacha y Llanos, 2007].

2.5.1.4 Precisién

La precision expresa el grado de concordancia o grado de dispersion entre una serie
de medidas de tomas multiples a partir de una misma muestra homogénea bajo
condiciones ya establecidas. Matematicamente, se expresa como la desviacion estandar,

o, estimada analiticamente como la desviacion estdndar relativa (%DER) o coeficiente
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de variacion (CV). De este modo, la precision puede considerarse a tres niveles;
repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad [Quattrocchi et al., 1992].

La repetibilidad, estudia la variabilidad del método efectuandose una serie de
analisis sobre la misma muestra en las mismas condiciones operativas (analista, equipos,
reactivos) en un mismo laboratorio y en un periodo de tiempo corto. La precision
intermedia, por su parte, estudia la variabilidad del método efectuando una serie de
andlisis sobre la misma muestra pero en condiciones operativas diferentes (analista,
equipos, dias) y en un mismo laboratorio. Finalmente, la reproducibilidad estudia la
variabilidad del método bajo condiciones operativas diferentes y en distintos

laboratorios [Ortega y Cortés, 2001].

25.15 Exactitud

La exactitud de un método, también conocida como error sistematico o tendencia,
corresponde a la diferencia entre el valor obtenido de manera experimental y el valor
aceptado convencionalmente o declarado como valor de referencia. Matematicamente,
suele expresarse de diferentes modos, pero el mas utilizado es, sin duda alguna, la

recuperacion o porcentaje de recuperacion [Quattrocchi et al., 1992], expresado como;

» rendimiento experimental
% recuperacién = — — x100% (11)
rendimiento tedrico
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CAPITULO 3

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La metodologia propuesta de andlisis fue desarrollada en cuatro etapas:
a) evaluacion del medio de extraccion mas adecuado para la determinacion de acido
ascorbico en los suplementos nutricionales utilizando un fase mdvil de fosfato
monobésico de potasio (buffer a pH 3,0) con una columna Waters, SunFire Cig, 5 um
(250 x 4,6) mm; b) estudio de los pardmetros cromatograficos Optimos para la
cuantificacion de la vitamina C; c) evaluacion en base a un sabor (vainilla) mediante
pruebas de selectividad, linealidad, precision y exactitud; y d) aplicacion de la
metodologia desarrollada a diferentes lotes producidos por la empresa para evaluar el

cumplimiento con las especificaciones.

En la figura N° 11 se muestra un diagrama de la metodologia experimental seguida

en el Trabajo de Investigacion.

4 y ) (" ) 4 ) > ™)
Evaluacion del Aplicacion del

medio de Optimizacion de Evaluacion del metodo.

rscion e, | W | Josparimeros” | W) |~ metodo | W | St
P cromatograficos analitico P

determinacion con las

analitica. especificaciones
J . J \ y, . v,

Figura N° 10. Diagrama de la metodologia experimental aplicada.

3.1 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS
3.1.1 Materiales

- Acrodiscos (Millipore Millex — HV. Hydrophilic PVDF 0,45 pm).
- Agitadores magnéticos.

- Balones volumétricos &mbar: (25, 100 y 250) mL.

- Botellones para solventes de HPLC.

- Embudos.

- Espatulas (metélicas y plasticas).
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- Goteros.

- Gradilla.

- Inyectadoras de plastico.

- Recipientes volumétricos de plastico: (1y 2) L.

- Micropipeta.

- Papel de filtro (MF ™ — MEMBRANE FILTERS 0,45 pm HA).
- Pesa sustancia.

- Pipetas volumeétricas: (10, 5y 2) mL.

- Tubos de centrifuga.

- Viales ambar (2 mL).

3.1.2 Reactivos

Las especificaciones de todos los reactivos utilizados en la metodologia analitica

desarrollada, incluyendo el patron de trabajo se presentan a continuacion:

Tabla N° 6. Especificaciones de los reactivos empleados en el método de analisis
desarrollado.

Féormula e
Reactivo molecular Pureza  Proveedor F.E. F.V.
molecular
(9/mol)

Acido
acético CH;COOH 60,05 99,0 % Merck 18/02/15 28/02/20
glacial

Acido Estandar de
0, —

ascorbico CoHsOe 176,124 99,98 % referencia USP 29/10/18

Acido HsPO, 0709 8500  Hedelde o007 17/00/18
o—fosforico Haén

EDTA

C1oH1sN->O 292,24 - - 21/02/17 21/08/17
(0’1 M) 10 1161N2\Ug
Fosfato

monobéasico  KH,PO4 136,08 99,9 % Merck 20/02/14 28/02/19
de potasio
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3.1.3 Equipos

- Agitador Magnético: LABLINE 1278.

- Balanza Analitica: OHAUS PIONNER PA —214.

- Bafio Ultrasonico: BME Solution 4828.

- Bomba de vacio: FELISA FE — 1500.

- Campana de extraccion: LABCONCO 72.

- Centrifuga: HERMLE LABNET Z 206 A.

- Columna cromatogréfica: Waters, SunFire - Luna Cyg 5 um (250 x 4,6) mm.

- Cromatografo Liquido de Alta Presion, Agilent Technologies con modulo de
Inyector Automatico de Liquidos (ALS), serial DEAAC17070, modelo serie
1260.

- pH-metro: ORION SA — 520.

3.2 SELECCION DEL METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION
DE ACIDO ASCORBICO EN SUPLEMENTOS NUTRICIONALES

Teniendo en cuenta que los procedimientos de extraccion de la vitamina C se rigen
por la necesidad de prevenir la degradacion y pérdida de actividad vitaminica [De
Leenheer et al., 1992], es necesario utilizar acidos, capaces de proteger el AA de la
oxidacion y la hidrélisis, precipitando a la vez las proteinas asociadas que contenga el
alimento [Ball, 2005].

De este modo, la extraccion del acido ascorbico en la muestra de analisis, se realizo
utilizando diferentes metodologias conformadas por acidos disponibles en Laboratorios
VALMOR, C.A tales como; oxalico, tricloroacético, percldrico, trifluroacético, acético,
o-fosforico, ademas de mezclas de sales de fosfatos , y mediante un anélisis de ensayo y
error, hasta la obtencion de un pico definido, simétrico y con estabilidad de la linea base
para la integracion y cuantificacion del analito de interés, todo ello utilizando una fase
movil constituida por un buffer de fosfato monobasico de potasio a pH controlado

(pH = 3,0), y una columna cromatografica C1g 5 um - (250 x 4,6) mm.
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3.3 SELECTIVIDAD DEL METODO

Los estudios de selectividad se basan en la obtencién de informacion de impurezas,
productos de degradacion y excipientes potencialmente presentes en la muestra, siendo
necesario inyectar cada uno de ellos al sistema cromatografico bajo las condiciones
previamente establecidas. Como la muestra de interés consta de aproximadamente 35
ingredientes, es dificil realizar un estudio de selectividad debido a la escasa disposicion

de patrones y materia prima utilizadas en la fabricacion del producto de analisis.

Sin embargo, los cromatdgrafos liquidos disponibles en Laboratorios VALMOR,
C.A cuentan con detectores de arreglo de diodos que representan una ventaja para este
tipo de analisis, ya que poseen, un sistema multiplex, que puede medir la sefial del
analito no solo a una longitud de onda discreta, sino en el espectro de absorbancia
completo en tiempo real, de modo que a las dimensiones habituales de tiempo y
absorbancia, se adiciona una tercera, la longitud de onda, permitiendo apreciar detalles
gue escapan a detectores convencionales [Quattrocchi et al., 1992]. En este sistema 3D
(3D Plot) es posible apreciar la representacion en el eje “x” del tiempo, el eje “y” la

longitud de onda y el eje “z” la absorbancia.

Desde el punto de vista experimental, la selectividad del método desarrollado se
estudio inyectando al sistema un patrén, una muestra y la solucion de extraccién

utilizada, y realizando un analisis tridimensional de cada uno de los cromatogramas.

3.4 PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Para la seleccién de las condiciones cromatogréficas, se tomaron en cuenta las
condiciones previamente establecidas por la Empresa en cuanto al tiempo de retencion
del analito, modificando el parametro de velocidad de flujo. También se incrementd el
volumen de inyeccion de la muestra de analisis, a modo de generar un area mas

representativa para la cuantificacion.
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3.5 VALIDACION DEL METODO

En Laboratorios VALMOR, C.A., la validacion de métodos analiticos se realiza en
base a tres lotes vigentes y consecutivos del producto de analisis. Como la muestra de
analisis deriva de una presentacién de cuatros sabores; chocolate, fresa, galleta y crema,
ademas de vainilla, la validacién deberia efectuarse para cada uno de ellos. Sin embargo,
por cuestiones de produccion la validacion del método se realiz6 en base a un solo sabor,
en este caso vainilla, cuyos lotes de analisis fueron: G87508A00, G87509A00 y
G87510A00.

3.5.1 Curvade calibracion sencilla

Para la construccion de la curva de calibracion sencilla, se prepar6 un patrén para
cada lote de analisis pesando aproximadamente 10,0 mg de acido ascérbico (patron
USP) al 99,98 % vy llevando a un volumen de 25 mL. Posteriormente, se tomaron
alicuotas de (0,5-1,0-15-2,0-25-3,0- 3,5 mL y cada una de ellas se diluyo
hasta un volumen final de 100 mL. Finalmente, cada solucién se inyectd en el sistema
cromatografico bajo las condiciones previamente establecidas, a modo de medir el area

generada por cada solucion patron.

Tabla N° 7. Concentracion final para cada punto de la construccion de la curva de
calibracion sencilla.

Concentracion de

. o Volumen de alicuota Volumen de dilucion Concentracion final
acido ascorbico 3
] (mL) (mL) (x 10 mg/mL)
(patron USP) (mg/mL)
0,5 2,0
1,0 4,0
1,5 6,0
04 2,0 100 8,0
2,5 10,0
30 12,0
35 14,0
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3.5.2 Curva de adicién de estandar

La construccion de la curva de adicién de estandar se realiz6 pesando 5g de muestra
para cada lote y diluyendo a un volumen de 250 mL con solucién de extraccion (acido
o-fosforico, acido acético, EDTA 0,1M). Cada una de ellas se centrifugd y se tomaron
5 mL que se llevaron a un volumen de 100 mL. Posteriormente, se prepar6 un patrén de
acido ascérbico pesando 10 mg y disolviendo en un volumen de 25 mL; de esta solucion
se tomaron alicuotas de (0,4 -09-14-19-24-29 - 3,4) mL, y se adicionaron al
balon de 100 mL donde se disponia de la pequefia alicuota de muestra, para asi aforar e

inyectar al sistema cromatogréfico.

Tabla N° 8. Concentracion final para cada punto de la construccion de la curva de
calibracion de adicion de estandar.

Concentracion ., Volumen
oy Volumen Concentracion L, .,
de &cido . Concentracion de Concentracion
Lo de de patrén . 3
ascorbico alicuota diluida de muestra muestra final (x 10
(patrén USP) ML) (x10° mg/mL) (x10*mg/mL) final mg/mL)
(mg/mL) g (mL)
0,4 1,6 2,0
0,9 3,6 4,0
14 5,6 6,0
0,4 1,9 7,6 4,0 100 8,0
2,4 9,6 10,0
2,9 11,6 12,0
34 13,6 14,0

3.5.3 Limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacién (LOQ)

La determinacién del LOD y el LOQ se realizd bajo el método basado en la
extrapolacion de la recta de calibrado a concentracion cero, que experimentalmente
consiste en analizar muestras con concentraciones conocidas proximas al limite de
cuantificacion. En este caso; se analizaron cinco muestras a concentraciones de
(0,40 - 0,80 - 1,60 - 2,4 y 3,2) x 10° mg/mL para cada lote, y asf graficar la respuesta del
instrumento frente a la concentracion, cuya intersecciéon con el eje “y” corresponde
teoricamente al valor de la respuesta a concentracion cero del analito, obteniendo como

sefial de ruido () el termino independiente. Por otro lado, la desviacion estandar de la
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sefial proporcionada por el ruido se determina mediante la construccion de una recta
tomando como eje de las ordenadas las desviaciones estandar de la sefial analitica (area),
y como eje de las abscisas las concentraciones en estudio, encontrando como corte la
desviacion estandar del blanco (sp). Una vez calculado el valor medio de la sefial del
ruido por extrapolacion y la desviacion estandar de dicha sefal, se calculan los limites
tedricos de deteccion y cuantificacion en base a la ecuacion 10.

3.5.4 Intervalo lineal

El intervalo lineal del método se estudid teniendo en cuenta que intervalo util de

trabajo va desde el LOQ hasta el LL dado por la curva de adicion de estandar.

3.5.5 Precision

La precision del método desarrollado para la determinacion de acido ascorbico, se
estudidé en base al nivel de repetibilidad y precision intermedia, bajo el analisis de los
tres lotes de estudio, considerando un unico analista y equipo (cromatdgrafo liquido de
alta resolucion - Agilent Technologies serie 1200). Los analisis fueron realizados

durante tres dias; los dos primeros consecutivos y el Gltimo al cuarto dia.

Es importante mencionar que el andlisis de cada lote se realiza preparando tres
muestras y un patron. El patron es inyectado cinco veces el sistema cromatogréfico,

mientras que cada muestra se inyecta por triplicado.

3.5.6 Exactitud o porcentaje de recuperacion

Experimentalmente, el porcentaje de recuperacion se determind utilizando el
método de adicion de patron. De este modo, cada muestra de andlisis se dop6 con
concentraciones conocidas de patron de &cido ascérbico (USP, 99,98 %), en este caso
(0,5 — 1,0 - 1,5 mg, para posteriormente aplicar la metodologia de extraccion
desarrollada y determinar la concentracion neta del analito de interés, y con ello el
porcentaje de recuperacién mediante una interpolacién a partir de las concentraciones de

estudio con cada una de las rectas de calibrado.
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3.6 EVALUACION DEL CUMPLIMIENTO CON LAS ESPECIFICACIONES

Los andlisis para evaluar el cumplimiento con las especificaciones se realizaron de
manera directa con patrones de concentracion conocida, determinando el contenido de

vitamina C por porcién bajo la siguiente formula;

AM x PE(mg) x PU x FD(mL)X TP(g/Porci(’)n)

Vitamina C (mg/Porcién) = AE < PM (12)
®

AM = Area de muestra

PE = Peso del estandar (mg)

PU = Pureza del estandar de referencia (0,9998)
AE = Area del estandar

PM = Peso de la muestra

FD = Factor de dilucién (0,05)

TP = Tamafio de la porcion (25 g)

3.6.1 Analisis adicionales de control de calidad

Los anélisis adicionales para dar certificacion del producto fabricado son la
determinacion de la densidad aparente y el porcentaje de humedad por pérdida por
secado.

La densidad aparente se calcula mediante la determinacion del peso del suplemento
seco en un volumen de 250 mL sin compactarse. Mientras que el porcentaje de humedad
se determina pesando una pequefia cantidad de muestra, que luego se introduce a la

estufa para posteriormente pesar, y determinar la diferencia en masas.
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CAPITULO 4

ANALISIS DE RESULTADOS

En el presente capitulo se presentan los resultados obtenidos en las diversas

experiencias realizadas, asi como la discusion de cada uno de ellos.

4.1 SELECCION DEL METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION
DE ACIDO ASCORBICO EN SUPLEMENTOS NUTRICIONALES

En el presente trabajo de investigacion se desarrollé un método utilizando la técnica
de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para la cuantificacion de acido
ascorbico (AA) en suplementos nutricionales, de los cuales no existe una metodologia

normalizada reportada en la bibliografia.

Evidencias anteriores explican qué; las metodologias de extraccién mas adecuadas
para la determinacion de AA por HPLC implican la utilizacién de &cidos, capaces de
proteger el analito de interés de la oxidacion y la hidrdlisis, mientras que precipitan las

proteinas asociadas al alimento [Ball, 2005].

Asi, la seleccion del método de analisis se realizd mediante la modificacion del
medio de extraccion utilizando diferentes metodologias conformadas por &cidos
disponibles en el Laboratorio de Control de Calidad de Laboratorios VALMOR, C.A,
tales como; oxalico, tricloroacético, perclorico, trifluroacético, acético, o—fosférico,
ademas de mezclas de sales de fosfatos, utilizando como fase mdvil un buffer de fosfato
monobésico de potasio a pH 3,0 con una columna Waters- SunFire, Luna Cig, 5 pm
(250 x 4,6) mm, cuyo rango de pH es de (2-8), por ende cada procedimiento de
extraccion se realizé a pH controlado (pH = 3,0) a modo de no afectar la misma, ya qué;
a pH < 2, la silice de la columna se disuelve, mientras a pH > 8 la misma se puede

hidrolizar.

Los resultados mas importantes se tabulan a continuacion;
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Tabla N° 9. Metodologias de extraccion utilizadas para la determinacion de &cido
ascorbico en suplementos nutricionales.

pH de la
Solucion de extraccion solucion de Resultado
extraccion
< . - Pico definido, pero poca
Acido oxalico. 3,00 estabilidad de la linea base.
Acido oxalico + metanol (98 : 2). 3,00 Pico de interés poco simétrico y
ancho.
Fosfato dibasico de sodio + No hubo extraccion del acido
. . 2,50 Lo
fosfato monobasico de potasio. ascorbico.
Acido acético. 3,00 Poca resolucion del

cromatograma.

Fosfato dibasico de sodio +
fosfato monobaésico de potasio + 2,50
acido tricloroacético

No hay resolucién en el
cromatograma.

Pico adyacente al pico de interés,
hay buena integracion del
analito. Sin embargo, el método
no fue repetible.

Buena integracion y pico
3,00 definido pero ancho y con factor

de cola.

Fosfato dibasico de sodio +
fosfato monobasico de potasio + 2,50
acido perclorico en acido acético.

Acido oxalico + 4cido
trifluroacético.

Pico de acido ascorbico con cola

Acido oxalico + acetonitrilo 3,30
en ambos lados.

Excelente resolucion del
cromatograma, pico de interés
definido sin picos que
interfieran.

Acido o—fosférico + acido acético

glacial + EDTA (0,1M) 2,50

Nota: Cromatogramas mostrados en el apéndice.

Cada una de los métodos previamente descritos, fueron tomadas de la literatura. Asi,
por ejemplo; la prueba realizada con &cido oxalico [De Leenheer et al., 1992], muestra
un pico definido pero poca estabilidad de la linea base, ademéas de un pico adyacente
préximo a los 4 minutos, generado por la solucién de extracciéon. Asimismo, como
muchas extracciones de AA se realizan con acidos en combinacién con alcoholes de
cadena corta como metanol [Nollet, 2000], se optd por realizar la extraccion con &cido

oxalico mas metanol en proporcion (98:2), observando un ensanchamiento de la banda,
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gue ocurre, en parte, gracias a los multiples caminos que las moléculas pueden tomar a

través de la columna rellena.

Otra metodologia de extraccién, dada por la Farmacopea de los Estados Unidos,
explica que la determinacion de AA por HPLC, implican un medio extractante de
fosfato dibasico de sodio mas fosfato monobasico de potasio acidificado con &cido
o—fosforico a pH 2,5 [USP 37, 2014]. Sin embargo, con este método no hubo extraccion
del analito de interés. Lo mismo ocurrié utilizando como extractante acido acético,

teniendo en cuenta que este acido permite eluir material proteico [Majors, 2003].

Como el producto estd hecho a base de proteinas fue necesario aplicar una
metodologia que permitiera precipitar las mismas. De este modo, se aplicd la
metodologia dada por la Farmacopea sustituyendo el &cido o—fosférico por acido
tricloroacético en el que tampoco hubo extraccion del AA. De igual forma, se suplantd
esté ultimo (TCA) por &cido perclérico en acido acético para acidificar el medio,
observando en el cromatograma un pico adyacente al pico de interés, producto de la
solucion de extraccién, particularmente del acido perclorico/acido acético. Aunque se
intento resolver el pico adyacente variando fase movil y velocidad de flujo, el método no

fue repetible, al generar consistentemente el mismo resultado.

En el caso de la metodologia en la que se utilizd &cido trifluroacético mas acido
oxalico, se encontrd un pico de AA ancho y con factor de cola (“tailing peak™), como
consecuencia de varios factores, tales como presencia de sitios activos en la fase
estacionaria o taponamiento parcial de los cabezales de la columna, resultando asi la
banda poco simétrica y ancha. Mientras qué, en la extraccion con &cido oxalico méas
acetonitrilo, también se observd un tailing peak. Es importante mencionar que este
método ocasiond obstruccion de la columna cromatogréfica, encontrando un sélido

blando en los extremos de la misma, especificamente en las fritadas.

Finalmente, se utiliz6 una metodologia que incluia la utilizacién de acido acético a
modo de eluir las proteinas asociadas al suplemento nutricional y EDTA, ya que el
producto de analisis contiene hierro (9 mg por cada 25 g de batido), que puede oxidar
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con facilidad el AA presente. En este caso se utilizd6 como extractante principal el acido

o—fosforico encontrando excelentes resultados en el cromatograma.

Al comparar los resultados cromatograficos del método estipulado por la empresa,
respecto al desarrollado en el presente trabajo de investigacion, es posible observar un
aumento en la estabilidad de la linea base, producto del control de los pH de todos los
componentes introducidos al sistema cromatografico (solucién de extraccion y fase
movil), afectando en menor magnitud la columna de separacion y mejorando ademas el
analisis cuantitativo de la especie de interés para efectos de control de calidad. Es
importante mencionar gque, aunque no se reflejan resultados del método estipulado por la
empresa, los pH de la fase movil y solucion de extraccion eran menores a 2,0 lo que
afecta considerablemente la columana cromatogréfica, cuyo rango de pH es de (2 — 8).

4.1.1 Esquema de extraccion para la determinacion de acido ascérbico en
suplementos nutricionales

Una vez desarrollado el método de andlisis se procedié a realizar un esquema

adaptable a los analistas, y de este modo de normalizar el método en la empresa.

4 N (| . ~ )
» Fase movil: 3,40 g Patron 5 g de muestra
de fosfato en 250 mL,
monobaésico de diluir con
potasio en 1 L de , _ solucion de
H,O ajustado a pH * Patron  madre: extraccion.
30 con HsPO, 40 mg de acido Agitar  durante
(diuido). ascorbico en 100 20 min y
« Solucion de mL d? H,0 centrifugar.
extraccion: 2,5 mL » Patron de « Filtrar a través
de H,PO,, 5 mL de trabajo: 2 mL de de una
CH,COOH y 1 mL patron madre en membrana  de
de EDTA disédico 100 mL. Diluir 045 pm e
(0,1 M) en 1 L de con solucion de inyectar en el
H,0. extraccion. cromatografo.
\ Soluciones L y Muestra

Figura N° 11. Diagrama de la metodologia de extraccion optimizada.
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4.2 SELECTIVIDAD DEL METODO

Un gréfico tipico del detector de ordenamiento de fotodiodos es el topograma o
espectro 3D, en el cual se representa de forma tridimensional los parametros de tiempo,
longitud de onda y absorbancia. Esta representacion proporciona una imagen visual muy
elegante, aunque su analisis resulta complejo. Estos espectros pueden ser ampliados o
reducidos a voluntad, ademés de que puede ser rotado en cualquiera de sus ejes para
facilitar la visualizacion de bandas ocultas por otras bandas mayores en la sefial de
interés, permitiendo de este modo un estudio de la selectividad del método para acido

ascorbico.

Al comparar el espectro 3D del patrén de &cido ascérbico con una pureza de 99,98 %
(figura N° 13) con el espectro de la muestra de interés (figura N° 14), es posible
observar la presencia de ciertas sefiales en la muestra, con tiempos de retencién
préximos a (2,8; 3,4; 4,0; 5,2 y 7,0) minutos que no se observan en el espectro del
patron, exceptuando la sefial dada a los 7 minutos que se genera por la solucion de
extraccion (figura N° 15), la cual se atribuye al &cido acético capaz de absorber en la

region ultravioleta.

A pesar de encontrar diferentes bandas en el espectro 3D de la muestra, estos no
generan interferencia con la sefial de interés del acido ascorbico, cuyo pico tiene una alta
pureza ya que no hay sefial que solape el mismo en la longitud de onda de estudio.

Teniendo en cuenta que el eje “y” representa la longitud de onda, se aprecia la maxima

absorcion en 245 nm (figura N° 16).
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Figura N° 12. Espectro 3D del patrén de acido ascérbico con pureza de 99,98 %.

Figura N° 13. Espectro 3D de la muestra de andlisis.
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Figura N° 14. Espectro 3D de la solucién de extraccion.

Figura N° 15. Espectro 3D de la muestra. Representacion de absorbancia versus longitud de

onda.

Evidencias anteriores se comprueban mediante un analisis de los isogramas dados
por el IsoPlot, mostrados en la figura N° 17 y figura N° 18, teniendo en cuenta que las

regiones en rojo son las de mayor intensidad, demostrando asi que, a la longitud de onda
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de estudio no hay sefiales que interfieran con la de interés. Concluyendo que el método

es selectivo para acido ascOrbico, ya que genera una respuesta proporcionada
unicamente por el analito en cuestion a 245 nm.

Figura N° 16. Isograma del patron de &cido ascorbico.

Figura N° 17. Isograma de la muestra de analisis. Suplemento nutricional de vainilla.
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4.3 PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Los resultados mas Optimos para la cuantificacion de &cido ascérbico se muestran
en la tabla N° 10. Respecto al método de analisis proporcionado por la empresa, es
posible observar una modificacion del volumen de inyeccion, fase movil, velocidad de

flujo, temperatura y tiempo de analisis.

El volumen de inyeccion aumento de 10 puL a 50 pL, a modo de generar areas que
permitieran una mejor cuantificacion del analito, con mayor sensibilidad. Por otro lado,
la fase movil fue modificada de acido o—fosforico (0,02 %) a un buffer de fosfato a
pH 3,0, ya que la experiencia indicaba que dicha fase movil era una de las que generaba
mayor estabilidad de la linea base en diferentes métodos ya desarrollados, ademés de
que los buffers tienen mayor estabilidad en el tiempo, pudiendo realizar analisis por uno
o0 dos dias, sin volatilizacion del mismo. La velocidad de flujo se modifico a modo de
obtener la sefial de interés en un intervalo de tiempo entre (6—7) minutos, tal y como
indicaba el método anterior. Por otro lado, la temperatura se modificd a conveniencia,
teniendo en cuenta que el producto aumenta su solubilidad con la variacién de la misma,
por ende se opto por utilizar una temperatura por encima de la temperatura ambiente que
no degradaré el acido ascérbico, ya que el mismo es termolabil. Finalmente, el tiempo de
analisis que era de 12 minutos, se redujo a 8 minutos a modo de hacer un analisis mas

corto y factible para la empresa.

Tabla N° 10. Pardmetros cromatograficos Optimos para la determinacion de &cido
ascorbico en suplementos nutricionales.

Parametro cromatografico

Volumen de inyeccion 50 pL

Fase movil Régimen isocratico. 100 % buffer (25mM)
Velocidad de flujo 0,8 mL/min

Presion 130 bar

Temperatura 30°C

Longitud de onda 245 nm

Tiempo de analisis 8 minutos

Tiempo de retencion del &cido ascorbico (6 —7) minutos
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4.4 VALIDACION DEL METODO

Una vez establecidos todos los pardmetros del método analitico se realizaron
diferentes pruebas exigidas para su evaluacion, es decir; su validacion en base a los lotes
G87508A00, G87509A00 y G87510A00, cuyo sabor es vainilla.

4.4.1 Curva de calibracion sencilla'y curva de calibracion de adicion de estandar

Desde el punto de vista analitico, una curva de calibracion permite la verificacion de
la respuesta instrumental dentro de un cierto nivel de sensibilidad. El uso de curvas de
calibrado a partir de una serie de patrones preparados bajo las mismas condiciones es
posiblemente, el método mas utilizado para determinar la cantidad o concentracion de
una especie de interés en una muestra desconocida [Herndndez y Gonzaéles, 2002]. El
andlisis mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) se basa en la
comparacion del area del analito en la muestra de interés, con el area generada por el

patrén a concentracion conocida.

Particularmente, la construccion de la curva de calibracion sencilla se realizo
mediante la preparacion de soluciones patrones a diferentes concentraciones, tal y como
se explico en el capitulo anterior. Por otro lado, teniendo en cuenta que la muestra en
cuestion resulta de una matriz compleja es dificil preparar estandares que reproduzcan la
composicion de la misma. Por ello, es imposible compensar un blanco distinto de cero
asi que para minimizar los efectos de matriz se utilizd el método de adicidn de estandar.
Este método se basa en la adicion de un volumen fijo de muestra a soluciones estandar
de distinta concentracion hasta un volumen final constante, para determinar la sefial
analitica en cuestidn, asi como también para la muestra preparada de la misma forma en
ausencia de estdndar afiadido. La sefial de cada solucion es afectada de manera similar
por los efectos de la matriz [Sanchez, 2006]. Esta curva también se construyo a las
mismas concentraciones de la curva de calibracion sencilla (tabla N° 8). Las gréaficas de

ambas curvas se muestran a continuacion para cada lote.
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Gréfico N° 1. Curva de calibracion sencilla y adicion de estandar.
Lote: G87508A00
3500
3000 e
= 2500
‘;(E) 2000 %
g 1500 /m, #CCS
< 1000 mCCAE
500
0 ; ; ; ; ; ; ; .
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Concentracion x 10-3 (mg/mL)

Gréfico N° 1. Representacion de las curvas de calibrado (curva de calibracién sencilla (CCS) y
curva de calibracién por adicion de estdndar (CCAE)). Lote: G87508A00.

Gréfico N° 2. Curva de calibracion sencilla'y adicién de estandar.
Lote: G87509A00

3500

3000

= 2500 i iT’
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Concentracion x 10-3 (mg/mL)

Grafico N° 2. Representacion de las curvas de calibrado (curva de calibracion sencilla (CCS) y
curva de calibracion por adicion de estandar (CCAE)). Lote: G87509A00.
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Gréfico N° 3. Curva de calibracion sencilla y adicién de estandar.
Lote: G87510A00
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Gréfico N° 3. Representacion de las curvas de calibrado (curva de calibracién sencilla (CCS) y
curva de calibracién por adicion de estdndar (CCAE)). Lote: G87509A00.

En los graficos N° 1, N° 2 y N° 3 se observan las curvas de calibracion sencilla y
curvas de adicion de estandar para los tres lotes de analisis para la determinacion de
acido ascorbico en los suplementos nutricionales, en las cuales se observa un
comportamiento lineal. Sin embargo, las curvas de calibracion por adicion de estandar
muestran comportamiento lineal hasta una concentracién de 12,0 x 10 mg/mL, por
ende esta Ultima curva se construyd con 6 puntos, descartando el Gltimo de ellos debido
a la pérdida de linealidad del sistema.

Tabla N° 11. Resultados obtenidos de la curva de calibracion sencilla y curva de adicién
de estandar para la determinacion de &cido ascorbico en los diferentes lotes de analisis.

Curva de calibracion sencilla Curva de adicion de estandar
Lote Ecuacion R? Ecuacion R?

G87508A00 y = 212872x 0,9952 y =202707x 0,9970
G87509A00 y = 209675x 0,9973 y = 200050x 0,9986
G87510A00 y = 211500x 0,9957 y = 199942x 0,9980

Promedio y = 211349x 0,9961 y = 200899x 0,9979

% DER 0,76 0,11 0,78 0,08

Prueba t entre 8,07

pendientes
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La tabla N° 11 presenta los valores correspondientes a la ecuacion de la recta
promedio para la determinacion de acido ascorbico en suplementos nutricionales sabor a
vainilla, asi como el R? promedio y la prueba de t de Student realizada entre las
pendientes de la curva de calibracion sencilla y adicion de estandar, a modo de comparar

estadisticamente ambas, y estudiar las diferencias significativas entre las rectas.

Es importante mencionar que antes de aplicar la prueba t de Student, se realiz6 un
andlisis de varianza (F) a un nivel de confianza del 95 %, para evaluar las diferencias
entre las desviaciones estdndar de las medidas, y considerar la ecuacion para la
determinacion del valor de t. En el andlisis de varianza se encontrd un valor de
Fealculado = 1,02 y un valor tabulado para (n — 1) grados de libertad igual a
Frabulado = 19,00. Como Frapuiado €S Mayor que Feaiculado (Fiabulado > Fealculado) NO €Xisten
diferencias significativas entre las varianzas de las curvas de calibracion realizadas
(sencilla y adicion de estandar). De este modo, se procedio a realizar la prueba t de
Student encontrando un valor calculado de 8,07. Este valor es menor que el tabulado
para un nivel de confianza del 99 % correspondiente a 9,93. CoMo tiapulado > tealculado NO
hay diferencias estadisticas significativas entre ambas pendientes a ese nivel de
confianza, por ende la determinacién cuantitativa del analito en cuestién puede hacerse

por cualquiera de las curvas, en el intervalo de (2,0 — 12,0) x 10”° mg/mL.

4.4.2 Limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ)

Para el andlisis de LOD y LOQ se prepararon cinco muestras para cada lote
representando el area promedio para cada concentracion, en este caso (0,4; 0,8; 1,6; 2,4

y 3,2) x 10° mg/mL, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla N° 12. Resultados obtenidos para la curva de calibracion para el estudio de los
limites de deteccidn y cuantificacion en el método desarrollado.

Concentracion

00 mgmiy 040 0.80 1.60 2 40 3.20
Areapromedio g, qq 169,32 262.75 386.60 476 60
(mAU)
Desviacion 1.22 2 46 3.74 552 6.72
estandar
% DER 1.45 % 1.45 % 1.42 % 1.43 % 1.41 %
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Graficando el area promedio versus la concentracion se obtiene la siguiente gréfica;

Gréfico N° 4. Curva para estudio del limite de deteccion (LOD) y
limite de cuantificaciéon (LOQ)

600

500
—~~ /V"_1
D 400

100 /
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0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Concentracion x 10-3 (mg/mL)

Gréfico N° 4. Curva de calibracion para el estudio del limite de deteccion (LOD) y limite de
cuantificacion (LOQ) del método para la determinacion de acido ascorbico en suplementos
nutricionales.

Cuya recta es igual a y = 13803x + 44,089, con un R? igual a 0,9935, encontrando

como corte la sefial de ruido, es decir; Yy = 44,089.

Para el célculo de la desviacién estandar de la sefial proporcionada por el ruido se
construyé la recta tomando como eje de las ordenadas las desviaciones estandar de la
sefial analitica, y como eje de las abscisas las concentraciones en estudio. Asi, la grafica

se presenta como:
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Gréfico N° 5. Desviacion estandar para la sefial del blanco.

Psn
e

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Concentracion x 10-3 (mg/mL)

Desviacién estandar de la serial
o [ N w H (0] (o)} ~ (o]

Gréfico N° 5. Curva de calibracion para calculo de la desviacion estandar de la sefial del blanco
para la determinacion del limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ).

La recta es igual a y = 193,66x + 0,6785 con un R? igual a 0,9914. Asi, la
desviacion estandar del blanco es igual a s, = 0,6785.

Luego de calculado el valor medio de la sefial del ruido por extrapolacion y la
desviacion estandar de dicha sefial, se calculan los limites tedricos de deteccion y
cuantificacion utilizando la ecuacion (10) y, teniendo en cuenta que para cada lote cada

medida se realizd 5 veces.

Tabla N° 13. Limite de deteccion y limite de cuantificacion del método de analisis
desarrollado.

Limite de deteccion (LOD) Limite de cuantificacion (LOQ)

1,50 x 10 mg/mL 1,65 x 10 mg/mL
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4.4.3 Intervalo lineal

Como se dijo previamente, la curva de calibracion de estandar es lineal hasta una
concentracién de 12,0 x 10 mg/mL, y como el limite de cuantificacién es préximo a
1,65 x 10° mg/mL, el intervalo lineal de trabajo para el método analitico desarrollado es
(1,65 —12,0) x 10°° mg/mL.

Tabla N° 14. Intervalo lineal o intervalo Gtil de trabajo en el método desarrollado.

Intervalo lineal (1,65 —12,0) x 10~ mg/mL

4.4.4 Precision

Con el objeto de estudiar el grado de dispersion entre una serie de medidas del
método, se analizaron los tres lotes de estudio, durante tres dias, los dos primeros
consecutivos y el ultimo al cuarto dia. Las siguientes tablas muestran los valores de

concentracion promedio, y desviacion estandar relativa para cada analisis.

Tabla N° 15. Primer andlisis de precision de los lotes de estudio.

Lote mg/porcion de AA Pror.nedio % DER
(mg/porcion de AA)

10,15 £ 0,25

G87508A00 10,11 £ 0,03 10,14 0,30
10,17 £ 0,26
10,30+ 0,12

G87509A00 10,35+ 0,52 10,31 0,31
10,29 £ 1,10
10,28 £ 0,94

G87510A00 10,33+ 0,48 10,32 0,31
10,34 £ 0,28
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Tabla N° 16. Segundo analisis de precision de los lotes de estudio.

Promedio

Lote mg/porcion de AA (mg/porcion de AA) % DER

10,08 £ 0,56

G87508A00 10,07 £ 0,48 10,07 0,06
10,07 £ 0,59
10,28 £ 0,61

G87509A00 10,21 £ 0,76 10,24 0,35
10,23+ 0,33
10,31 £ 0,70

G87510A00 10,30 £ 0,26 10,30 0,10
10,29 + 1,56

Tabla N° 17. Tercer analisis de precision de los lotes de estudio.
Lote mg/porcion de AA (Mg /pPor&?gidij% AA) % DER

10,06 £ 0,35

G87508A00 10,08 £ 0,31 10,07 0,11
10,06 £ 0,61
10,34 £ 0,78

G87509A00 10,27 £ 0,93 10,29 0,46
10,25+ 0,31
10,35+ 0,16

G87510A00 10,34 £ 0,11 10,37 0,42
10,42 + 093
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Tabla N° 18. Precision de los lotes de analisis del suplemento nutricional sabor a
vainilla.

Lote mg/porcion de AA Promedio % DER

10,14 + 0,30
10,07 £ 0,06 10,09 0,40
10,07 +0,11

G87508A00

10,31+0,31
10,24 + 0,35 10,28 0,35
10,29 + 0,46

G87509A00

10,32 +0,31
10,30+ 0,10 10,33 0,35
10,37 + 0,42

G87510A00

La precision intermedia se estudié en base al analisis N° 1 y analisis N° 3, variando
unicamente los dias de analisis, ya que solo se disponia de un equipo para el analisis de

acido ascorbico, al igual que un solo analista. Lo resultados se tabulan a continuacion;

Tabla N° 19. Analisis de precision intermedia.

Andlisis N° 1 Anélisis N° 3
Lote Muestra Promedio Muestra Promedio

(mg/porcion) (mg/porcion)  (mg/porcién)  (mg/porcidén)
10,15 £ 0,25 10,06 £ 0,35

G87508A00 10,11 £ 0,03 10,08 £0,31
10,17 + 0,26 10,06 £ 0,61
10,30 £ 0,12 10,34 £ 0,78

G87509A00 10,35+ 0,52 10,26 + 0,88 10,27 £ 0,93 10,24 + 1,36
10,29 + 1,10 10,25 + 0,31
10,28 + 0,94 10,35+£0,16

G87510A00 10,33 £ 0,48 10,34 £ 0,11
10,34 £ 0,28 10,42 + 0,93

Promedio 10,25 + 1,12

(mg/porcidn)
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La repetibilidad se analiz6 a partir del analisis N° 1 y analisis N° 2, bajo las mismas
condiciones operativas de analista, equipos, y reactivos, en el mismo laboratorio, y en un

periodo de tiempo corto.

Tabla N° 20. Andlisis de repetibilidad.

Anélisis N° 1 Anélisis N° 2
Lote Muestra Promedio Muestra Promedio

(mg/porcion)  (mg/porcién)  (mg/porcién)  (mg/porcion)
10,15+ 0,25 10,08 £ 0,56

G87508A00 10,11 £ 0,03 10,07 £ 0,48
10,17 £ 0,26 10,07 £ 0,59
10,30 £ 0,12 10,28 £ 0,61

G87509A00 10,35 £ 0,52 10,26 £0,88 10,21 +0,76 10,20 £ 1,01
10,29 £ 1,10 10,23 £ 0,33
10,28 £ 0,94 10,31 £ 0,70

G87510A00 10,33+ 0,48 10,30 £ 0,26
10,34 £ 0,28 10,29 £ 1,56

jrorgay 10,23 + 0,96

(mg/porcion)

Finalmente, se muestran los resultados de la precisiébn en cuanto al sistema

instrumental, mediante la determinacion del promedio y el porcentaje de desviacion

estandar relativa de cada uno de los resultados dados por los tres analisis realizados.
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Tabla N° 21. Precision del sistema instrumental para la determinacién de vitamina C en

suplementos nutricionales.

Analisis

Lote

mg/porcion de AA

G87508A00

10,15+ 0,25
10,11+ 0,03
10,17 +£ 0,26

G87509A00

10,30+ 0,12
10,35+ 0,52
10,29 £1,10

G87510A00

10,28 £ 0,94
10,33+ 0,48
10,34 £ 0,28

G87508A00

10,08 + 0,56
10,07 £ 0,48
10,07 £ 0,59

G87509A00

10,28 + 0,61
10,21 £ 0,76
10,23 £ 0,33

G87510A00

10,31+0,70
10,30 + 0,26
10,29 + 1,56

G87508A00

10,06 £ 0,35
10,08 £ 0,31
10,06 + 0,61

G87509A00

10,34+ 0,78
10,27 £ 0,93
10,25+ 0,31

G87510A00

10,35+ 0,16
10,34+ 0,11
10,42 £ 0,93

Promedio
(mg/porcidn)

10,23 +£1,08
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La precisién estudia la variabilidad que existe entre los diferentes resultados, sin
tomar en cuenta su proximidad al valor real. Como se mostro en las tablas anteriores, la
precision se determina como el calculo del porcentaje de la desviacion estandar relativa
(% DER) y se expresa dando el valor medio obtenido junto con el mas — menos de la
variabilidad de los resultados. En términos generales, el método de andlisis proporciono
una precision intermedia de (10,25 + 1,12) mg/porcion de AA, con una repetibilidad de
(10,23 + 0,96) mg/porcion de AA, mientras que la precision del sistema instrumental fue
de (10,23 £ 1,08) mg/porcion.

Teniendo en cuenta los % DER obtenidos en el analisis, es necesario establecer los
criterios de aceptacion viables para el método. Asi, la USP indica en general un % DER
no mayor al 2 % inyectando cinco veces una solucion estandar al sistema (para
productos farmacéuticos), aunque en condiciones apropiadas se pueden obtener valores

incluso menores al 1 % [Quattrocchi et al., 1992].

Existen tablas que relacionan el % DER maximo aceptable para un método
analitico, en funcidn de los limites de aceptacion. Asi, para un limite de aceptacion entre
(90 — 110) % el % DER deberé ser menor al 6,7 % para un método de tres repeticiones
[Quattrocchi et al., 1992].

Por otro lado, la magnitud porcentual o la masa relativa de analito y la complejidad
de la matriz resulta también de gran importancia, resultando que para muestras
alimenticias un % DER apropiado puede ir de 5 % a 10 %, incluso mayor. Por ende, el
método desarrollado resulta preciso y repetible, satisfaciendo ampliamente los valores
esperados bibliograficamente.

Es importante mencionar que el parametro de reproducibilidad no es de obligado
cumplimiento y debe realizarse Unicamente en aquellos casos en que se desee transferir

el método a otros laboratorios o incluirlo en guias oficiales [Ortega y Cortés, 2001].
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4.4.5 Exactitud o porcentaje de recuperacion

La tabla N° 22 presenta los resultados por triplicado de una muestra enriquecida con

patron de &cido ascorbico, las cuales fueron sometidas al proceso de extraccion

previamente desarrollado para determinar el porcentaje de recuperacion.

Tabla N° 22. Adicion de patron a los lotes de andlisis para el estudio del porcentaje de

recuperacion.

Respuesta
Lote
X x+0,5mg x+ 1,0 mg x+15mg

1398,44 1505,75 1916,08 2328,70

G87508A00 1398,44 1507,03 1912,03 2371,02
1403,88 1510,47 1911,32 2330,03

Promedios 1400,25 1507,75 1913,14 2343,25
% DER 0,22 % 0,16 % 0,13 % 1,03 %
1440,05 1630,53 2030,28 2434,34

G87509A00 1438,42 1627,89 2034,56 2440,56
1445,38 1644,72 2044,28 2439,27

Promedios 1441,28 1634,38 2036,37 2438,06
% DER 0,25 % 0,55 % 0,35 % 0,14 %
1395,84 1525,77 1940,28 2370,17

G87510A00 1402,74 1530,63 1938,49 2375,21
1398,46 1517,23 1937,28 2364,57

Promedios 1399,01 1524,54 1938,68 2369,98
% DER 0,25 % 0,45 % 0,08 % 0,22 %
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Tabla N° 23. Porcentaje de recuperacion para las muestras de analisis en el método.

Lote

G87508A00

Ecuacion de la
recta

y =212872 x - 317,32

Concentracion

Respuesta

experimental Interpolacion % . Promedio o
(mg) Recuperacion DER
neta
0,5 107,50 113,75 94,51 %
10 512,89 544,81 9414%  9500%  oi
1,5 943,00 975,87 96,63 %
Lote G87509A00
Ecuacion de la y = 209675 X — 225,85
recta
Concentracion Respuesta . % . %
experimental Interpolacion . Promedio
(mg) neta Recuperacion DER
0,5 193,10 198,74 97,16 %
1,0 595,09 623,33 9547%  9592%
15 996,78 1047,93 95,12 %
Lote G87510A00
Ecuacion de la y = 211500 x - 297,13
recta
. Respuesta
Concentracion . L % . %
experimental Interpolacion - Promedio
(mg) Recuperacion DER
neta
0,5 125,53 131,16 95,71 %
1,0 539,67 559,45 96,46 % 96,82 % 1;’)8
15 970,97 987,73 98,30 %
Porcentaje de
recuperacion
R 95,94 % + 0,90 %
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La exactitud nos indica si los resultados que se obtienen con un método analitico
estan proximos al valor establecido convencionalmente. Para la determinacion de &cido
ascorbico la exactitud fue determinada a partir del porcentaje de recuperacion mediante
el método de adicion de patron, obteniendo un porcentaje de recuperacion promedio para
los tres lotes de estudio de (95,94 £ 0,90) %.

Es importante mencionar que no siempre se obtienen valores de recuperacion
cercanos al 100 %, ya que esto depende de la matriz de la muestra, la efectividad del

método de preparacion y extraccion ademas de la concentracion de analito.

Los porcentajes de recuperacion para los tres lotes de analisis fueron obtenidos por
defecto, y no por exceso. Cuando existe una desviacion de la exactitud por encima de
100 % es posible atribuir el mismo a la presencia de interferencias y la selectividad del
método, atribuyendo resultados superiores al esperado. Por otro lado, cuando se tienen
resultados por defecto en general se dan cuando la matriz de la muestra es compleja y la
extraccion del analito requiere varios pasos [Ortega y Cortés, 2001]. Estas evidencias
demuestran qué, los porcentajes atribuidos a la determinacion de AA en los suplementos
nutricionales tienen gran concordancia, debido a que la extraccion se realiza es una sola

etapa, ademas de que el método es selectivo para la especie de intereés.

4.5 EVALUACION DEL CUMPLIMIENTO CON LAS ESPECIFICACIONES

Una vez evaluado el método de analisis quimico y redactado el procedimiento para
la determinacion de vitamina C, se procedié a determinar la concentracién de acido
ascorbico en los diferentes lotes producidos por la empresa, a modo de evaluar el
cumplimiento con las especificaciones, y realizar ademas un andlisis de variabilidad del

producto.

Hay que mencionar que el producto declara 10 mg de acido ascorbico por cada 25 g
de batido (porcién). Sin embargo, para efectos de control de calidad se establece que los
limites para dar certificacion del producto estan entre (9 — 15) mg de AA por porcion.

Los resultados se presentan a continuacion.
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Tabla N° 24. Evaluacion del cumplimiento con las especificaciones del contenido de
acido ascorbico en los diferentes lotes de produccion del suplemento nutricional.

Concentracion de AA

Sabor Lote (mg/Porcion)
G87508A00 10,01 + 0,85
G87509A00 10,18 + 1,85
G87510A00 10,36 £ 1,95
G87511A00 10,49 + 1,83
Vainilla G87514A00 9,27 £ 1,96
G87515A00 9,18 + 0,95
G87516A00 9,20+ 1,76
G87517A00 10,72 £ 0,95
G87518A00 10,05 + 3,96
G87522A00 10,86 £ 5,02
G87551A00 9,94 + 5,30
G87552A00 9,95+ 154
G87556A00 10,27 £ 1,14
G87557A00 12,61 £ 1,40
Chocolate G87558A00 10,63 £1,81
G87559A00 10,68 £ 2,20
G87560A00 10,56 + 0,50
G87563A00 10,92 +£1,70
G87564A00 9,96 + 3,17

Los 19 lotes de analisis cumplieron satisfactoriamente con las especificaciones,
cuyo rango es de (9 — 15) mg de AA/porcidn. Por otro lado, es necesario hacer énfasis en
los porcentajes de la desviacion estandar relativa (% DER), cuyo maximo valor entre los
19 lotes fue de 5,30 %, que de acuerdo con los limites de aceptacién dados por la USP
para un nivel de confianza entre (90-110) % para tres repeticiones es de 6,71 % [Ortega
y Cortés, 2001], aunque para muestras alimenticias dicho porcentaje se puede establecer
entre (5-10) %. Con estas evidencias es posible decir que el método no solo cumple con

las especificaciones requeridas, sino que ademéas cumple con la adecuabilidad del
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sistema para tres inyecciones en cada lote de analisis. Ademas, se debe mencionar que a
pesar de que la validacion se realiz6 Unicamente para el sabor vainilla, el método se
extendio para analisis de control de calidad de otros sabores, tal como chocolate, y se
realizaron ademas pruebas para galleta y crema (ver anexos), cumpliendo con las
expectativas de andlisis al poder evaluar el cumplimiento con las especificaciones de los

distintos sabores en los que varia la presentacion del producto de interés.

Por otro lado, aunque no se realizd con exhaustividad andlisis de eficiencia del
método implementado respecto al método proporcionado por la empresa, se debe
mencionar que la metodologia implementada resulto eficiente de acuerdo al nimero de

muestras analizadas (19 lotes), respecto al método anterior.

4.5.1 Analisis adicionales de control de calidad del suplemento nutricional

El producto de andlisis no solo implica la determinacion de &cido ascérbico por la
técnica de cromatografia liquida para dar certificado de calidad del mismo, sino que
ademas es necesario evaluar la densidad aparente del producto y el porcentaje de
humedad por pérdida por secado, el cual debe ser menor al 5 %. Los resultados se
tabulan en la tabla N° 25.

Mediante la evaluacion del porcentaje de humedad que debe ser menor al 5 %, y
la densidad aparente es posible ver un cumplimiento con los requisitos minimos

necesarios del producto de analisis para su certificacion de calidad.
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Tabla N° 25. Evaluacion del cumplimiento con las especificaciones de densidad
aparente y porcentaje de humedad en los diferentes lotes de produccion.

Sabor

Lote

Densidad aparente

Porcentaje de

(g/mL) humedad (%0)

G87508A00 0,560 1,99

G87509A00 0,604 1,72

G87510A00 0,588 2,35

G87511A00 0,592 1,93

Vainilla G87514A00 0,576 2,17
G87515A00 0,588 2,28

G87516A00 0,580 2,45

G87517A00 0,576 3,01

G87518A00 0,576 3,87

G87522A00 0,584 3,29

G87551A00 0,528 3,31

G87552A00 0,540 2,95

G87556A00 0,524 3,34

G87557A00 0,525 2,67

Chocolate G87558A00 0,540 3,06
G87559A00 0,532 3,06

G87560A00 0,528 3,38

G87563A00 0,544 4,33

G87564A00 0,536 3,82
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CONCLUSIONES

Se desarrollé e implementd un método analitico para la determinacion de acido
ascorbico (vitamina C) en suplementos nutricionales a base de proteinas
mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

La metodologia de extraccion implicé un medio de extraccion de 4&cido
o—fosforico para extraer el acido ascorbico presente, acido acético glacial para
eluir las proteinas asociadas al suplemento y EDTA (0,1 M) con la finalidad de
acomplejar parte del hierro presente en el suplemento que oxida con facilidad el
analito de interés.

El método desarrollado es selectivo a 245 nm, ya que no se genera interferencia
por la matriz a la longitud de onda de estudio.

El limite de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) tedrico fue de
1,50 x 10° mg/mL y 1,65 x 10 mg/mL respectivamente para la especie de
interes.

El intervalo lineal para el método desarrollado es de (1,65 — 12,0) x 10 mg/mL
de acido ascorbico.

Desde el punto de vista instrumental el método es preciso, ya que el grado de
concordancia entre las diferentes medidas no supera para 19 lotes de analisis un
valor de desviacion estdndar relativa de 5,30 %. Teniendo como valor de
referencia un 10,0 % de desviacion estandar relativa debido a la complejidad de
la muestra.

Para tres lotes de analisis el porcentaje de recuperacion fue de (95,94 + 0,90) %,
siendo exacta la metodologia, con alto grado de concordancia, ya que la
extraccion se realiza en una sola etapa.

Los diferentes lotes producidos por Laboratorios VALMOR, C.A cumplieron
ampliamente con las especificaciones, cuyo rango estipulado es de
(9 — 15) mg de AA/porcion.

Aunque la metodologia analitica se valido para el suplemento sabor a vainilla, la
misma se extendi6 al sabor de chocolate, cumpliendo de igual forma con los
requisitos minimos de calidad exigidos para dar certificacion de calidad del
producto.
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RECOMENDACIONES

Realizar luego de cada determinaciéon analitica un lavado que incluya una
solucion de acido acético glacial a pH controlado (pH = 3,0) para eluir las
proteinas que pudieran quedar retenidas dentro de la columna cromatografica. Y,
posteriormente aplicar el lavado convencional que incluye en primera instancia
un lavado con agua, y finalmente el lavado exigido por la columa
cromatografica, en este caso utilizando una mezcla de agua : acetonitrilo en
proporcion (65:35).

Extender la validacién del método desarrollado a los sabores; chocolate, fresa y
galleta y crema.

Realizar estudios rigurosos del rendimiento de la columna cromatogréfica
mediante la determinacion de la eficiencia de la misma, implicando el estudio de
la disminucion del namero de platos cada tres lotes de analisis.

Realizar estudios rigurosos de estabilidad de acido ascérbico en el suplemento
nutricional utilizando la solucién de extraccion previamente establecida para el

analisis.
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APENDICE

Figura N° 18. Cromatograma de la extraccion de &cido ascorbico utilizando como
medio de extraccion acido oxalico.

Figura N° 19. Cromatograma de la extraccion de acido ascérbico utilizando como
medio de extraccion acido oxalico mas metanol.

Figura N° 20. Cromatograma de la extraccion de acido ascérbico utilizando como
medio de extraccion fosfato dibasico de potasio mas fosfato monobasico de potasio.
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Figura N° 21. Cromatograma de la extraccion de &cido ascorbico utilizando como

medio de extraccion acido acético.

Figura N° 22. Cromatograma de la extraccion de &cido ascdrbico utilizando como
medio de extraccion fosfato dibasico de potasio, fosfato monobéasico de potasio mas
acido tricloroacético.

Figura N° 23. Cromatograma de la extraccion de acido ascorbico utilizando como
medio de extraccion fosfato dibasico de potasio, fostato monobasico de potasio mas
acido perclorico en acido acético.
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Figura N° 24. Cromatograma de la extraccion de &cido ascorbico utilizando como
medio de extraccion &cido oxalico mas &cido trifluroacético.

Figura N° 25. Cromatograma de la extraccion de &cido ascorbico utilizando como
medio de extraccidn acido oxalico mas acetonitrilo.

Figura N° 26. Cromatograma de la extraccion de acido ascérbico utilizando como
medio de extraccion acido ortofosférico, acido acético glacial mas EDTA (0,1M).
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Cuadro N° 1. Valores de la t de Student.

Grados de libertad

95 % de probabilidad

99 % de propabilidad

(n—-1)
1 12,71 63,66
2 4,30 9,93
3 3,18 5,84
4 2,78 4,60
5 2,57 4,03
6 2,45 3,71
7 2,37 3,50
8 2,31 3,36
9 2,26 3,25
10 2,23 3,17
11 2,20 3,11
12 2,18 3,06
13 2,16 3,01
14 2,15 2,98
15 2,13 2,95
16 2,12 2,92
17 2,11 2,90
18 2,10 2,88
19 2,09 2,86
20 2,09 2,85
30 2,04 2,75
40 2,02 2,70
0 1,96 2,58
Cuadro N° 2. Valores de F para un nivel de 95 % de probabilidad.
(n-1) (n — 1) para el mayor valor de s°
para
el
menor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
valor
de s?
1 161 | 200 | 216 | 225 | 230 | 234 | 237 | 239 | 241 | 242
2 18,51 | 19,00 | 19,16 | 19,25 | 19,30 | 19,33 | 19,36 | 19,37 | 19,38 | 19,39
3 10,13 | 955 | 9,28 | 9,12 | 9,01 | 894 | 8,88 | 8,84 | 8,81 | 8,78
4 7,71 | 6,94 | 6,59 | 6,39 | 6,26 | 6,16 | 6,09 | 6,04 | 6,00 | 596
5 6.61 | 579 | 541 | 519 | 505 | 495 | 4,88 | 482 | 4,78 | 4,74
6 599 | 514 | 476 | 453 | 439 | 4,28 | 421 | 4,15 | 4,10 | 4,06
7 559 | 4,74 | 435 | 412 | 397 | 387 | 3,79 | 3,73 | 3,68 | 3,63
8 532 | 4,46 | 407 | 3,84 | 3,69 | 358 | 350 | 3,44 | 3,39 | 3,34
9 512 | 4,26 | 3,86 | 3,63 | 3,48 | 3,37 | 3,29 | 3,23 | 3,18 | 3,13
10 496 | 4,10 | 3,71 | 3,48 | 3,33 | 3,22 | 3,14 | 3,07 | 3,02 | 2,97
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ANEXQOS

ANALISIS DE CONTROL DE CALIDAD.

MEZCLA EN POLVO PARA BATIDO NUTRICIONAL FORMULA 1 GALLETA Y
CREMA x 550g.

LOTE: G86692A00

PRODUCTO TERMINADO.

Secuencia de un patrén (5 inyecciones) y una muestra (3 inyecciones).
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